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ISradimo sritis

Sié iSradimas yra susijgs su farmacinémis kompozicijomis,
tinkangiomis Zinduoliy 3irdies transplantato atmetimui gydyti, | kurias jeina
farmacidkai primtina pagalbiné medZiaga, terapidkai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A
ciklosporino. Sis i§radimas taip pat yra susijes su tokiy farmaciniy kompozicijy
panaudojimu Zinduolio Sirdies transplantato atmetimui gydyti.

ISradimo kilmeé

Svarbus uZdegiminio proceso komponentas yra atskiros leukocity
populiacijos aktyvacija, migracija i§ cirkuliacijos ir jy susikaupimas uzdegimo
paveiktame audinyje. Nors leukocity judéjimo mintis néra nauja, neseniai ji
patyré renesansg atradus ir charakterizavus adhezijos molekuliy selektino ir
integrino $eimas ir didelg Seimq atrankiy chemostatiniy citokiny, Zinomy kaip
chemokinai. Chemokiny receptoriai yra ekspresuojami ant leukocity ir
‘perdirba signalus po cherﬁokinq prisijungimo ir pagaliau tokie signalai yra
perduodami leukocity, aktyvacijai arba migracijai link chemokiny altinio. Taigi,
regulivodami leukocity migracijg ir aktyvacijg i§ periferinio kraujo |
ekstravaskulines vietas organuose, odoje, sgnariuose arba jungiamuosiuose
audiniuose, chemokinai vaidina lemiamg vaidmenj palaikant Seimininko
gynyba bei imuninio atsako atsiradima. ,

I$ pradZiy chemokiny Seimos molekulés buvo skirstomos | dvi grupes:
“C-X-C" poseime ir “C-C”" poSeime. Budinga abiejy $iy poseimiy ypatybé yra
keturiy cisteino liekany buvimas labai konservatyviose molekuliy padétyse.
Chemokiny “C-C” poseiméje pirmosios dvi liekanos yra greta viena kitos, o
“C-X-C" poseiméje cisteiny liekanas skiria viena aminorigsties liekana.
Pasirodo, kad dabartinis “-C-" atvaizdavimas atstovauja naujg chemokiny
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Seimg, kurioje "-C-" chemokinas neturi dviejy i$ keturiy, “C-C" poseimgje ir “C-
X-C" poseiméje esanciy, cisteino liekany.

Vienas chemokiny “C-C" poseimés narys yra makrofago uzdegiminis
proteinas-1a. (“MIP-1a"). Ji ekspresuoja Iastelés, tokios kaip makrofagai, T ir B
limfocitai, neutrofilai ir fibroblastai. Nesenas tyrimas (Zr. Karpus, W.J. et al., J.
Immunol. (1995), Vol.155, pp.5003-5010) pateikia patikima MIP-1a in vivo
koncepcijos  jvertinimg iSsétinés  sklerozés peliy eksperimentiniame
autoimuniniame encefalomielito (“EAE") modelyje. [8sétine sklerozé yra
autoimuniné liga, kurioje tarpininkauja T ir B limfocitai ir makrofagai; jos metu
atsiranda centrinés nervy sistemos baltosios medZiagos ekstensyvus
uzdegimas ir demielininimas. Tyrimas parode, kad antiktinai pries MIP-1a
apsaugo nuo pradinio ir recidyvinio ligos atsiradimo bei apsaugo nuo
vienbranduoliniy lgsteliy infiltracijos { centring nervy sistema. Gydymas S$iais
antikGnais taip pat gali palengvinti jau esanéig kliniking liga. Sie rezultatai
leido tyrinétojams padaryti iSvadg, kad MIP-1o vaidina svarby vaidmeni
issétines sklerozés etiologijoje. Kitas tyrimas (3r. Godiska, R. et al., J.
Neuroimmunol. (1995), Vol. 58, pp. 167-176) parodé. daugelio. chemokiny, -
iskaitant MIP-1c., iIRNR teigiama reguliacija SJL peliy (peliy kamienas, imlus
Thy ligoms, tokioms kaip EAE) Zaizdose ir nugaros smegenyse Omios EAE
eigoje.

RANTES yra kitas C-C chemokiny poSeimés narys (pavadinimas
RANTES yra akronimas, iSvestas i kai kuriy baltymo ir jo geno i§ pradZiy
pastebety ir numatyty charakteristiky: Regulated upon Activation Normal T
cell Expressed presumed Secreted). Buvo rasta, kad daugybé audiniy
ekspresuoja RANTES panasiu bddu kaip ir MIP-1a.. Daugelio tyrimy
duomenys rodo, kad yra nenormalus RANTES gaminimasis vystantis
reumatiniam artritui (Zr. Rathanasawami, P. et al., J. Biol. Chem. (1993), Vol.
268, pp. 5834-5839 ir Snowden, N. et al., Lancet (1 994), Vol. 343, pp. 547-
548). Reumatinis artritas yra chroni$ka uzdegiminé liga, kuriai yra budinga i$
dalies T limfocity ir monocity infiltracija, kurioje, kaip manoma, tarpininkauja
uzdegiminiy audiniy i3skirti chemotaktiniai faktoriai. Kitais tyrimais aiSkiai
irodyta, kad RANTES yra susijgs su reumatinio artrito patofiziologija (Zr.
Barnes, D.A. et al., J. Clin. Invest. (1998), Vol.101, pp.2910-2919 ir Plater-
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Zyberk, C.A. et al., Immunol. Lett. (1997), Vol. 57, pp. 117-120). PavyzdZiui,
Ziurkiy adjuvantu sukelto artrito (“AIA") modelyje antikanai pries RANTES
labai sumaZina ligos vystymasi.

Sie ir kiti tyrimai duoda aidky jrodyma, kad MIP-1o kiekiai yra padidinti
EAE i$sétinés sklerozés modeliuose ir kad RANTES kiekiai yra padidinti
reumnatinio artrito atveju (Zr. pvz., Glabinski, A.R. et al., Am. J. Pathol. ':(1997),
Vol. 150, pp.617-630; Glabinski, AR, et al., Methods Enzymol. (1997), Vol.
288, pp. 182-190; ir Miyagishi, R.S. et al., J. Neuroimmunol. (1997), Vol. 77,
Pp. 17-26). Be to, kaip apradyta aukitiau, &ie chemokinai yra
chemoatraktantai T Igsteléms ir monocitams, kurie yra svarbiausi lgsteliy tipai,
dalyvaujantys 8iy ligy patofiziologijoje. Taigi, bet kokia molekulé, kuri inhibuoja
bet kurio i§ iy chemokiny aktyvuma, tureéty biti naudinga gydant Sias ligas ir
todél bus tinkama kaip prieSuZdegiminis agentas.

Taip pat yra aiSkiy jrodymy, kad RANTES turi ry3j su organy
transplantaty atmetimu. Vienbranduoliniy Igsteliy infiltracija i tarpa tarp organy
transplantaty audiniy yra dmaus Igsteliy atmetimo poZymis. Sis Iastelinis
infiltratas pirmiausia susideda i§ T Igsteliy, makrofagy ir eozinofily. RANTES
ekspresijos Omaus inksty alotransplantato atmetimo tyrime buvo rasta
RANTES iRNR ekspresija infitruojamose vienbranduolinése Iastelése ir inksty
kanaléliy epitelio lastelése, ir buvo rasta, kad pats RANTES yra prijungtas prie
mikrogysleliy endotelinio pavirSiaus atmetamame alotransplantate (3r.
Pattison, J. et al., Lancet (1994), Vol. 343, pp. 209-211 ir Wiedermann, C.J. et
al., Curr. Biol. (1993), Vol.3, pp. 735-739). Nesename darbe (Zr. Pattison, J.M.
etal., J. Heart Lung Transplant. (1996), Vol. 15, pp. 1194-1199) teigiama, kad
RANTES gali vaidinti vaidmenj alotransplantato aterosklerozéje. Padidinti
RANTES kiekiai — ir iRNR, ir baltymo — buvo rasti vienbranduolingse
lastelése, miofibroblastuose ir arterijy, kuriose vyksta padidnta ateroskieroze,
lyginant su normaliomis vainikinémis arterijomis, endotelinése lastelése.

Kadangi RANTES yra chemokiny receptoriy CCR1 ir CCR5 ligandas,
tai Sie receptoriai, esantys ant cirkuliuojan&iy vienbranduoliniy Iasteliy, gali
bati tinkamais terapiniais taikiniais transplantacijos biologijoje. CCR1
receptoriaus svarba buvo tirta Sirdies transplantacijos peliy, turingiy tiksling
delecijg CCR1 gene, modeliuose (Gao, W. et al., J. Clin. Invest. (2000), Vol.
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105, pp. 35-44). Siame tyrime keturi atskiri alotransplantato iSgyvenimo
modeliai parodé CCR1(-/-) recipienty Zymy gyvenimo trukmes pailgéjima.
Viename modelyje A ciklosporino kiekiai, kurie turgjo ribinj poveiki CCR1(+/+)
pelése, CCR1(-/-) recipientams davé nuolatinj alotransplantato priémima,

Neseniai buvo parodyta, kad kai kurios maZos molekulés yra
nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, inhibuojantys RANTES ir MIP-
1o akthmq ir todél yra tinkami kaip prieSuzdegiminiai agentai. Zr. PCT
publikuotg patenting paraiskg WO 98/56771, JAV patenting paraiSkg Ser. Nr.
09/094397, paduotg 1998 m. birZelio 9 d., dabar JAV patentas 6207665,
paskelbtas 2001 m. kovo 27 d., Hesselgesser, J. et al., J. Biol. Chem. (1998),
Vol. 273, pp. 15687-15692, Ng, H.P. et al., J. Med. Chem. (1999), Vol. 42, pp.
4680-4694, Liang, M. et al., Eur. J. Pharmacol. (2000a), Vol. 389, pp. 41-49 ir
Liang, M. et al. J. Biol. Chem. (2000b), Vol.275, pp. 19000-19008. Siy,
patentiniy paraisky ir Zurnaly straipsniy apraSymai yra pridedami kaip
literataros $altiniai.

