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Zpusob inhibice migrace bunék vaskuldrniho hladkého svalstva

Oblast techniky

Vyndlez se tykad zpusobu inhibice migrace bunék vasku-

ldrniho hladkého svalstva.

Dosavadni stav techniky

Migrace bunék hraje dileZitou roli pri hojeni ran,
zanétu, syndromu respirac¢nich potizi dospélych a zhoubném
bujeni [Savani a kol., J. Clin. Invest., 95, 1158 - 1168
(1995), Kullmann a kol., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., 8,
83 - 88 (1993), Brooks a kol., Cell, 79, 1157 - 1164
(1994) ). Migrace bunék vaskuldrniho hladkého svalstva
z media do intimy hraje kritickou roli pri tvorbé neointimy
vedouci k patogenezi vaskuldrnich chorob, jako je atero-
sklerédza, restendéza nadsledujici po PTCA a Zilni bypasova
aterosklerdéza (Jackson a kol., Arteriosclerosis and
Thrombosis, 13, 1218 - 1226 (1993), Brown a kol.,
Cardiovascular Res., 28, 1815 - 1820 (1995), Bell a Madri,
Am. J. Pathol., 137, 7 = 12 (1990)].
pouziti protilatek rustovych faktorl stimulujicich migraci

Bylo zjisténo, zZe

bunék hladkého svalstva nebo peptida, které blokuji migraci
bunék zprostredkovanou integrinem, inhibuje tvorbu neointimy
u zvirecich modelti vaskuldrniho zranéni [Ferns a kol.,
Science, 253, 1129 - 1132 (1991), Choi a kol., J. Vasc.
surg., 19, 125 - 135 (1994)].

Bylo dokd&zéno, Ze vaskularni restendéza po perkutdnni




translumindlni koronadrni angioplastice (PTCA) je odpovédi
tkdné charakterizovanou poc¢atec¢ni a pozdni fazi. Trombdza
a/nebo vasospasmy mohou prispivat k poc¢ateéni fazi, ktera
nastava hodiny aZ dny po PTCA. Zda se, Ze pozdni faze je
ovladana migraci SMC, proliferaci a vaskuldrnim pretvorenim.
U téchto chorob prispiva zvysena akumulace SMC migraci

z media do intimy vyrazné k patogenezi choroby. Prilisna
proliferace a migrace bunék vaskularniho hladkého svalstva
miZe byt primdrni mechanismus k reokluzi korondrnich arterii
nasledujici po PTCA, atheroktomii, laserové angioplastice

a chirurgickém arteridlnim bypasu stépu, viz "Intimal
Proliferation of Smooth Muscle Cells as an Explanation for
Recurrent Coronary Artery Stenosis after Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty," Austin a kol., Journal of
the American College of Cardiology, 8, 369 - 375 (srpen
1985).

Vaskularni restendéza zUstdvad hlavni dlouhodobou
komplikaci nasledujici po chirurgické intervenci blokovanych
arterii perkutanni translumindlni korondrni angioplastikou
(PTCA), atheroktomii, laserovou angioplastikou a arteridlnim
chirugickym bypasem stépu. U asi 35 % pacientl, kteri
prodélali PTCA, se objevuje reokluze od t¥i do Sesti mésicu
po procedure. Aktudlni strategie osetreni vaskularni
restendzy zahrnuje mechanickou intervenci pomoci zarizeni,
jako je stent, nebo farmakologickou terapii zahrnujici
heparin, nizkomolekuldrni heparin, kumarin, aspirin, rybi
olej, antagonistu vapniku, steroidy a prostacyklin. Tyto
strategie nedokazaly omezit rychlost reokluze a byly neudinné
pro osetfeni a prevenci vaskuldrni restendzy, viz "Prevention

of Restenosis after Percutaneous Transluminal Coronary




Angioplasty: The Search for a "Magic Bullet"”," Hermans
a kol., American Heart Journal, 122, 171 - 187 (cCervenec

1991).