Ciklosporinai yra neutraliy lipofiliniy cikliniy oligopeptidy, (11-mery)
$eima, gaunama i3 gryby Tolypocladium inflatum Gams, taip pat ir kity netikry,
gryby. Pagrindinis komponentas yra A ciklosporinas - gerai Zinomas
imunodepresantas, kuris selektyviai inhibuoja adaptacinius imuninius atsakus,
blokuodamas T lasteliy aktyvacija (Zr. Kahan, B.D., New Engl. J. Med. (1 989),
Vol. 321, pp.1725-1738, ir Valantine, H. Transplant. Proc. (2000), Vol.32,
pp.27S-44S). Nors A ciklosporinas yra esminis faktorius sékmingoje organy
transplantacijoje, iSlieka didelés ilgalaikio séugumo problemos, tiesiogiai
susijusios su A ciklosporinu paremtu imunoslopinimu, iskaitat toksiSka, poveik
i inkstus, hipertenzijg, cukrini diabetg ir potransplantacing limfoproliferacine
ligg. Todél baty pageidautina vartoti subnefrotoksing A ciklosporino doze,
tokiu badu sumazinant jo nepageidautinus $alutinius poveikius ir iSlaikant
imunosupresini aktyvuma, bating chroniskam atmetimui iSvengti, kuris Sirdies
transplantacijos atveju yra Zinomas kaip chroni§ka alotransplantato

vaskulopatija, pagrindinai pasireiSkianti kaip pagreitinta ateroskleroze.
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Giminingi $altiniai

Nesename inksty transplantavimo tyrime peptidinis chemokiny
receptoriaus antagonistas Met-RANTES, duotas su maZomis A ciklosporino
dozémis, Zymiai sumazZino inksty pazeidima, jskaitant tarpaudininj uzdegima,
pagrindinai sumazindamas infiltruoty monocity skaigiy (Grone, H.J. et al.,
FASEB J. (1999), Vol. 13, pp.1371-1383). Sis tyrimas palaiko teorijg, kad
RANTES per specifiniy chemokiny, receptoriy ant vienbranduoliniy Igsteliy
aktyvacijg vaidina svarby vaidmenj alotransplantato atmetime.

Publikuota Europos patentiné paraiska 1000626 (Applied Research
Systems) apraso peptidinio chemokiny receptoriaus antagonisto - Met-
RANTES - panaudojimg kartu su ciklosporinu transplantuoty organy, audiniy
arba Iasteliy atmetimo prevencijai arba gydymui.

ISradimo santrauka

Sis isradimas yra skirtas farmacinémis kompozicijomis, tinkan&iomis
Zinduoliy Sirdies transplantato atmetimui gydyti, | kurias jeina viena arba
daugiau farmacikai priimtiny pagalbiniy medziagy, terapiskai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A
ciklosporino. Ypatingai $is iSradimas yra skirtas farmacinéms kompozicijoms,
tinkan¢ioms Zinduoliy Sirdies transplantato atmetimui gydyti, kur Siose
kompozicijose yra viena arba daugiau farmaciskai priimtiny  pagalbiniy
medziagy, subnefrotoksinis kiekis A ciklosporino ir terapiskai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto, pasirinkto i§ JAV patente
6207665 aprasSyty junginiy.

Sis isradimas taip pat yra’ skirtas farmacinés kompozicijos, tinkandios
Zinduoliy S$irdies transplantato atmetimui gydyti, | kurias jeina viena arba
daugiau farmaci$kai priimtiny pagalbiniy medziagy, terapigkai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A
ciklosporino, jvedimo biadams tokio gydymo reikalingam Zinduoliui. Ypatingai
Sis iSradimas yra skirtas farmacinés kompozicijos, tinkan&ios Zinduoliy Sirdies
transplantato atmetimui gydyti, kur Sioje kompozicijoje yra viena arba daugiau
farmaciskai priimtiny pagalbiniy medziagy, subnefrotoksinis kiekis A
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ciklosporino ir terapiskai efektyvus kiekis nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto, pasirinkto i§ JAV patente 6207665 aprasyty junginiy, jvedimo
badams tokio gydymo reikalingam Zinduoliui.

8is isradimas taip pat yra skirtas Zinduoliy Sirdies transplantato
atmetimo gydymo badams, kuriame tokio gydymo reikalingam Zinduoliui yra
skiriama farmaciné kompozicija, | kurig jeina viena arba daugiau farmacigkai
priimtiny pagalbiniy medZiagy, terapiskai efektyvus kiekis nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A ciklosporino. Ypatingai
§is isradimas yra skirtas Zinduoliy Sirdies transplantato atmetimo gydymo
badams, kuriame tokio gydymo reikalingam Zinduoliui yra skiriama farmaciné
kompozicija, | kurig jeina viena arba daugiau farmaciskai priimtiny pagalbiniy
medziagy, subnefrotoksinis kiekis A ciklosporino ir terapidkai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto, pasirinkto i§ JAV patente
6207665 aprasyty junginiy.

Trumpas bréziniy apraSymas

Fig.1. rodo $io iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
poveiki j radiozyméto MIP-1o. susiri§ima su Ziurkes CCR1 ekspresuojan&iomis
lgstelémis.

Fig.2 rodo $io idradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
poveikj | MIP-1a indukuota vidulgstelinio Ca?* kiekio padidéjima Ziurkiy CCR1
ekspresuojanéiose Iastelése.

Fig.3 rodo $io idradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
koncentracijg plazmoje po nuolatinio poodinio dozes jvedimo Ziurkéms.

Fig.4 rodo §io i8radimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir
A ciklosporino derinio poveikj | alogeniniy girdies transplanty iSgyvenimg
Ziurkése.

Fig.5 rodo $io i$radimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir
A ciklosporino derinio poveikj j atmetimo balus Fiurkéms, praéjus 3 dienoms
po alogeninio $irdies transplantaty implantavimo.

Fig.6 rodo Sio iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto

poveiki j A ciklosporino kiekius Ziurkiy plazmoje.
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Fig.7 rodo $io iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
poveiki { monocity prilipima prie aktyvuoty endotelio Iasteliy.

Smulkus isradimo aprasymas
A.  APIBREZIMAI

Aprasyme ir pridedamoje apibréztyje, jeigu nenurodyta kitaip, toliau
duodami terminai turi tokias reik§mes:

“Aminokarbonilas” reiskia —~C(O)NH, radikala.

“Fenilas” reiSkia benzeno radikalg, kuriame gali bati vienas arba
daugiau pakaity, pasirinkty i§ grupés, susidedandios i§ hidroksilo, halogeno,
alkilo, halogenalkilo, alkoksigrupés, alkenilo, nitrogrupés, cianogrupés,
aminogrupés, monoalkilaminogrupés, dialkilaminogrupés, alkilkarbonilo,
karboksigrupés, alkoksikarbonilo ir aminokarbonilo.

“FarmaciSkai primtina druska” reigkia adityvines druskas ir su
ragstimis, ir su bazémis.

“Farmaci$kai priimtina adityviné druska su ragstimi” reigkia tokias
druskas, kurios i8laiko laisvy baziy biologinj veiksminguma ir savybes, kurios
néra biologiskai arba kaip nors kitaip nepageidautinos ir kurios yra sudarytos
Su neorganinémis ragstimis, tokiomis kaip hidrochlorido ragstis, hidrobromido
ragstis, sulfato rugstis, nitrato ragstis, fosfato ragstis ir panasios, ir
organinémis rigstimis, tokiomis kaip acto riigstis, propiono ragstis, piruvo
ragstis, maleino ragstis, malono ragstis, gintaro ragstis, fumaro ragstis, vyno
ragstis, citriny  ragstis,  benzenkarboksirigstis, migdoly  rhgstis,
metansulfonriigétis, etansulfonriigstis, p-toluensulfonriigstis, salicilo ragstis ir
panasios. |

 “Farmacigkai priimtina adityviné druska su baze" reiSkia tokias
druskas, kurios iSlaiko laisvy ragsc¢iy biologinj veiksminguma ir savybes,
kurios néra biologiSkai arba kaip nors kitaip nepageidautinos. Tokios druskos
yra pagaminamos prijungiant neorganing baze arba organine baze prie
laisvos ragsties. Druskos su neorganinémis bazémis yra, bet jomis
neapsiribojama, natrio, kalio, li¢io, amonio, kalcio, magnio, cinko, aliuminio
druskos ir panaios. Tinkamiausios neorganinés druskos yra amonio, natrio,
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kalio, kalcio ir magnio druskos. Druskos su organinémis bazémis yra, bet
jomis neapsiribojama, pirminiy, antriniy ir tretiniy aminy druskos, pakaitus
turingiy aminy, iskaitant gamtiniy pakaitus turin¢iy aminy, druskos, cikliniy
aminy ir baziniy jonitiniy, dervy, tokiy kaip izopropilaminas, trimetilaminas,
dietilaminas, trietilaminas, tripropilaminas, etanolaminas, 2-
dimetilaminoetanolis, 2-dietilaminoetanolis, trimetaminas, dicikloheksilaminas,
lizinas, érgininas, histidinas, kofeinas, prokainas, hidrabaminas, cholinas,
betainas, etilendiaminas, gliukozaminas, metilglukaminas, teobrominas,
purinai, piperazinas, piperidinas, N-etilpiperidinas, poliamininés dervos ir
panasas. Ypatingai tinkamos organinés bazés yra izopropilaminas,
dietilaminas, etanolaminas, trimetilaminas, dicikioheksilaminas, cholinas ir
kofeinas.

“Karbamido-* reiskia radikala, kurio formulé —-N(H)-C(O)-NHa.

1§ auk3&iau duoty apibrézimy ir pavyzdZiy turi buti suprantama, kad
radikaluose, turin&iuose alkilo grupes su pakaitais, pakaitas gali bati prie bet
kurio alkilo grupés anglies atomo.

“Sirdies transplantato atmetimas” reikia tokias ligos bukles, Sio
i&radimo tikslams, kurioms yra biidingas Gmus arba chronidkas pooperacinis
Sirdies transplantato atmetimas ir apima: ankstyvajj transplantato pakenkima,
ankstyvajj amy atmetima, ankstyvajj sisteminj atmetima ir vélyvajg chronidkg
alotransplantato vaskulopatija (ankstyvasis ir vélyvasis yra Zymimi kaip
atitinkamai maziau ir daugiau nei 6 mén.-vieneri metai po transplantacijos).

“%induolis” rei&kia Zmones ir naminius gyvanus, tokius kaip katés,
Sunys, kiaulés, galvijai, avys, oZkos, arkliai, triusiai ir panasas.

“Subnefrotoksinis kiekis” reiskia A ciklosporino kiekj, kuris yra
terapiskai efektyvus kiekis Zmogaus $irdies transplantato atmetimui gydyti, bet
jis néra susijgs su nepageidautinu Salutiniu nefrotoksiniu poveikiu, kuriam yra
bﬁdingas padidintas kreatinino kiekis serume, padidinta proteinurija,
padidintas skysgiy sulaikymas, sumazintas glomerulinis filtravimo greitis ir
sumazintas natrio ir kalio $alinamasis i§skyrimas.

“/fienu metu” reiskia naudojima farmacinés kompozicijos, kurioje yra du
veiklieji ingredientai: terapiSkai efektyvus kiekis io iSradimo nepeptidinio
CCRH1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A ciklosporino, esant
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vienai arba keletui farmaciSkai priimtiny pagalbiniy medZiagy, vienoje
kompozicijoje.

“Viena paskui kita” reiSkia naudojimg $io iSradimo farmacinés
kompozicijos dviejose skirtingose kompozicijose, kur kiekviena i$ jy turi vieng
i$ dviejy veikliyjy ingredienty: terapiskai efektyvy kiekj $io iSradimo
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto arba subnefrotoksinj kiekj A
ciklospori'no, kartu su viena arba keletu farmacidkai priimtiny pagalbiniy
medziagy. Sios dvi kompozicijos yra jvedamos to reikalingam Zinduoliui
skirtingu laiku.

Sio i$radimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai savo
struktaroje gali turéti asimetriniy anglies atomy. Todél nepeptidiniai CCR1
receptoriaus antagonistai gali egzistuoti kaip atskiri stereoizomerai, racematai
ir kaip enantiomery, ir diastereomery miginiai. Visi tokie atskiri sterecizomerai,
racematai ir jy misiniai yra laikomi patenkanciaais | $j iSradimg. Jeigu yra
Zinoma nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto tam tikry anglies atomy
absoliuti konfigaracija, ji yra nurodoma atitinkamu absoliugios konfigaracijos
deskriptoriumi R arba S. Deskriptorius “trans” yra naudojamas parodyti, kad
R pakaitai yra prieSingose piperazino plok&tumos pusése. Deskriptorius “cis”
yra naudojamas parodyti, kad R' pakaitai yra toje pacioje piperazino
plok8tumos puséje.

Cia naudojama 8io iSradimo CCR1 receptoriaus nepeptidiniy
antagonisty nomenklatira yra I.U.P.A.C. sistemos modifikuota forma, kurioje |
Sio iSradimo apimtj patenkantys CCR1 receptoriaus antagonistai yra pavadinti
kaip piperazino dariniai, kaip aprasyta JAV patente 6207665.

“TerapiSkai efektyvus kiekis” reiSkia toki nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto, geriau Zemiau aprasyto (I) formulés nepeptidinio
CCR1 receptoriaus antagonisto, kiekj, kuris jvestas jo reikalingam Zinduoliui,
geriau Zmogui, yra pakankamas Zemiau apraSytam S3irdies transplantato
atmetimo gydymui. Sio i$radimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
kiekis, kuris sudaro “terapiskai efektyvy kiek{’ kis priklausomai nuo naudojamo
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto, atmetimo sunkumo ir nuo
gydomo Zmogaus amziaus, bet ji paprastu badu gali nustatyti paprastas
specialistas pagal savo Zinias ir pagal §j aprasyma.
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Cia naudojami terminai “gydant” arba “‘gydymas” apima Zinduolio

Sirdies transplantato, geriau Zmogaus, atmetimo gydyma ir { jj ieina:

0] apsisaugojimas nuo atmetimo atsiradimo Zinduolio, geriau Zmogaus,
organizme, ypatingai prie§ arba po S$irdies transplantacijos tokiam
Zinduoliui;

(i)  buklés inhibavimas, t.y. atmetimo i$sivystymo sustabdymas; arba

(iii) bakles palengvinimas, t.y. atmetimo regresijos sukélimas.

B. TINKAMIAUSI IGYVENDINIMO VARIANTAI

I auk3diau duotoje iSradimo santraukoje apradyty farmaciniy
kompozicijy, tinkamiausia farmaciniy kompozicijy grupé apima tokias
kompozicijas, kuriose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra
junginys, pasirinktas i$ (1) formulés junginiy:

R1a R2
R* R® ~/
37 Ng5" N \/\
D o

R™ yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty, i$ grupés;

kuriuose:

susidedandios i$ alkilo arba hidroksialkilo;

R?  yra fluoras 4-je padétyje;

R®  yra fenilas, 4-je padétyje turintis pakaitu chlora, o 2-je padétyje
aminokarbonilg, ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;

R*  yra-O-
R®  yrametilenas; o
R®  yra-C(O)-;

kaip atskiras stereoizomeras arba juy miinys; arba jo farmaciskai priimtina
druska.

I8 Sios farmaciniy kompozicily grupés tinkamiausia farmaciniy
kompozicijy pogrupé apima tokius junginius, kuriuose nepeptidinis CCR1
receptoriaus antagonistas yra pasirinktas i grupés, susidedancios is:
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(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(aminokarbonilffenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(tfans)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2R,58)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

IS Sios farmaciniy kompozicijy grupés kita tinkamiausia farmaciniy
kompozicijy pogrupé apima tokius junginius, kuriuose nepeptidinis CCR1
receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-chlor-2-
(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-fluorbenzil)piperazinas.

I8 8ios farmaciniy kompozicijy pogrupés tinkamiausia farmaciniy
kompozicijy klasé yra kompozicijos, kuriose jos reikalingas Zinduolis yra
Zmogus.

I3 auk3¢iau duotoje iSradimo santraukoje aprasyty vartojimo bidy,
tinkamiausia vartojimo blidy grupé apima tokius badus, kuriuose nepeptidinis
CCR1 receptoriaus antagonistas ir A ciklosporinas yra jvedami jy reikalingam
Zinduoliui vienu metu arba vienas po kito.

I3 3ios bady grupés tinkamiausia bady pogrupé apima tokius badus,
kuriuose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra junginys,
pasirinktas i$ (1) formulés junginiy:

4

1
3/R\ 'RG‘ /\/Ra ‘/R2
R RN T
K/N / ’
kuriuose:

R'™  yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty i§ grupés,
susidedandcios i$ alkilo arba hidroksialkilo:
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R?  yra fluoras 4-je padétyje;
R®  yrafenilas, 4-je padétyje turintis chlora, o 2-je padétyje aminokarbonila,
ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;

R*  yra-O-
R®  yra metilenas; o
R®  yra-C(O);

kaip atskiras stereoizomeras arba jy misinys; arba jo farmaciskai priimtina
druska.

1§ Sios bady pogrupés tinkamiausia bady klasé apima tokius, kuriuose
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra pasirinktas i§ grupés,
susidedancios i8:

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(aminokarbonil)fenoksi)metil )karbonil-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

I§ Sios baddy pogrupés kita tinkamiausia budy klasé apima tokius
badus, kuriuose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-
ch|or-2-(ureido)fenoksi)metil)karboni‘I-2-metiI-4-(4-ﬂuorbenzil)piperazinas.

1§ Sios bady klasés tinkamiausia bady poklasé apima tokius badus,
kuriuose jo reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

I§ auk$tiau duotoje i$radimo santraukoje apraSyty gydymo bldu,
tinkamiausia budy grupé apima tokius baidus, kuriuose nepeptidinis CCR1

receptoriaus antagonistas yra junginys, pasirinktas i$ (I) formulés junginiy;
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R1a Rz
4 6
R 5IR\N/\/

R R k/lv@ 0

R'™ yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty i$ grupés,

kuriuose:

susidedandios i$ alkilo arba hidroksialkilo;

R?  yrafluoras 4-je padétyje;

R® yra fenilas, 4-je padétyje turintis chlorg, o 2-je padétyje aminokarbonila,
ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;

R*  yra-O-;
R®>  yra metilenas; o
R®  yra-C(O)-;

kaip atskiras stereoizomeras arba jy misinys; arba jo farmaciskai priimtina
druska.

I$ Sios bady grupés tinkamiausia bady pogrupé apima tokius badus,
kuriuose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra pasirinktas i$
grupés, susidedancios is:

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(aminokarbonil)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,58)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

I$ Sios budy grupés kita tinkamiausia bady pogrupé apima tokius
badus, kuriuose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-
chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-fluorbenzil )piperazinas.
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1§ Sios budy pogrupés tinkamiausia bady, klasé apima tokius budus,
kuriuose jo reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

1§ Sios bady pogrupés, kita tinkamiausia budy klasé apima tokius
badus, kuriuvose nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas ir A
ciklosporinas yra jvedami jy reikalingam Zinduoliui vienu metu arba vienas po
kito.

C. 310 ISRADIMO KOMPOZICIJY PANAUDQJIMO GALIMYBE

—

Cia aprasytos farmacinés kompozicijos yra tinkamos Zinduolio, geriau
Zmogaus, Sirdies transplantato atmetimui gydyti.

Buvo parodyta, kad A ciklosporinas yra labai veiksmingas valdant
transplantato pakenkima, Gmy atmetimag ir sisteminj atmetima pirmaisiais
metais po Sirdies transplantacijos. TaCiau iigalaikis palaikomasis A
ciklosporino naudojimas, nors ir efektingas valdant chroni$kg alotransplantato
vaskulopatija, yra tiesiogiai susijgs su S$alutiniais poveikiais, iskaitant
nefrotoksiskuma, hipertenzija, cukrinj diabetq ir potransplantacing
limfoproliferacing liga.

Buvo parodyta, kad tam tikry chemokiny arba jy receptoriy inhibavimas
gali bati veiksmingas gyviny organy transplantacijos modeliuose. Kaip
aukitiau apradyta, nesename inksty transplantacijos tyrime bandyme su
iurkémis chemokiny receptoriaus antagonistas Met-RANTES, duodant jj su
maZomis A ciklosporino dozémis, Zymiai sumazZino inksty paZeidima, jskaitant
tarpaudininj uZzdegima, pagrindinai sumazindamas infiltruojamy monocity
skaigiy (Grone, H.J. et al., (1999), supra). Kitame tyrime CCR1 receptoriaus
svarba buvo istirta Sirdies transplantacijos peliy, turinCiy tiksling CCR1
delecijg, modeliuose (Gao, W. et al., (2000), supra). Siame tyrime keturi
skirtingi alotransplantato igyvenimo modeliai parodé Zymy CCR1(-/-)
recipienty igyvenimo pailgéjima. Viename modelyje A ciklosporino kiekiai,
kurie turéjo ribinius poveikius CCR1(+/+) pelése, davée pastovy
alotransplantato priemimg CCR1(-/-) recipientams.

Remiantis Siais tyrimais, yra aiskiai palaikoma teorija, kad chemokinas
RANTES, veikiantis per CCR1 receptoriy, vaidina svarby vaidmenj organo
transplantato atmetime. Buvo parodyta, kad nepeptidiniai éiq »iéradimo CCR1
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receptoriaus antagonistai inhibuoja RANTES aktyvuma. Taigi, 3io iSradimo
nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai yra tinkami organo
transplantato, ypatingai Sirdies transplantato, atmetimui gydyti.

Kaip smulkiau aptariama toliau, Sio iSradimo nepeptidiniai CCR1
receptoriaus antagonistai derinyje su A ciklosporinu parodé netikétus
rezultatus gydant Zinduoliy S$irdies transplantato atmetima. Konkregiau,
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto terapiSkai efektyvus kiekis ir
subnefrotoksiSkas A ciklosporino kiekis turi sugebéjima gydyti Sirdies
transplantato atmetimg be nepageidaujamo A ciklosporino nefrotoksinio
poveikio.