Pri patogenezi restendézy dochazi k nadmérné bunécne
proliferaci a migraci, jakozZzto dlisledku rastovych faktoru
produkovanych bunéé¢nymi slozkami v krvi a porusené stény
tepny, které zprostredkovavaji proliferaci bunék hladkého

svalstva pri vaskularni restenéze.

Prostredky, které inhibuji migraci bunék hladkého
svalstva, jsou vhodné pro osetreni a prevenci restendzy.
Tento vynalez se tyka pouziti slouc¢enin jako inhibitoru

migrace bunék hladkého svalstva.

Podstata vynalezu

Vynadlez poskytuje pouziti slouc¢eniny obecného vzorce I

OCH,CH,R,

OR;4
R;0 S

ve kterém

R; a R4y znamenaji nezavisle na sobé atom vodiku, methyl nebo

skupinu vzorce
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-C-(Cl—C6alkyl) nebo -C-Ar,
kde Ar znamenad popripadé substituovany fenyl,

R, je vybran ze souboru sestdvajiciho z pyrrolidinoskupi-

ny, hexamethyleniminoskupiny a piperidinoskupiny,
nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli a solvatu,

k pripravé farmaceutického pripravku pro inhibici migrace

bunék vaskularniho hladkého svalstva.
Nyni se uvadi podrobny popis tohoto vynalezu.

Vynalez je zaloZen na zjisténi, Ze vybrané skupiny
sloudenin obecného vzorce I jsou vhodné pro inhibici migrace
bunék vaskuldrniho hladkého svalstva. ZplUsoby osSet¥eni jsou
prakticky provadény podavanim davky slouc¢eniny obecného
vzorce I nebo II nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli nebo
solvatu, které jsou uc¢inné pro inhibici migrace bunék
vaskularniho hladkého svalstva, ¢lovéku nebo jinému savci,

ktery to potrebuje.

Pojem "inhibuje" je zvolen tak, aby obsahoval obecné
prijimany vyznam, ktery zahrnuje profylaktické osetreni
lidského subjektu k zamezenli migrace bunék hladkého svalstva
a udrzZeni pod kontrolou a/nebo osetreni existujici migrace
bunék hladkého svalstva. Pouzivany zpusob zahrnuje jak
terapeutické, tak profylaktické osetreni, podle toho, které

je vhodné.




Obecné je sloucenina kombinovadna s béZnymi excipienty,
rozpoustédly nebo nosic¢i a lisovana do tablet nebo
formulovana jako elixiry nebo roztoky vhodné pro oralni
podavani nebo podévéni'intramuskulérni nebo intravendézni
cestou. Slouc¢enina miZe byt poddvana transdermdlné a muzZe byt
formulovana jako davkova forma postupné se uvolnujici a tak

podobneée.

Slouc¢eniny obecného vzorce I mohou byt vyrobeny podle
zavedenych zpasobl, jako jsou jsou detailné popsany v US
patentovych spisech ¢. 4 133 814, 4 418 068 a 4 380 635, na
které se timto odkazuje. Obecné zpusob vychazi z benzo(b]-
thiofenu, ktery obsahuje 6-hydroxylovou skupinu a 2-(4-
-hydroxyfenylovou) skupinu. Vychozi slouc¢enina je chranéna,
alkylovdna a zbavena chranici skupiny za vzniku sloudenin
obecného vzorce I. Priklady pripravy téchto slouc¢enin jsou

uvedeny ve vysSe uvedenych US patentech.

Soucasti vyndlezu je pouziti sloucenin vzorce IA a IB
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Substituovany fenyl zahrnuje fenyl substituovany
jednou nebo dvakrat alkylem obsahujicim 1 aZz 6 atomd uhliku,
alkoxyskupinou obsahujici 1 aZz 4 atomy uhliku, hydroxyskupi-
nou, nitroskupinou, chlorem, fluorem nebo trichlormethylem

nebo trifluormethylem.

Slouceniny tvori farmaceuticky prijatelné adicéni soli
s kyselinou nebo bazi se sirokou skupinou organickych
a anorganickych kyselin a bazi a zahrnuji fyziologicky
prijatelné soli, které jsou casto pouzivany ve farmaceutické
chemii. Takové soli také nachdzeji pouziti jako soucéast
tohoto vyndlezu. Typické anorganické kyseliny pouZivané
k tvorbé takovychto soli zahrnuji kyselinu chlorovodikovou,

bromovodikovou, jodovodikovou, dusic¢nou, sirovou, fosfored&-




»
seES

nou, fosforic¢itou a podobné. Mohou byt také pouZity soli
odvozené od organickych kyselin, jako jsou alifatické mono-
a dikarboxylové kyseliny, alkanové kyseliny substituované
fenylem, hydroxyalkanové a hydroxyalkandiové kyseliny,
aromatické kyseliny, alifatické a aromatické sulfonové
kyseliny. Takovéto farmaceuticky prijatelné soli pak zahrnuji
acetat, fenylacetat, trifluoracetat, akrylat, askorbat,
benzoat, chlorbenzoat, dinitrobenzoat, hydroxybenzoat,
methoxybenzoat, methylbenzodt, o-acetoxybenzodt, naftalen-2-
-benzoat, bromid, isobutyrat, fenylbutyrat, pB-hydroxy-
butyrat, butin-1,4-dioat, hexin-1,4-dioat, kaprat, kaprylat,
chlorid, cinnamat, citrat, formiat, fumarat, glykolat,
heptanoat, hippurat, laktat, malat, maledat, hydroxymaleéat,
malonat, mandelat, mesylat, nikotindt, isonikotindt, nitrat,
oxalat, ftaladt, tereftalat, fosfat, monohydrogenfosfat,
dihydrogenfosfat, metafosfat, pyrofosfat, propiolat,
propionat, fenylpropionat, salicylat, sebakat, sukcinat,
suberdt, sulfdt, hydrogensulfat, pyrosulfat, sulfit,
hydrogensulfit, sulfonat, benzensulfonat, p-bromfenylsulfo-
nat, chlorbenzensulfonat, ethansulfonat, 2-hydroxyethan-
sulfonat, methansulfonat, naftalen-l-sulfonat, naftalen-2-
-sulfonat, p-toluensulfonat, xylensulfonat, tartrat

a podobné. Vyhodnou soli je sul kyseliny chlorovodikové.

Farmaceuticky prijatelné adi¢ni soli s kyselinou se
obvykle tvori reakci slouc¢eniny obecného vzorce I s ekvi-
molarnim mnoZstvim nebo s prebytkem kyseliny. Reaktanty se
obecné uvadi do styku v rozpoustédlech, ve kterych jsou oba
rozpustné, jako je diethylether nebo benzen. K vysraZeni soli
za normalnich okolnosti dochdzi asi po 1 hodiné aZ 10 dnech
a soli mohou byt izolovany filtraci nebo rozpoustédlo muZe
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byt oddestilovano obvyklym zpUsoben.

Baze, které jsou obvykle pouZivany pro tvorbu soli,
zahrnuji hydroxid amonny a hydroxidy alkalickych kovi a kovi
alkalickych zemin, uhlic¢itany a hydrogenuhlicitany, stejné
jako alifatické a aromatické aminy, alifatické diaminy
a hydroxyalkylaminy. 2Zv1as$té vhodné baze pro pripravu
adiénich soli zahrnuji hydroxid amonny, uhlic¢itan draselny,
hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid vapenaty, methylamin,
diethylamin, ethylendiamin, cyklohexylamin a ethanolamin.

Farmaceuticky prijatelné soli maji obecné zvysSenou
charakteristiku rozpustnosti ve srovnani se slouc¢eninou, od
které jsou odvozeny, a tak jsou casto lépe upravitelné do

kompozice ve formé kapaliny nebo emulze.