D.  $I0ISRADIMO JUNGINIY TYRIMAS

Norint parodyti, kad $io iSradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus
antagonistai inhibuoja MIP-1a. arba RANTES chemokiny aktyvuma, veikiant{
per CCR1 receptoriy, gali bati naudojama keletas anksciau apradyty in vitro
testy. Zr., pvz., JAV patentas 6207665 ir Hesselgesser, J. et al., (1998),
supra, Ng, H.P. et al., (1999), supra, Liang, M. et al., (2000a), supra ir Liang,
M. et al., (2000b), supra.

Buvo titas JAV patente 6207665 apradyto nepeptidinio CCR1
antagonisto, t.y. (2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino, susiriS§imas su Ziurkés CCR1 receptoriumi pagal 1
pavyzdyje apradyta in vitro suri§imo testg ir jo rezultatai yra parodyti fig.1.
ISstumiamojo suri§imo tyrimy Scatchard’o analizé parode, kad nepeptidinio
CCR1 receptoriaus antagonisto afiniskumas yra 121460 nM (zZr. fig.1), t.y.
mazdaug 100 karty maZiau veiksmingas Ziurkés CCR1 receptoriui nei
Zmogaus CCR1 receptoriui (K; = 1 nM). Be to, Sis nepeptidinis receptoriaus
ahtagonistas galéjo konkurentiSkai iSstumti radiozyméta RANTES i§ Ziurkes
CCR1 receptoriaus su panasia K. Buvo parodyta, kad tas pats nepeptidinis
CCR1 receptoriaus antagonistas yra funkcinis Ziurkiy CCR1 receptoriaus
antagonistas atliekant toliau 2 pavyzdyje ir fig.2 aprasytus kalcio iSskyrimo
testus. Trumpalaikis vidulgstelinio Ca®** koncentracijos padidéjimas, kurj

sukélé 50 nM MIP-1a, buvo inhibuotas prie$ tai inkubuojant Ziurkiy CCR1
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receptoriyy ekspresuojancias Igsteles su 100 nM nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto (“Junginys” fig.2). Sie duomenys parodé, kad nors
Sis nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas néra taip veiksmingas kaip
Ziurkiy CCR1 receptoriaus inhibitorius lyginant su Zmogaus CCR1
receptoriumi, Sis nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas gali efektyviai
konkuruoti deél susiri§imo su Ziurkiy CCR1 receptoriumi in vitro ir yra stiprus jo
funkcinié antagonistas.

Buvo atlikti farmakokinetiniai tyrimai su $io iradimo nepeptidiniu CCR1
receptoriaus antagonistu bandyme su Ziurkémis, kaip apraSyta 3 pavyzdyje ir
fig.3. Maksimalas kiekiai plazmoje, praéjus 1, 4 ir 7 dienoms po nepeptidinio
CCR1 receptoriaus antagonisto poodinio jvedimo, buvo tarp 12 ir 27 uM (Zr.
fig.3). Absorbcija buvo palyginus greita: praéjus 15 min. po vaisto jvedimo,
plazmoje buvo rasti gana dideli jo kiekiai. Pragjus 8 val. po vaisto jvedimo
vaisto kiekiai plazmoje buvo apie 1-2 uM. Vaisto puslaikis plazmoje buvo apie
2-3 valandos. Nors nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto padidinto
i§skyrimo arba susikaupimo nepastebéta pakartotinai jvedant vaista, visomis
matavimo dienomis buvo stebétas ‘gana didelis kiekiy nepastovumas. Sie
tyrimai parodé, kad Sio iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto
poodinis jvedimas, leidZiant 50 mg/kg doze tris kartus per diena, uztikrina
tinkamus vaisto kiekius 24 valandy laikotarpyje. '

In vivo testas, kuris gali bati naudojamas §io iSradimo farmacinés
kompozicijos tinkamumo Zinduolio $irdies transplantato atmetimui gydyti
parodymui, yra Ziurkiy heterotropinio Sirdies transplantato atmetimo modelis
(2r. pvz., Nisco, S. et al., J. Immunol. (1994), Vol.152, pp.3786-3792 ir Ono,
K. et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. (1969), Vol. 57, pp. 225-229). Sio
iSradimo farmacinés kompozicijos buvo tiriamos toliau duotame 4 pavyzdyje
apradytame in vivo teste, kurio rezultatai yra pailiustruoti fig.4. Siame teste
aiotransplantato iSgyvenimo laiko pailgéjimas atitinka 3irdies transplantato
atmetimo sumaZéjima recipiente, kuris buvo Liuiso Ziurkés, gavusios ACI
Ziurkiy, kaip donoriy, transplantatus. Gyvany, gavusiy tik nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto, t.y. (2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-
2-metil-1-(4-fluorbenzil)piperazino  (“jung.” fig.4) tirpiklyje,  vidutinis
alotransplantato i§gyvenimo laikas buvo 8,8+1,2 dienos, lyginant su 6,8+0,8
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dienos tirpikli gavusiy gyviny atveju (“kontrolé¢” fig.4). Gyvany, gavusiy $io
iSradimo  nepeptidinio CCR1  receptoriaus  antagonisto,  vidutinis
alotransplantato iSgyvenimo laikas buvo statistiskai reikdmingas 0,05 lygiu,
lyginant su kontroliniy grupiy i$gyvenimo laiku, o iSgyvenimo testo log
laipsning analizé davé p = 0,0048 gyvanams, gavusiems nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto, lyginat su kontrole.

Buvo atlikt tyrimai, kuriuose gyviinai gavo terapikai efektyvy kiekj sio
isradimo  nepeptidinio CCR1  antagonisto, ty. (2R)-1-((4-chlor-2-
(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-1-(4-fluorbenzil)piperazino, ir
subnefrotoksinj kiekj (2,5 mg/kg) A ciklosporino. Gyvany, gavusiy tik 2,5
mg/kg A ciklosporino (“Cs 2,5 fig. 4), vidutinis alotransplantato iSgyvenimo
laikas buvo 7,3 £ 0,5 dienos, lyginant su 17,515,9 dienos gyvlnams,
paveiktiems pagal tg pacig metodikg dar ir nepeptidiniu CCR1 receptoriaus
antagonistu (“Cs 2,5 + jung” fig.4). Vidutinis alotransplantato iSgyvenimo
laikas gyvlinams, gavusiems teraping A ciklosporino dozg (10 mg/kg) (“Cs10”
fig.4) buvo 12,940,7 dienos, lyginant su 18,4154 dienos gyvinams,
paveiktiems pagal tg paciq metodikg dar ir nepeptidiniu CCR1 receptoriaus
antagonistu (“Cs 10 + jung” fig.4). Gyvany, paveikty arba 2,5, arba 10 mg/kg
A ciklosporino plius nepeptidiniu CCR1 receptoriaus antagonistu, vidutiniai
igyvenimo laiky skirtumai, lyginant su gyvany, paveikty tik arba 2,5, arba 10
mg/kg A ciklosporino, i§gyvenimo laikais, buvo statistiSkai reikSmingi, gaunant
atitinkamai p = 0,0006 ir p = 0,0148 reik3mes.

Infiltruoty monocity Sviesos mikroskopijos ir imunohistologijos tyrimai,
kaip apra3yta toliau 5 pavyzdyje ir fig.5, patvirtino Siuos iSgyvenimo duomenis.
Pragjus 3 dienoms po transplantacijos atmetimo, balai buvo Zymiai sumazinti
panaudojus kombinuota gydyma auk3iau apraSytu Sio i$radimo nepeptidiniu
CCR1 receptoriaus antagonistu ir A ciklosporinu (“junginys-A ciklosporinas”
fig.5). Imunidkai neslopintuose transplantatuose buvo stebima tanki
vienbranduoling infiltracija. Daug kardiomiocity buvo pavirtg vakuolémis arba
buvo nekroziniai. Buvo ry3kiai iSreik§ta tarpaudininé edema. A ciklosporinu
gydytose Ziurkése uzdegiminiy lasteliy infiltratas buvo sumazintas, taCiau dar
aiSkiai matomas, ypatingai apie venules su Zidinine kardiomiocity destrukcija.
Ziurkése, gydytose tik nepeptidiniu CCR1 receptoriaus antagonistu, buvo
matomi Zidininiai vienbranduoliniy lasteliy infiltratai, kurie iSsiskyré panasia |
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imuni$kai neslopinty transplantaty morfologija. Gyvtinai, gydyti ir nepeptidiniu
CCR1 receptoriaus antagonistu, ir A ciklosporinu, turéjo gerai iSlaikyta Sirdies
morfologija su nedideliais vienbranduoliniy Iasteliy infiltratais. Imuniskai
neslopintuose transplantatuose dauguma tankaus vienbranduoliniy Iasteliy
infiltrato Igsteliy susidéjo i§ monocity/makrofagu, kurie buvo prisigretine prie
kardiomiocity. A ciklosporinu paveiktose Ziurkése uZdegiminiy ':lqsteliq
infiltratas buvo Zidininis ir pirmiausia susidéjo i§ ED-1 teigiamy lasteliy.
Nepeptidiniu  CCR1 receptoriaus antagonistu paveiktuose gyviinuose
vienbranduoliniy Igsteliy infiltratas buvo labai skirtingas: buvo matomi plotai su
vidutinio tankumo monocity infiltratu apie venules. Paveikimas nepeptidinio
CCR1 receptoriaus antagonisto ir A ciklosporino deriniu davé drastiska
monocity/makrofagy infiltracijos sumazinimg alogeniniy Ziurkiy S$irdyse.
Remiantis 8iy tyrimy duomenimis, 3io i$radimo nepeptidinis CCR1
receptoriaus antagonistas, vartojamas derinyje su A ciklosporinu, duoda aiSky
sinerginj efektyvumo padidinimg Sirdies transplantacijoje, lyginant su vienu
nepeptidiniu CCR1 receptoriaus antagonistu arba vienu A ciklosporinu.

Nors nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir A ciklosporino
derinys davé aiSky sinreginj Sirdies transplantato iSgyvenimo pailginima,
iSlieka galimybé, kad stebimas efektas yra dél vaisto/vaisto saveiky, kurios
stabilizuoja A ciklosporino kiekj kraujyje, o ne dél tikros vaisty derinio
sinergijos. Buvo atlikti farmakokinetiniai tyrimai, matuojant A ciklosporino
kiekius kraujyje esant ir nesant Sio iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto, t.y. (2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino, kaip apradyta toliau 6 pavyzdyje ir fig.6. Vizualinis
laiko-koncentracijos  kreiviy ap¥iGréjimas leid?ia pastebéti nedideli A
ciklosporino kiekio puslaikio kraujyje pailgéjimg Ziurkése, paveiktose
nepeptidiniu CCR1 receptoriaus antagonistu (“jung.” fig.6). Tadiau poriniy
grupiy statistikiné analizé parodé, kad néra reik§mingo skirtumo tarp abiejy
apskaigiuoty parametry (P-reikSmé AUC = 0,224, o T2 % 0,317). Taigi
vaisto/vaisto sgveikos, kaip aiSkaus sinerginio $irdies transplantato
iSgyvenimo pailgéjimo Ziurkése, gydytose $io idradimo nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto ir A ciklosporino deriniu, gali bati atmestos.

In vitro adhezijos ir ridenimo testai buvo atlikti norint nustatyti ar

drastiska monocity/makrofagy infiltracija | alogeniniy Ziurkiy, Sirdis gal_i‘ bati,
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bent jau dalinai, dél chemokiny inhibavimo, veikianéio per CCR1 receptoriy.
Ankstesnis darbas parodé, kad monocity Igstelés rodo padidintg prisijungimg
prie IL-1B-aktyvuoty endoteliniy Iasteliy, kurios suriSa RANTES po
preliminarinio 30 min. trukmés inkubavimo su egzogeniniu RANTES (Grone,
H.J. et al., (1999), supra). I18skirti Zmogaus kraujo monocitai buvo veikiami
didéjanéiais kiekiais $io iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto,
ty. (2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino, ir buvo prijungiama prie mikrovaskulinio endotelio
lasteliy kaip apradyta Zemiau 7 pavyzdyje ir fig.7. Buvo parodyta, kad
RANTES tarpininkaujamg ir $ly¢iai atspary monocity sukibimg su IL-1pB-
aktyvuotomis mikrovaskulinio endotelio lastelémis nuo dozés priklausomu
badu inhibuoja nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas (‘jung.” fig.7A).
Monocity, patirianéiy, ridenimg arba islaikanciy ridenimo sgveikas, procentus,
kurie tarnauja kaip atvirkstinis monocity sulaikymo matas, taip pat nuo dozes
priklausomu badu inhibuoja nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas
(“jung.” fig.7B). Sie duomenys aikiai palaiko $io i§radimo nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto ir A ciklosporino tikros sinergijos, gydant gyviny
Sirdies transplantato atmetimag, koncepcija.

E. 810 ISRADIMO JUNGINIY VARTOJIMAS

Sio isradimo farmacinés kompozicijos gali bati vartojamos jvairiais
priimtais vartojimo btdais arba su pana$iam tikslui tarnaujanciais agentais.
Taigi, pavyzdZiui, vartojimas gali bati peroralinis, nosinis, parenterinis, vietinis,
transderminis arba rektalinis, vartojama kietoje formoje, pusiau kietoje
formoje, liofilizuoty milteliy arba skystose dozuotose formose, tokiose kaip,
pavyzdZiui, tabletés, Zvakutés, piliulés, mink3tos elastingos arba kietos
Zelatinos kapsulés, milteliai, tirpalai, suspensijos, aerozoliai arba panaSios
formos, geriaussia vienetinése dozuotose formose, tinkaniose paprastam
tiksliy doziy ivedimui. | kompozicijas jeis jprastas farmacinis nesiklis arba
pagalbiné medziaga ir $io iSradimo junginys taip veiklusis ingredientas ir taip

medziagos ir t.t.
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Bendru atveju, priklausomai nuo numatomo vartojimo bado
farmacinése kompozicijose bus nuo mazdaug 1 % iki mazdaug 99 % pagal
mase kompozicijy veikliujy ingredienty, t.y. nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto arba jo farmaci$kai priimtinos druskos ir A ciklosporino, ir nuo 99
% iki 1 % pagal mase tinkamos farmacinés pagalbinés medziagos. Geriau,
kad kompozicijoje baty nuo mazdaug 5 % iki 75 % pagal mase veikliyjy
ingredienty, o likusi dalis baty tinkamos farmacinés pagalbinés medziagos.

Tinkamiausias vartojimo badas yra peroralinis, naudojant {prastg
dienos doziy reZima, kuris gali bati pritaikytas pagal Sirdies transplantato
atmetimo Stiprumo laipsnj. Tokiam peroraliniam vartojimui 8io iSradimo
farmacinés kompozicijos yra sudaromos jterpiant vieng arba daugiau
paprastai naudojamy farmaciniy pagalbiniy medzZiagy, tokiy kaip, pavyzdZiui,
farmacinés grynumo klasés manitolis, laktozé, krakmolas, paZelatinintas
krakmolas, magnio stearatas, natrio sacharinas, talkas, celiuliozés eteriniai
dariniai, gliukozé, Zelatina, sacharozeé, citratas, propilgalatas ir panasios.
Tokioms kompozicijoms suteikiama tirpaly, suspensijy, tableciy, piliuliy,
kapsuliy, milteliy, uzdelsto i§skyrimo kompozicijy ir panasios vaisto formos.. -

Pageidautina, kad tokioms kompozicijoms bity suteikiama kapsuliy,
kaplediy arba tableciy forma ir todél jose taip pat bus skiediklio, tokio kaip
laktozeé, sacharozé, dikalcio fosfatas ir panadis; dezintegranto, tokio kaip
natrio kroskarmeliozé arba jos dariniai; tepalo, tokio kaip magnio stearatas ir
panasus; ir risiklio, tokio kaip krakmolas, gumiarabikas, polivinilpirolidonas,
Zelatina, celiuliozés eteriniai dariniai ir panasus.

Sio isradimo farmacinés kompozicijoms taip pat gali bati suteikta
#vakutiy forma, imant, pavyzdZiui, nuo 0,5 % iki mazdaug 50 % veikliujy
ingredienty, fterpty | nesiklj, kuris létai tirpsta kane, pvz. polioksietilenglikolius
ir polietilenglikolius (PEG), pvz. PEG 1000 (96 %) ir PEG 4000 (4 %).

Skystos vaisto vartojimo kompozicijos, pavyzdZiui, gali bati pagamintos
itirpinant, disperguojant ir t.t. Sio iSradimo farmacines kompozicijas (nuo
mazdaug 0,5 % iki mazdaug 20 %) ir galimas farmacines pagalbines
medziagas nesiklyje, tokiame kaip, pavyzdziui, vanduo, fiziologinis tirpalas,
vandeniné dekstroze, glicerolis, etanolis ir panasds, tokiu bldu gaunant

tirpalg arba suspensija.
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Jeigu pageidaujama, 3io iSradimo farmacinése kompozicijose taip pat
gali bati nedideli kiekiai pagalbiniy medzZiagy, tokiy kaip drekikliai ir
emulsikliai, pH buferuojantys agentai, antioksidantai ir panaéioé, tokios kaip,
pavyzdziui, citriny ragstis, sorbitano monolauratas, trietanolamino oleatas,
butilintas hidroksitoluenas ir t.t.

Konkretlls metodai, tinkantys auks$céiau minétoms kompoiicijoms
pagaminti, yra Zinomi s'pecialistams; Zr., pavyzdZiui, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18" Ed., (Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania, 1990). Sirdies transplantato atmetimui gydyti skirtos farmacinés
kompozicijos bet kuriuo atveju turés vieng arba daugiau farmacidkai priimtiny,
pagalbiniy medZiagy, terapiskai efektyvy kiekj Sio i§radimo nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinj kiekj A ciklosporino.

Nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto, geriau () formules
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto, terapiskai efektyvus kiekis kis
priklausomai nuo daugelio faktoriy, {skaitant konkretaus naudojamo junginio
aktyvuma, paciento amziy, kiino mase, bendra sveikatos stovj, Iytj ir maista;
vartojimo blda ir laikg; 3alinimo daZnj; atmetimo proceso sunkuma; ir gydomg
Seimininkg. Paprastai () formulés nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto terapiskai efektyvi dienos dozé yra nuo mazdaug 0,14 mg iki
mazdaug 14,3 mg/kg kiino masés per dieng, geriau nuo mazdaug 0,7 mg iki
mazdaug 10 mg/kg kiino masés per dieng, o dar geriau nuo mazdaug 1,4 mg
iki mazdaug 7,2 mg/kg kino masés per diena. PavyzdZiui, skiriant iki 70 kg
asmeniui, nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto doziy intervalas bus
nuo mazdaug 10 mg iki mazdaug 1,0 g per dieng, geriau nuo mazdaug 50 mg
iki mazdaug 700 mg per diena, o dar geriau nuo mazdaug 100 mg iki 500 mg
per diena.

E. $10 ISRADIMO KOMPOZICIJY PAGAMINIMAS

Nepeptidiniai 8io iSradimo CCR1 receptoriaus antagonistai yra
pagaminami JAV patente 6207665 apradytais budais.

Sio isradimo ciklosporinai yra neutralds lipofiliniai cikliniai peptidai (11-
merai), gaunami i§ grybo Tolypocladium inflatum Gams, o taip pat i kity
netikry gryby. Jie yra gaunami tyrimo tikslams. Du A ciklosporino preparatai —
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Sandimmune® ir Neoral® (Novartis) — dabar yra naudojami Zmoniy organy
transplantacijoje atmetimui gydyti.

% %k %k k %

Toliau duodami pavyzdZiai yra kaip vadovas padéti iSradimo pfaktikoje
ir néra laikomi apribojangiais 3io iSradimo sfera.

1 pavyzdys
In Vitro testas
CCR1 receptoriaus antagonisty in vitro surisimo testas

Sis testas parodo $io i$radimo nepeptidiniy CCR1 receptoriaus
antagonisty, geriau (I) formulés nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto,
susiri§imo su Ziurkés CCR1 receptoriumi afiniskuma.

Reagentai ir tirpalai:

Chemokinai: MIP-1a ir RANTES (Preprotech Inc.).

Lastelés: Ziurkés periferinio kraujo vienbranduolinés lastelés
(PBMC) buvo i$skirtos i§ pilnos sudéties Liuiso Ziurkiy

kraujo panaudojant Accu-paque™ (Accurate Chemical &
Scientific Corp.) tankio centrifugavima.

Ligandas: 5 MIP-1a ir 'I-RANTES i§ New England Nuclear
(specifinis aktyvumas yra 2200 Ci/mmol, 25 uCi/ampulei)
buvo praskiestas 1 ml H,0.

Testavimo buferis: 130 mM NaCl. 5 mM KCI, 1 mM MnCl,, 50 mM Tris, 30
pg/ml; bacitracino, 0,1 % BSA, pH 7.4.

Plovimo buferis: Fosfatinio buferio tirpalas (PBS)

I8radimo junginiai: Junginiy pradiniai tirpalai buvo 1 mM 100 % DMSO.
Didziausia koncentracija teste buvo 10 pM ir galéjo bati
kei¢iama priklausomai nuo junginiy veiklumo. Buvo
padaryti serijiniai 1:3 praskiedimai testavimo buferiu.
Paprastai buvo atrinktos 6 kiekvieno junginio
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koncentracijos priklausomybés nuo dozés kreivei gauti, i$
kurios buvo nustatyta K; reiksmeé.
Testo metodika:
Testai buvo atliekami 96 duobuéiy v pavidalo dugng turinCiose

mikrotitro plokStelése, esant 100 ul bendram tariui.