Farmaceutické kompozice mohou byt pripraveny zpusoby,
které jsou znamé ze stavu techniky. Tak napfiklad mohou byt
slouceniny doplnéné béznymi excipienty, rozpoustédly nebo
nosi¢i a formovany do tablet, kapsli, suspenzi, praskua
a podobné. Priklady excipienti, rozpoustédel a nosiél, které
jsou vhodné do takovych kompozic, zahrnuji dale uvedené
latky: plnidla a nastavovadla, jako jsou skrob, cukry,
mannitol a kremicdité derivaty pojiva, jako jsou karboxy-
methylceluléza a jiné derivaty celulézy, alginaty, Zelatina
a polyvinylpyrrolidon, zvlh¢ovadla, jako je glycerol,
dezintegraéni éinidla, jako jsou agaragar, uhlic¢itan vapenaty
a hydrogenuhlié¢itan sodny, ¢inidla pro zpomaleni rozpousténi,
jako je parafin, urychlovace resorpce, jako jsou kvartérni
amoniové sloudeniny, povrchové aktivni ¢inidla, jako jsou

cetylalkohol, glycerolmonostearat, adsorpéni nosice, jako




jsou kaolin a bentonit a lubrikanty, jako jsou mastek,

stearat vapenaty a horecnaty a pevné polyethylglykoly.

Slouceniny mohou byt také formulovany jako elixiry
nebo roztoky vhodné pro oralni podavani nebo jako roztoky
vhodné pro parenteralni podavani, napriklad intramuskularni,
subkutanni nebo intravendzni cestou. Sloudeniny se navic hodi
k formulaci do postupné se uvolnujicich davkovych forem
a podobné. Kompozice mohou byt sestaveny tak, Ze uvolnovani
aktivnich sloZek probiha pouze nebo vyhodné v urd¢ité d&asti
zazivaciho traktu, eventudlné po urc¢itou ¢asovou periodu.
Povlaky, potahy nebo ochranné matrice mohou byt vyrobeny
napriklad z polymernich latek nebo vosku.

Konkrétni davka slouc¢eniny obecného vzorce I,
pozadovana pro inhibici migrace bunék hladkého svalstva podle
tohoto vynalezu, bude zavisld na zavazZnosti stavu, cesté
podavani a podobnych faktorech, které budou zaviset na
rozhodnuti osetrujiciho lékare. Obecné budou prijatelné
a u¢inné denni davky od 0,1 do asi 1000 mg/den a obvykle od
asi 50 do asi 200 mg/den. Takovéto davky budou podavany
subjektu, ktery potrebuje léc¢eni, jedenkrat azZ asi trikrat
kazdy den nebo ¢astéji podle potreby, aby inhibovaly uéinné

migraci bunék hladkého svalstva.

Lokalni dodavani inhibic¢nich mnoZstvi aktivni
slouc¢eniny pro osetreni migrace bunék vaskuldrniho hladkého
svalstva nebo restendézy miZe byt provedeno pomoci ruznych
technik, které dostavaji slouc¢eninu do nebo pobliz
postiZeného mista. Priklady technik lokdlniho podavani nejsou

limitovany, ale pouze ilustrovany dostupnymi technickymi
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metodami. Priklady zahrnuji lokdlni katetry pro dodavani,
specifické nosic¢e k dodani do urceného mista, implantaty,

primé injekce nebo primé aplikace.

Lokalni dodavani pomoci katetru dovoluje podavani
farmaceutického prostredku primo na misto postiZeni. Priklady
lokalniho podavani za pouZiti baldénového katetru jsou popséany
v evropském patentovém spisu ¢. 383 492 A2 a US patentovém
spisu ¢. 4 636 195 (Wolinsky, 13. ledna 1987).