Ziurkés PBMC buvo plaunamos vieng karta PBS ir resuspeﬁduotos
testavimo buferyje iki mazdaug nuo 0.2 iki 1,0x10° lasteliy/ml. Lastelés buvo
inkubuojamos su "2°I-MIP-1a. arba '?5|-RANTES, esant arba nesant keigiamy
koncentracijy nezyméto MIP-1a, RANTES arba junginio, 4 °C temperatiiroje
30 minudiy.

Reakcijos buvo nutrauktos, paimant alikvotas i$§ lasteliy suspensijos ir
atskiriant Igsteles nuo buferio, ir centrifuguojant per silicio/parafino alyvos
misSinj, kaip apradyta Hesselgesser et al., (1998), supra.

Nespecifinis suriS§imas buvo nustatytas, esant 100 nM arba 1 uM
nezyméto MIP-1a arba RANTES. Junginiy koncentracijos testavimo buferyje
1:3 praskiedimuose paprastai buvo nuo 10 uM iki 30 nM, o veiksmingesniems
junginiams priklausomai nuo veiksmingumo buvo mazZesnés.

Apskaiiavimas:
Buvo gautos kiekvieno junginio priklausomybés nuo koncentracijos

kreivés su 6 koncentracijy taskais, ir suri§imo duomenys buvo aproksimuoti
kreive panaudojant kompiutering programg IGOR (Wavemetrics) afiniskumui
ir surisimo viety skai€iui nustatyti.

Sio iSradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, istyrus juos
Siame bandyme, rodé afiniS8kuma susiristi su Ziurkés CCR1 receptoriumi.

2 pavyzdys
In vitro testas: Kalcio iSskyrimas
Nepeptidiniy CCR1 receptoriaus antagonisty funkcinis in vitro testas

Kadangi CCR1 receptorius reaguoja | susiri§img su jo ligandais (MIP-
1o ir RANTES) paleisdamas | laisve vidulgstelinj kalcj, biologinj aktyvumag
galima matuoti pagal kalcio i§skyrimo testus, naudojant fluorescencinj dazg
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Fura-2. Siame teste buvo matuojama 8io i§radimo nepeptidiniy CCR1

receptoriaus antagonisty geba blokuoti §j biologinj atsaka.

Eksperimento eiga:

1) Ziurkiy PBMC buvo i8skirtos kaip apraSyta 1 pavyzdyje, suspaustos
centrifuguojant ir vél suspenduotos Hanks Ca®* (50 ml Hanks, 1,0 ml
Hepes, 1,6 ml 500 mM CaCl,, pH 7,4). Lastelés buvo plautos du kartus
Sioje terpéje.

2) Lastelés buvo vél suspenduotos terpéje gaunant 1x10° Igsteliy/ml
tankj, esant 1,25 uM Fura-2 AM (Molecular Probes) (pradinis tirpalas
buvo pagamintas itirpinant 50 ug Fura-2 50 pl DMSO).

3) Lastelés buvo inkubuojamos 37 °C temperatiiroje 30 minuciy esant
arba nesant jvairioms $io iSradimo nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisty koncentracijoms. Lastelés buvo plaunamos centrifuguojant
kaip aprasyta auk$Ciau laisvam Fura-2 pa3alinti. Lastelés vél buvo
suspenduotos pagaminat 1x1 0° Iasteliy/mi tankj. Tada Igsteliy alikvotos
(2,0 ml) buvo supiltos | kiuvete ir sudétos | PTI Deltascan Model 4000
spektrofluorimetra. Lastelés buvo stimuliuojamos 50 nM MIP-1a
(Peprotech Inc.) ir spektrofluorimetru matuojamas Ca®" i§siskyrimo
priklausomybé nuo laiko.

4) Duomenys buvo koreguoti nM Ca?" igskyrimui, pridedant 100 wl 0,1 %
Triton X-100 (maksimalioms reiksméms), po to 100 pl 500 mM EGTA,
pH 8,5 (minimalioms reikSméms).

Sio isradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonnistai, tiriant siuo
testu, “parodé sugebéjimg inhibuoti Ca?* iglaisvinima, atsakant | MIP-1a

susiridima su Ziurkés CCR1 receptoriumi.

3 pavyzdys
In vivo testas
Farmakokinetiniai tyrimai bandyme su Liuiso Ziurkémis

Siuose tyrimuose buvo naudojami specifiniy patogeny neturintys (RT1)
Fiurkiy suauge patinéliai (Charles River, boston), sveriantys 200-250 g.
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|[dedant ciklodekstrino (400 g, Aldich) 1 | sterily plastikinj butelj, buvo
pagamintas 40 % ciklodekstrino tirpalas. Buvo pridéta nebuferuoto fiziologinio
tirpalo, turin€io tik natrio ir kalio chloridy, ir miSinys buvo purtomas ir
maiSomas per nakt], kad istirpty. Pridedama fiziologinio tirpalo iki 1 litro
bendro tario. Sis tirpalas nufiltruojamas per 0,45 um filtrg | sterily butelj,
uzklijuojama etiketé ir laikomas 4 °C temperattroje. 25 mg/ml konceﬁtracijos
junginio tirpalas ciklodekstrine buvo pagaminamas istirpinant jungini 40 %
ciklodekstrino tirpale fiziologiniame tirpale. MiSinys purtomas ir po to
pridedama 230 pl konc. HCI. Mi8inys mai§omas, kad medZiagos istirpty. Kai
visidkai istirpsta (1 val.) iSmatuojamas tirpalo pH ir pridedama 1M KOH, kad
pH padidéty iki 4,5. Tirpalas nufiltruojamas per 0,45 um filtrg ir laikomas 4 °C
temperataroje.

Sio igradimo nepeptidiniy CCR1 receptoriaus antagonisty tirpalai buvo
paruodti 40 % ciklodekstrinoffiziologinio tirpalo skiediklyje ir peléms buvo
leidZiami po oda (s.c.) (50mg/kg tris kartus per dieng) septynias dienas.
Panaudojant Sirdies punkcija, jvairiu laiku buvo paimti kraujo meéginiai { EDTA
turin€ius mégintuveélius, nucentrifuguoti ir plazma buvo laikoma su3aldyta iki
vaisto kiekiy nustatymo.

Plazmos méginiai buvo analizuoti arba HPLC, naudojant UV detekcijos
metodus, arba HPLC-MS (apspinduliavimo elektronais variantas, veikiantis
teigiamy jony variante). Sio iSradimo nepeptidiniy CCR1 receptoriaus
antagonisty koncentracijos buvo nustatytos i§ kalibracijos kreivés, gautos
panaudojant plazmaq, ir analizuojant vienodomis salygomis. Siose analizése
vidiniais standartais buvo naudojami giminingi junginiai.

HPLC-UV metodas:
1) Plazmos méginiy 100 pl alikvotos buv jdedamos | 200 pl ledu atSaldyto

partgstinto metanolio (1 % acto rugsties), turincio fiksuotg kieki vidinio
standarto ir gerai sumaiSoma.

2) Gautos baltymo nuosédos pasalintos centrifuguojant esant 5000xg ir
surinkti nuopilai.

3) Lygiagretiai | kontrolinés plazmos pavyzdZius buvo pridéta jvairls
kiekiai nepeptidiniy Sio iSradimo CCR1 receptoriaus antagonisty,
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paprastai 0,3-25 puM koncentracijy ribose, ir apdorojama auksciau
apragytu badu.

4) Nuopilai buvo sausai nugarinti vakuuminiame garintuve, praskiesti 1:2
metanolio:vandens tirpalu (turin&iu 0,1 % TFA), papurtyti 30 sek. ir
nucentrifuguoti nuosédoms pasalinti.

5) Gauti nuopilai buvo suleisti | YMC AQ ODS atvirkstiniy faziy koibnelq ir
analizuojami gradientinés HPLC sglygomis, esant 1 ml/min. srauto
greiciui. UV detektoriaus bangos ilgis buvo 230 nm.

6) Gradiento salygos buvo: pradZioje — A tirpiklio 22 %/B tirpiklio 78 %; 2
min. - A tirpiklio 22 %/B tirpiklio 78 %; 33 min. - A tirpiklio 45 %/B
tirpiklio 55 %; 37 min. - A tirpiklio 80 %/B tirpiklio 20 %; 47 min. - A
tirpiklio 80 % B tirpiklio 20 %; 49 min.- atgal | pradines salygas.

7) Smailiy ploty santykiai tarp vidinio standarto smailés ir junginio smailés
buvo apskaigiuoti standartinés kreivés koncentraciy ribose ir Sis
santykis buvo naudojamas kalibracinei kreivei gauti. Dominan¢io
junginio koncentracija buvo i$vesta i§ Sios kreivés, skaiciuojant junginio
ir vidinio standarto smailiy ploty santyki.

HPLC MS metodas:

1) Naudojama metodika buvo panasi | auk3¢iau aprasytq, iSskyrus tai,
kad méginio paruodimas buvo sustabdytas nusodinimo metanoliu

stadijoje ir vietoj gradientino metodo buvo naudojamas trumpas
izokratinis metodas.

2) Buvo naudojamas FISONS VG Platform vienkvadrupolinis prietaisas su
elektrony srauto jleidimu, veikiantis esant 3,57 kV. Buvo naudojama
YMC AQ ODS atvirkstiniy faziy kolonélé, esant 1 ml/min. greiiui, ir
visas srautas &jo j UV detektoriy, kuriame bangos ilgis buvo 214 nm.

3) Srautas buvo suskaldytas taip, kad 50 pi/min. feity | masiy
spektrometra, Chromatogramos buvo registruojamos i$ viso 7,5 min
méginiui, jleidus 50 pl | kolonélg. Jonai buvo renkami vieno jono
teigiamos jonizacijos modoje.

4) Kiekybinis jvertinimas buvo gaunamas integruojant jony, sroviy plotg
(8io iSradimo kontrolinio nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir
vidiniy standarty) ir gaunant kalibracing kreive, kaip apraSyta auksciau.
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Sio idradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, istirti Siame
bandyme, rodé adekvalius vaisto kiekius Ziurkés plazmoje per 24 val.
laikotarpi.