Lokalni podavani pomoci implantdtu predstavuje
chirurgické zavedeni zdkladni hmoty, kterad obsahuje farmaceu-
ticky prostredek, do postiZeného mista. Implantovanad zakladni
hmota uvolnuje farmaceuticky prostredek pomoci difuze,
chemické reakce nebo rozpoustédlovych aktivatora [Lange,
Science, 249, 1527 - 1533 (zari 1990)].

Prikladem lokalniho poddvani pomoci implantatu je
pouziti stentu. Stenty jsou urceny pro mechanickou prevenci
zhrouceni a reokluze korondrnich tepen. Zadlenéni
farmaceutického prostredku do stentu dodava léé¢ivou latku
primo na postiZené misto. Lok&lni dodavani touto technikou

popsal Kohn v Pharmaceutical Technology (fijen 1990).

Jinym prikladem je dodavaci systém, ve kterém je
polymer, ktery obsahuje farmaceuticky prostredek, injektovan
do mista postizZeni v kapalné formé. Polymer se potom vytvrdi
do formy implantatu in situ. Tato technika je popséna v PCT
WO 90/03768 (Donn, 19. dubna 1990).

Jinym prikladem je dodavani farmaceutického prostredku
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pomoci polymerniho endolumindlniho podavani. Tato technika
pouziva katetr k aplikaci polymerniho implantatu na vniteni
povrch lumenu. Farmaceuticky prostredek zad&lenény do
biologicky odbouratelného polymerniho implantdtu je poté
uvolnovan na operovaném misté. Tato technika je popséana v PCT
WO 90/01969 (Schindler, 23. srpna 1989).

Poslednim prikladem lokalniho dodavéni pomoci
implantatu je primd injekce vac¢ku nebo mikrodastic do
postiZeného mista. Tyto mikroc¢dstice mohou byt slozZeny
z latek, jako jsou proteiny, lipidy, cukry nebo syntetické
polymery. Tyto mikrocdstice maji farmaceuticky prostredek
zabudovany v mikroc¢astici nebo na mikroc¢astici jako povlak.
Dodavaci systémy zahrnujici mikrocéastice popsal Lange

vV Science, 249, 1527 - 1533 (zari 1990) a Mathiowitz a kol.
v J. App. Poly. Sci., 26, 809 (1981).

Lokalni podavani pomoci specifickych nosiéd je popséno
jako pripojeni farmaceutického prostredku na nosig, ktery
privede léc¢ivou latku do mista postiZeni. Priklady takovychto
technik dodavani zahrnuji pouziti nosiéli, jako jsou proteino-
vé ligandy nebo monoklonalni protilatky [Lange, Science,

249, 1527 - 1533 (zari 1990)].

Lokalni dodavani primou aplikaci zahrnuje pouziti
topickych aplikaci. Prikladem lokalniho podavani primou
aplikaci je aplikace farmaceutického prostredku primo do

arteridlniho bypasového $tépu béhem chirurgického zakroku.

Obvykle je vyhodné poddvat slouc¢eninu obecného vzorce

I ve formé adiéni soli s kyselinou, jak je béZné pri podavani




v we o
* ee @
.

L 2
* . -

asv e

a L]
S54¢ Sabv LR L

- 12 -

farmaceutickych prostredkd nesoucich bazické skupiny, jako je
piperidinovy kruh. Je také vyhodné podavat takovou sloudeninu
ordlni cestou starsim lidem (napriklad Zendm po menopauze).
Pro tyto ucely jsou dostupné nasledujici oralni davkové

formy.

Priklady provedeni wvynalezu

Prostrfedky

V ddle popsanych prostredcich vyraz "aktivni slozZka"

znamend slouc¢eninu obecného vzorce I.

Prostredek 1: Zelatinové kapsle

Tvrdé Zelatinové kapsle se pripravuji za pouziti

téchto slozek:

SlozZka MnozZstvi (mg/kapsle)
aktivni sloZka 0,1 - 1000
Skrob, NF 0 - 650
Skrob, préasek schopny teceni 0 - 650
kapalny silikon, 3,50 cm?.s™1 0 - 15

SloZky se smichaji, protlucdou sitem s rozmérem Castice
0,314 mm (No. 45 mesh U.S. sieve) a plni do tvrdych Zelatino-

vych kapsli.