4 pavyzdys
In vivo testas
Heterotopinio Sirdies transplantato atmetimas (Liuiso arba ACI Ziurkés)

Siuose tyrimuose buvo naudojami suauge specifiniy bepatogeniniy ACI
(RT1a) ir Liuiso (RT1) Ziurkiy patinéliai (Charles river, Boston, MA), sveriantys
200-250 g, atitinkamai kaip donorai ir recipientai. Vaskuliarizuoti Sirdies
alotransplantatai buvo heterotopi8kai transplantuoti | Ziurkiy-recipienciy pilvo
ertme, naudojant Ono ir Lindsay (Ono, K. et al., (1969), supra) metodikos
modifikacijg (Nisco, s. et al., (1994), supra). 1S donorinés Sirdies auk3tyn
kylang&ios aortos | recipiento abdominaline aortg ir i§ donoro plautinés arterijos
{ recipiento Zemesnigjg tuscigjg veng buvo padaryti galo-Sono tipo sujungimai,
po to buvo perristos tus€ioji vena ir donorinés Sirdies plautinés venos.
Abdominaliniai alotransplantatai buvo kasdien palpuojami, norint jvertinti
transplantato funkcionavimg, ir atmetimas buvo laikomas visiS8ku tada, kai
nutrikdavo apd&iuopiami Sirdies skilvelio susitraukimai.

Sirdies alotransplantatai i§ ACI Ziurkiy buvo heterotopiskai persodinti i
Liuviso Ziurkiy-recipiendiy pilvo ertme ir Siems gyviinams buvo duodama: arba
40 % ciklodekstrino s.c. tris kartus per dieng; arba 50 mg/kg 3io iSradimo
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto 40 %-niame ciklodekstrine s.c.
tris kartus per dieng; arba 10 mg/kg A ciklosporino alyvy aliejuje per skrandZio
zondg vieng kartg per dieng 4 dienas; arba 2,5 mg/kg A ciklosporino alyvy
aliejuje per skrandZio zondg vieng kartg per dieng per visg tyrimo laikotarpj;
arba 10 mg/kg A ciklosporino alyvy aliejuje per skrandZio zondg vieng kartg
per dieng 4 dienas plius 50 mg/kg nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto 40 %-niame ciklodekstrine s.c. tris kartus per dieng; arba 2,5
mg/kg A ciklosporino alyvy aliejuje per skrandzio zondg vieng kartg per dieng,
per visg tyrimo laikotarpj plius 50 mg/kg nepeptidinio CCR1 receptoriaus
antagonisto 40 %-niame ciklodekstrine s.c. tris kartus per diena.
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Transplantuotos $irdys buvo apZioringjamos kadien, ar tyrimo eigoje yra
atmetimo Zenkly.

Sio igradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, istirti Siame
bandyme, rodé sugebéjima Zymiai pailginti 3irdies transplantato iSgyvenimo
laika, kai jie yra duodami kartu su A ciklosporinu.

5 pavyzdys
In vivo testas
Histologija, imunohistochemija ir morfometrija

Transplantuotos 3irdys buvo iSimtos gilios anestezijos salygomis,
greitai nuspaustas kraujas, pasvertos ir po to apdorotos taip, kaip reikia
histologijai ir imunohistochemijai. Organai buvo supjaustyti 1 mm rickelémis ir
kiekviena i§ jy fiksuota jmerkiant | 4 % formaldehidg fosfato-druskos buferyje
(PBS), pH 7,5 (PBS: 99 mM NaH,PO,, 108 mM NaHzPO, ir 248 mM NaCl) 24
valandoms arba fiksuoti metakame 8 valandoms ir jtvirtinti parafine. Sviesos
mikroskopija buvo daroma su 3 pm atpjovomis, nudaZytomis panaudojant
periodinj rugstini Schiff arba Goldner-Elastica. Sviesos mikroskopija“ buvo
daroma su alogeniniais $irdies transplantatais pragjus 3 dienoms po
transplantacijos.

ED1 monokloninis antikinas (Serotec/Camon) buvo naudotas tirti
metakamu fiksuotam itvirtintam parafine audiniui (3 pm), norint nudaZzyti
Jiurkés monocitus/makrofagy lasteles. Vizualizacijai buvo naudojama
Sarminés fosfatazés anti-S8arminés fosfatazés detekcijos sistema (Dako).
Neigiamam nudaZymui buvo atliekamos kontrolés, kurios nereaguoja i pirmajj
arba antrajj antikino, kiekvienai atpjovai. ED1-teigiamy monocity/makrofagy
imunohistologinis daZymas alogeniniuose S$irdies transplantatuose buvo
atliekamas praéjus 3 dienoms po transplantacijos.

Alogeninés  Ziurkés Sirdies histopatologinis atmetimas  buvo
laipsniuojamas pagal Billingham (Billingham, M.E. In: Cardiac transplantation,
pp. 133-152, Butterworths, Boston, 1990). Silpnas Gmus atmetimas (baly
skaitius: 1) buvo apibudinamas padriku tarpaudininiu vienbranduoliniu

infiltratu, daZnai sustipréjusiu perivaskulinése vietose. Vidutinis 0mus
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atmetimas (baly skaidius: 2) buvo vidutinio tankio perimiocitinis
vienbranduolinis infiltratas su kai kuriy miocity nekroze. Sunkus Umus
atmetimas (baly skaicius: 3) atrodé kaip tankus monocitinis infiltratas su
Zidinine hemoragija ir miocity pakeitimu ir su atsitiktiniais intramuraliniy
arterijy endotelialitais. Atmetimo balai buvo apskaiéiuoti kiekvienam audiniy
blokui ir i$ jvairiy bloky buvo apskaiciuotas vidutinis baly skaiius kiekvienai
transplarituotai SirdZiai, nes atmetimo procesas linko i Zidininj.

Sio isradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, itirti Siame
bandyme, Zymiai sumazino atmetimo baly skaiciy ir transplantato infiltracijos
monocitais apimtj, kai jie buvo duoti derinyje su A ciklosporinu.

6 pavyzdys
In vivo testas
A ciklosporino kiekiai Ziurkiy kraujyje

Liviso Ziurkéms su jtaisytomis kaniulémis (6 gyvinai grupéje) buvo
duota arba vienkartiné 2,5 mg/kg A ciklosporino dozé (Neoral Oral tirpalas,
Sandoz, East Hanover, NJ), praskiesta alyvy aliejumi, arba vienkarting to
paties A ciklosporino dozé po 50 mg/kg 8io iSradimo nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto 40 %-niame ciklodekstrine s.c. injekcijos tris kartus
per dieng. Antikoaguliantu naudojant EDTA jvairiu laiku po dozés {vedimo
buvo imamas pilnas kraujas. A ciklosporino kiekiai kraujyje buvo matuojami
naudojant Cyclo-Trac SP-Whole Blood Radioimmunoassay for Cyclosporin
rinkinj (DiaSorin, Stillwater, MN) pagrindinai pagal gamintojo nurodymus.
Prie$ testg standartai, kontrolés ir méginiai buvo ekstrahuojami metanoliu. Sie
metanoliniai ekstraktai buvo sumaiSomi su '®l-zymétu ciklosporinu. Buvo
pridéta pelés monokloninio antikiino prie§ A ciklosporing ir asilo anti-pelés
antikano miginio, kaip vieno reagento. Po 1 valandos inkubavimo,
mégintuvéliai buvo nucentrifuguoti, nupilti ir iSmatuotas radioaktyvumas.
Radioaktyvumo kiekis nuosédose buvo atvirkéiai proporcingas A ciklosporino
koncentracijai méginyje. Naudojant 4 parametry logisting kreivés pritaikymo
programa, buvo gauta kalibracijos kreivé, nubraizant surisimo dydi nuo
koncentracijos log. 1$ standartinés kreivés buvo interpoliuotos A ciklosporino

koncentracijos.
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Sio isradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, istirti Siame

bandyme, nezymiai veiké ciklosporino pasi$alinimo puslaikj Ziurkiy kraujyje.

7 pavyzdys
In vitro testas: monocity sulipimas ir ridenimas

Nepeptidiniy CCR1 receptoriaus antagonisty funkcinis in vitro testas

Monocity sgveika su endoteliu buvo tirta laminarinio tekéjimo testuose
pagal duotg aprasyma, (Grone, H.J. et al. (1999), supra, ir Weber, K.S. et al.,
Eur. J. Immunol. (1999), vol.29, pp.700-712). Zmogaus odos mikrovaskulinio
endotelio lastelés buvo auginamos iki susiliejimo Petri lekstelese i
stimuliuotos 10 ng/ml IL-1p 12 valandy arba paliktos neapdorotos. Prie$
tyrima lastelés buvo inkubuotos su 10 ng/ml RANTES 30 minuciy. Ploksteles
buvo surinktos kaip apatiné sienelé lygiagrediy sieneliy srovés kameroje ir
sumontuotos ant Olympus IMT-2 perversto mikroskopo platformos su 20x ir
40x faziy kontrasto objektyvais. Zmogaus kraujo monocitai buvo iSskirti
panaudojant Nycodenz hiperosmolinj gradieninj centrifugavimg  ir veél
suspenduoti gaunant 5x108 Igsteliy/ml testavimo buferyje (10 mM HEPES, 0,5
% HSA, pH 7.4). Pries pat bandyma Mg® ir Ca* koncentracijos
sureguliuojamos iki 1 mM. Tyrimo metu Iasteliy suspensijos buvo laikomos
Sildymo bloke 37 °C temperattroje ir perfunduojamos | sroves kamerg 1,5
diny/cm? (1,5 x 10°° N/fcm?) greiiu 5 minutes. Inhibavimo eksperimentuose
monocitai buvo prie$ tai inkubuojami 10 minugiy 37 °C temperatiroje su
jvairiomis 8o iradimo CCR1 receptoriaus nepeptidiniy antagonisty
koncentracijomis arba DMSO kontrole. Tvirtai prikibusiy lasteliy skai€ius buvo
matuojamas maziausiai penkiuose laukeliuose, analizuojant  atvaizdus,
uZregistruotus ilgo integravimo JVC 3CCD vaizdo kamera ir JVC SR 900 E
\)aizdo registratoriumi. Rezultatai iSreiksti lasteléemis/mm?. Kaip atvirkatinis
prilipimo matas, buvo nustatomas skaigius monocity, riedanciy esant mazai
$ly&iai, mazdaug kas 30 sekundziy 5 minu€iy laikotarpyje ir iSreiSkiamas kaip

bendry saveiky analizuojamuose laukeliuose procentai.
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Sio isradimo nepeptidiniai CCR1 receptoriaus antagonistai, istyrus
Siame teste, inhibavo monocity sulipimg su aktyvuotomis endotelio lastelémis
ir padidino monocitu, kurie patiria arba palaiko riedéjima, procentus.

8 pavyzdys

Sis pavyzdys iliustruoja Sio i§radimo pavyzdiniy farmaciniy kompozicijy
peroraliniam vartojimui pagaminima;

A. Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 20,0 %
Laktozé 79,5 %
Magnio stearatas 0,5%

Auks¢iau nurodyti ingredientai sumai$omi ir supilstomi i kieto apvalkalo
Zelatinines kapsules po 100 mg (viena kapsulé turéty bati mazdaug visa

dienos dozé).
B. Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 20,0 %
Magnio stearatas 0,9 %
Krakmolas 8,6 %
Laktozé 69,6 %
PVP (polivinilpirolidonas) 0,9 %

Auk$¢iau nurodyti ingredientai, iSskyrus magnio stearatg, sumaiSomi ir
granuliuojami, granuliavimo skys€iu naudojant vandenj. Tada $i kompozicija
iSdZiovinama, sumaiSoma su magnio stearatu ir atitinkama tabletavimo
masina suformuojamos tabletés.

C.  Ingredientai

Veiklieji ingredientai 01g¢
Propilenglikolis 20,09
Polietilenglikolis 400 20,049
Polisorbatas 80 1049
Vanduo g.s. 100 ml

Veiklieji ingredientai istirpinami propilenglikolyje, polietilenglikolyje 400
ir polisorbate 80. Po to maiSant pridedamas pakankamas kiekis vandens, kad
bty gaunama 100 ml tirpalo, kuris nufiltruojamas ir supilstomas | buteliukus.
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D. Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 20,0 %
Zemés rieduty aliejus 78,0 %
Spanas 60 2,0 %

Auks&iau nurodyti ingredientai iSlydomi, sumai$omi ir supilstomi |
minkstas elastines kapsules. :

E. Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 1,0 %

Metil- arba karboksimetilceliuliozé 2,0 %
0,9 % fiziologinis tirpalas q.s. 100 mi
Veiklieji ingredientai istirpinami  celiuliozés/fiziologiniame tirpale,
tirpalas nufiltruojamas ir supilstomas | buteliukus naudojimui.

9 pavyzdys

Sis pavyzdys iliustruoja iSradimo pavyzdinés farmacinés kompozicijos
parenteriniam vartojimui pagaminima;

Ingredientai

Veiklieji ingredientai 0,029
Propilenglikolis 2009
Polietilenglikolis 400 20,0g
Polisorbatas 80 1,09

0,9 % fiziologinis tirpalas q.s. 100 ml
Veiklieji ingredientai istirpinami propilenglikolyje, polietilenglikolyje 400
ir polisorbate 80. Po to maiSant pridedama 0,9 % fiziologinio tirpalo, kad
susidaryty 100 ml i.v. tirpalo, kuris nufiltruojamas per 0,2 pm membranini filtrg,

ir i3fasuojamas steriliomis salygomis.
10 pavyzdys

is pavyzdys iliustruoja &io iSradimo Zvaku¢iy formos pavyzdinés

farmacinés kompozicijos pagaminima;
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Ingredientai masés/masés %
Veikligji ingredientai 1,0 %
Polietilenglikolis 1000 74,5 %
Polietilenglikolis 4000 24,5 %

Sie ingredientai sulydomi kartu, sumai§omi ant gary vonios ir supilami {
formas po 2,5 g bendros masés. ;

11 pavyzdys

Sis pavyzdys iliustruoja &io i8radimo pavyzdinés farmacinés
kompozicijos, skirtos jpatimui, pagaminima;

Ingredientai masés/masés %
Labai susmulkinti veiklieji ingredientai 1,0 %
Labai susmulkinta laktoze 99,0 %

Sie ingredientai sumalami, sumaiSomi ir sudedami | jpatiklj, turintj

dozavimo pompa.
12 pavyzdys

Sis pavyzdys iliustruoja $io iSradimo pavyzdinés farmacinés
kompozicijos sroviniame purk$tuve pagaminima;

Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 0,005 %

Vanduo 89,995 %
Etanolis 10,000 %

Veiklieji ingredientai iStirpinami etanolyje ir sumaiSomi su vandeniu. Po
to kompozicija fasuojama i srovinj purkstuva, turintj dozavimo pompa.

13 pavyzdys

Sis pavyzdys iliustruoja $io iSradimo aerozolio formos pavyzdinés
farmacinés kompozicijos pagaminima;:
Ingredientai masés/masés %
Veiklieji ingredientai 0,10 %
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Propelantas 11/12 98,90 %
Oleino ragstis 1,00 %
Veiklieji ingredientai disperguojami oleino ragstyje ir propelantuose. Po
to gautas midinys supilamas | aerozolinj konteinerj, turintj dozavimo voztuva.

* k ok k *

Nors $is iSradimas buvo apradytas duodant nuorodas | konkreCius jo
jgyvendinimo variantus, Sios srities specialistams turéty bati suprantama, kad
gali bati padaryti jvairas pakeitimai ir ekvivalentai, nenukrypstant nuo tikros Sio
iSradimo prasmés ir esmés. Be to, gali bati padaryta daug modifikacijy
pritaikymui prie konkreCios situacijos, medZiagos, kompozicijos, proceso,
proceso stadijos arba stadijy, prie tikslo, esmés arba $io iSradimo sferos.
Laikoma, kad visas tokias modifikacijas apima toliau duota apibréztis.
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ISradimo apibréztis

1. Farmacineé kompozicija, tinkanti Zinduoliy Sirdies transplantato
atmetimui gydyti, besiskirianti tuo, kad | jg jeina viena arba daugiau
farmaciékai priimtiny pagalbiniy medziagy, terapiskai efektyvué kiekis
nepeptidi'nio CCR1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A
ciklosporino.

2. Farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra junginys, pasirinktas i$ (1)

formulés junginiy:

R2

R? R6 ~
37 \
D
kuriuose:

R' yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty i$ grupés,
susidedantios i alkilo arba hidroksialkilo; |

R?  yra fluoras 4-je padétyje;

R3 yra fenilas, 4-je padétyje pakaitu turintis chlora, o 2-je padétyje
aminokarbonila, ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;

R*  yra-O;
R®  yra metilenas; o
R®  yra-C(O)-;

kaip atskiras stereoizomeras arba jy miSinys; arba jo farmaciSkai priimtina
druska.

3. Farmaciné kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra ‘pasirinktas i grupés,
susidedancios i3:

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(aminokarbonil)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-

fluorbenzil)piperazino;



36
LT 5132 B

(2R)-1 -((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor—2-(ureido)fenoksi)metiI)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,58)-1-((4-chIor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2‘R,5S)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metiI)karbonil-2.5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

4. Farmaciné kompozicija pagal 2 punkts, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-chlor-2-
(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-fluorbenzil)piperazinas.

5. Farmaciné kompoxzicija pagal 4 punktg, besiskirianti tuo, kad jos
reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

6. Farmaciné kompozicija, turinti vieng arba daugiau farmaciskai
priimtinypagalbiniy medZiagy, terapiskai efektyvy kieki nepeptidinio CCR1
receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinj kieki A ciklosporino, skirta vartoti
Zinduoliy irdies transplantato atmetimo gydymui.

7. Farmaciné kompozicija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas ir A ciklosporinas yra skirti
ivedimui jy reikalingam Zinduoliui vienu metu arba vienas po kito.

8. Farmaciné kompozicija pagal 7 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra junginys, pasirinktas i$ (1)

formulés junginiy:

R1a Rz
RY RY A~/ S
N Y

kuriuose:

R'™ yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty i§ grupes,
susidedandios i$ alkilo arba hidroksialkilo;

R?  yrafluoras 4-je padétyje;

R®  yra fenilas, 4-je padétyje pakaitu turintis chlora, o 2-je padétyje

aminokarbonila, ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;
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R*  yra-O-
R®>  yrametilenas; o
R®  yra-C(O)-;

kaip atskiras stereoizomeras arba jy miSinys; arba jo farmaci$kai priimtina
druska. |

9. Farmaciné kompozicija pagal 8 punktg, besiskirianti fuo, kad
nepeptidfnis CCR1 receptoriaus antagonistas yra pasirinktas IS grupés,
susidedancios iS:

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(aminokarbonil)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; .

(2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2R,5S)-1-((4-chlor-2-(glicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

10. Farmaciné kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-chlor-2-
(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4-fluorbenzil)piperazinas.

11. Farmaciné kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad
jos reikalingas Zinduolis yra Zmogus. _

12. Farmaciné kompozicija, | kurig {eina viena arba daugiau
farmacidkai priimtiny pagalbiniy medzZiagy, terapiSkai efektyvus kiekis
nepeptidinio CCR1 receptoriaus antagonisto ir subnefrotoksinis kiekis A
ciklosporino, skirta panaudoti Zinduoliy $irdies transplantato atmetimo
gydymui, jg skirant tokio gydymo reikalingam Zinduoliui.

13. Farmaciné kompozicija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra junginys, pasirinktas i$ (1)

formulés junginiy;
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kuriuose:

R'™  yra vienas arba daugiau pakaity, nepriklausomai pasirinkty i i grupés
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susidedancdios i$ alkilo arba hidroksialkilo;

R? yra fluoras 4-je padétyje;

R® yra fenilas, 4-je padétyje pakaitu turintis chlorg, 0 2-je padétyje
aminokarbonila, ureidogrupe, arba glicinamidogrupe;

R* yra-O-
R  yrametilenas; o
R®  yra-C(O)-;

kaip atskiras stereoizomeras arba jy miinys; arba jo farmaciskai priimtina
druska.

14. Farmaciné kompozicija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra pasirinktas i§ grupés,
susidedangios iS: ‘

(2R,5S)—1-((4-chlor-2—(aminokarbonil)fenoksi)metil)karboni|-2,5-dimetil-
4-(4-fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1 -((4-chIor-2-(gIicinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R)-1-((4-chlor-2-(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metil-4-(4—
fluorbenzil)piperazino;

(trans)-1-((4-chlor-2-(u reido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino;

(2R,5S)-1-((4-chlor-2- -(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-(4-
fluorbenzil)piperazino; ir

(2R,5S8)1 -((4-chlor-2-(g|icinamido)fenoksi)metil)karbonil-2,5-dimetil-4-
(4-fluorbenzil)piperazino.

15. Farmaciné kompozicija pagal 13 punkta, beSlSklrlantl tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas yra (2R)-1-((4-chlor-2-

(ureido)fenoksi)metil)karbonil-2-metiI-4-(4-ﬂuorbenzil)piperazinas.
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16. Farmaciné kompozicija pagal 15 punkta, besiskirianti tuo, kad
jo reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

17. Farmaciné kompozicija pagal 15 punktg, besiskirianti tuo, kad
nepeptidinis CCR1 receptoriaus antagonistas ir A ciklosporinas yra skirti

jvedimui jy reikalingam Zinduoliui vienu metu arba vienas po kito.
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Atmetimo laipshis

Kontrolél— alyva
Kontrolé — A ciklosporinas
Junginys — alyva
Junginys — A ciklosporinas

w N W N[z

1,7210,24
15 1,450,25
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Ciklosporino A buvo paskitta 2,5 mg/kg. Iradimo CCR1 antagonisto buvo
paskirta 50 mg/kg. N = gyvany, skai¢ius, n = audinio bloky, iStirty grupéje,

skaitius. Vidurkis £ SEM.
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