Dale se uvadéji priklady zvlastnich prostredkl ve
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formé kapsle se slouceninou obecného vzorce I, kde takovou

slouceninou je raloxifen.

Prostredek 2: Raloxifenova Kkapsle

Slozka MnoZstvi (mg/kapsle)
raloxifen 1

Skrob, NF 112

gkrob, prasek schopny teceni 225,3
kapalny silikon, 3,50 cm?.s”1 1,7

Prostredek 3: Raloxifenova kapsle

Slozka Mnozstvi (mg/kapsle)
raloxifen 5

skrob, NF 108

S$krob, prasek schopny teceni 225,3
kapalny silikon, 3,50 cm?.s™1 1,7

Prostredek 4: Raloxifenova kapsle
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Slozka MnozZstvi (mg/kapsle)
raloxifen 10

$krob, NF 103

S8krob, prasek schopny teceni 225,3
kapalny silikon, 3,50 cm?.s”1 1,7

Prostredek 5: Raloxifenova kapsle

Slozka MnozZzstvi (mg/kapsle)
raloxifen 50

skrob, NF 150

Skrob, prasek schopny teceni 397

kapalny silikon, 3,50 cm?.s71 3,0

Zv1lastni prostredky popsané vyse se mohou zménit

a poskytnou dostateé¢né odchylky ve shodé s timto vyndlezem.

Prostredky ve formé tablet se mohou pripravit za

pouziti slozek uvedenych déle.

Prostredek 6: Tablety
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Slozka Mnozstvi (mg/tableta)
aktivni slozka 0,1 - 1000
celuldéza, mikrokrystalicka 0 - 650

oxid kremicity, sublimovany 0 - 650
kyselina stearova 0 - 15

SloZky se smichaji a slisuji do formy tablet.
Dale uvedenym postupem se podle jiného provedeni mohou
pripravit tablety, z nichZ kaZda obsahuje 0,1 aZ 1000 mg

aktivni slozZky.

Prostredek 7: Tablety

Slozka MnozZstvi (mg/tableta)
aktivni sloZka 0,1 - 1000
Skrob 45

celuléza, mikrokrystalicka 35
polyvinylpyrrolidon 4

(jako 10% roztok ve vodé)

natriumkarboxymethylceluldza 4,5

steardt horecnaty 0,5

mastek

Aktivni slozka, skrob a celuldza se protlucou sitem
s rozmérem castice 0,314 mm (No. 45 mesh U.S. sieve)

a diukladné promichaji. S vyslednym praskem se smichd roztok
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polyvinylpyrrolidonu a vznikld hmota se potom protlude sitem
S rozmérem castice 1,168 mm (No. 14 mesh U.S. sieve). Granule
takto pripravené se vysusi za teploty 50 aZ 60 °C a protlucou
sitem s rozmérem Castice 0,912 mm (No. 18 mesh U.S. sieve).
Ke granulim se potom pridd natriumkarboxymethylceluléza,
stearat horec¢naty a mastek, které se protloukly sitem

s rozmérem castice 0,246 mm (No. 60 mesh U.S. sieve), a po
vzajemném smichdni se hmota lisuje na tabletovacim stroji za

vzniku tablet.

Suspenze, které vidy obsahuji 0,1 aZ 1000 mg léciva

na davku objemu 5 ml, -se pripravi takto:

Prostredek 8: Suspenze

Slozka Mnozstvi (mg/5 ml)
aktivni slozka 0,1 - 1000 mg
natriumkarboxymethylceluldza 50 mg
sirup 1,25 mg
roztok kyseliny benzoové 0,10 ml
ochucovadlo podle potreby
barvivo podle potreby
vyc¢isténa voda do 5 ml

Aktivni sloZka se protluce sitem se rozmérem castice
0,314 mm (No. 45 mesh U.S. sieve) a smichad s natriumkarboxy-
methylcelulézou a sirupem za vzniku hladké pasty. Roztok
kyseliny benzoové, ochucovadla a barviva se zfedi urditym
mnoZstvim vody a potom pridd k pasté za michani. Ke smési se
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poté prida dostateé¢ny objem vody, aby se dosdhlo poZadovaného

objemu.

Testy

Slouc¢eniny podle vynalezu maji schopnost inhibovat
migraci bunék vaskularniho hladkého svalstva, jak je dokazano
dale.

Buriky hladkého svalstva praseci aorty

Praseci aorty byly ziskdny z cerstvé porazZenych
kastrovanych samcl vepre na mistnich jatkach. Bunky hladkého
svalstva byly ziskdny stejnym zpusobem, jaky byl d¥ive popsan
(Bonin a kol., 1989). Uvedeno v kratkosti, aorta byla podélné
rozriznuta a endothelium bylo odstranéno jemnym oskrabanim
povrchu lumenu holici c¢epelkou. Aorta byla poté nékolikrat
promyta sterilnim ristovym mediem, které obsahovalo Dubeccoem
modifikované Eaglesovo medium (DMEM), 10% zarodeé¢né hovézi
sérum, L-glutamin (2 mM), penicilin (100 jednotek/ml)

a streptomycin (100 pg/ml). Prouzky medidlnich bunék hladkého
svalstva byly sloupnuty z vnéjsi vrstvy cévni stény

a nakrajeny na 1 aZz 2mm kousky. Explantaty byly umistény do
24 jamkové kultivacni nédoby obsahujici vyse uvedené
kultivaéni medium. Do 5 aZz 7 dnu byl pozorovadn rust bunék

z explantatd. Po 10 aZ 14 dnech byly explantaty odstranény,
bunky byly podrobeny trypsinaci a preockovdny do T75 banék
obsahujicich 15 ml rustového media.

Lidské bunky hladkého svalstva
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Lidské buniky korondrniho a aortického hladkého
svalstva byly ziskdny od Clonetics Corporation (San Diego,
CA, USA). Oba typy bunék byly kultivovany v rlistovém mediu,
které zde bylo popsano u prasecich bunék hladkého svalstva.

Zkousky migrace bunék hladkého svalstva

Rizena migrace bunék hladkého svalstva ziskanych
z prasec¢ich a lidskych arterii v gradientu ristovych faktoru
odvozenych od krevnich desticek byla provedena za pouziti
modifikované Boydenovy komory vyuZivajici 96 transjamkovych
systémi a polykarbonatovych filtri s 8 pm pdéry (Neuro Probe,
Inc., Cabin John, NJ, USA). Bunky hladkého svalstva kultivo-
vané v T75 bankach byly prevedeny do Dubeccoem modifikovaného
Eagles/F12 media prostého fenolové cervené (DMEM/F-12),
obsahujiciho 2% zdrode¢né hovézi sérum, L-glutamin (2 mM),
penicilin (100 jednotek/ml) a streptomycin (100 g/ml). Po 24
hodindch byly bunky podrobeny trypsinaci za pouZiti trypsin/
EDTA prosté fenolové cerveneé ('"phenol red free trypsin/EDTA")
(Gibco, BRL). Bunky (2,5 x 107 bunék/ml) byly suspendovany
v DMEM/F12 prostém fenolové cervené obsahujicim 1 % plasmy
chudé na krevni destic¢ky a ruizné koncentrace slouceniny
obecného vzorce I. 100 pl suspenze bunék bylo prid&no do
vrchnich jamek modifikované Boydenovy komory. Jamky spodni
komory byly naplnény 43 pul DMEM/F-12 s obsahem 1 % plasmy
chudé na krevni destic¢ky, 5 ng/ml PDGF a ruzné koncentrace
slouéenin. Komory byly inkubovany pri teploté 37 °c v 5%
oxidu uhlic¢itém po dobu 5 hodin. Migraé¢ni membréna byla
odstranéna z komory a bunky z vrchni strany membrany byly
odstranény bavlinénym tampdénem. Bunky, které migrovaly na

spodni stranu membrany, byly fixovdny v methanolu a vybarveny
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pomoci detekéniho roztoku Diff-Quick (Baxter). Migrace bunék
byla kvantitativné vyhodnocena bud spektrofotometricky, za
pouziti mikrotitra¢niho odecitace (ThermoMax, Molecular
Dynamics, Inc.), nebo spo¢itanim bunék v 40x zvétseném poli

(HPF) za pouZiti invertniho mikroskopu (Nikon, Inc.).

Pro experimenty zahrnujici predinkubaci bunék se
slouceninou bylo 1léc¢ivo umisténo do media pro predbézzné
zpracovani v urc¢itych koncentracich, v oddélenych barnkach,

a inkubovadno 18 hodin. Podminky kultivace bunék prfi téchto
zkouskach pouZivajicich predinkubaci byly presné stejné jako
podminky pouzité pri experimentech popsanych pro akutni

uc¢inky léciva.
Tabulka I

Stimulace migrace bunék prasec¢iho aortického hladkého
svalstva (Porcine Aortic Smooth Muscle Cell - SMC

- Migration) rustovym faktorem odvozenym od krevnich desticek
(Platelet-Derived Growth Factor - PDGF)
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PDGF (ng/ml) Migrace SMC (650 nm)

(0.D. 650 nm)

0,04 0,016 + 0,008
0,80 0,009 + 0,003
1,50 0,013 £ 0,007
3,00 0,028 £ 0,008
6,00 0,058 + 0,010
12,0 0,052 + 0,007
25,0 0,047 £ 0,009
Tabulka II

Inhibice PDGF indukované prasec¢i aortické SMC migrace

sloudeninou A* a B-estradiolenm

Migrace SMC (0. D. 650 nm)

Koncentrace (nM) Slouc¢enina A B-Estradiol
0,0 0,053 * 0,015 0,053 + 0,015
0,1 0,035 * 0,005 0,032 * 0,003
1,0 0,030 * 0,005 0,023 * 0,003

10 0,032 +* 0,007 0,034 + 0,006

* Slou¢enina A ma& obecny vzorec I, kde R, a Rj je vodik

a R, je pyrrolidinova skupina.
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VySe uvedena aktivita naznaduje, ze slouc¢eniny podle
vynalezu jsou schopny inhibovat migraci bunék vaskularniho

hladkého svalstva a jeji ucinky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti slouceniny obecného vzorce I

OCH,;CH3R;

OR;,
R,0 S

ve kterém

R, a Ry znamenajl nezavisle na sobé atom vodiku, methyl nebo

skupinu vzorce
0 0
" "
—C—(Cl-C6alkyl) nebo -C-Ar,

kde Ar znamend popripadé substituovany fenyl,

R, je vybran ze souboru sestdvajiciho z pyrrolidinoskupi-

ny, hexamethyleniminoskupiny a piperidinoskupiny,
nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli a solvatu,

k pripravé farmaceutického pripravku pro inhibici migrace

bunék vaskularniho hladkého svalstva.




2. Pouziti podle naroku 1, kde sloucenina obecného
vzorce I je ve formé své hydrochloridové soli, k pripravé
farmaceutického pripravku pro inhibici migrace bunék

vaskuldrniho hladkého svalstva.

3. Pouziti podle naroku 1, kde slouCeninou obecného

vzorce I je sloudenina vzorce

HO

nebo jeji hydrochloridova sul, k pripravé farmaceutického
pripravku pro inhibici migrace bunék vaskularniho hladkého

svalstva.

4. Pouziti podle naroku 1, k pripravé farmaceutického
pripravku pro inhibici aterosklerézy, restendzy, zanétu nebo

zhoubného napadeni.
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