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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji zawierajacej 3-bromopirogronian (3-BP)
do wytwarzania leku drugiego zastosowania w terapii kryptokokozy (cryptococcosis).

Aktualne mozliwosci terapii przeciwgrzybiczej, w tym terapii kryptokokozy sg znacznie ograni-
czone, podczas gdy liczba powaznych inwazyjnych infekcji grzybiczych rosnie z roku na rok. Tylko
w latach 1987-1996 S$miertelno$¢ w wyniku inwazyjnej aspergilozy wzrosta o 357%, a Aspergillus
fumigatus wcigz pozostaje najczestszym czynnikiem etiologicznym tego typu infekcji [Clin Infect Dis
2001; 33:641; Jpn J Med. Mycol 2007; 48:1]. Jednoczesnie wsrdd pacjentdw z zaburzong odpornoscig
Cryptococcus neoformans jest jednym z najczestszych czynnikdw mikrobiologicznych powodujacych
Smiertelnosé. Wedlug statystyk kazdego roku sposréd 625 tysiecy chorych pacjentéw na AIDS okoto
jeden milion zapada na kryptokokoze mdzgu prowadzacg do $mierci [AIDS 2009; 23:525]. Inny istotny
problem w terapii infekcji grzybiczych wynika ze wzrostu prewalencji zakazen gatunkami nonalbicans
przy jednoczesnym wzroscie liczby opornych szczepéw. Podczas gdy prewalencja zakazen gatunkami
non-albicans w latach 1970-90 wynosita 10-40%, w latach 1991-1998 gatunki te stanowity juz 35-65%
wszystkich przypadkéw infekcji grzybiczych powodowanych przez gatunki z rodzaju Candida [J Hosp Infect
2002; 50:243]. Dlatego pozadane jest poszukiwanie nowych aktywnych srodkéw przeciwgrzybiczych.

Autorzy wynalazku bazujac na przedstawionej wcze$niej i opatentowanej kompozycji przeciw-
nowotworowej leku pierwszego zastosowania zaproponowali kompozycje przeciwgrzybicza, ktéra
cechuje sie wysokg aktywnoscig wobec licznych patogennych gatunkéw grzybéw oraz jest bezpieczna
w stosowaniu u ludzi i zwierzat. Dodatkowo obecny w proponowanej kompozycji przeciwgrzybiczej
3-BP nie stanowi substratu dla biatek btonowych z rodziny ABC transporteréw [J Bioenerg Biomembr
2012; 44:155], dlatego w odrdznieniu od innych obecnie stosowanych lekéw przeciwgrzybiczych nie
generuje fenotypow wielorakiej opornosci i nie moze byé usuwany z komérki na tej drodze [Science
2008; 321:367; Clin Microbiol Rev 2009; 22:291].

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie kompozycji 3-bromopirogronianu (3-BP) sktadajacej
sie z: wodnego, sterylnego roztworu 3-bromopirogronianu sporzadzanego bezposrednio przed zamie-
rzonym uzyciem; co najmniej jednego zrodta wegla wybranego z grupy obejmujacej: mannitol, erytritol,
izomalt, laktitol, maltitol, sorbitol, ksylitol, dulcytol, rybitol, inozytol i glicerol, stabilizujgcego zwigzek
aktywny; roztworu buforowego wolnego od jonéw potasu i wybieranego z grupy obejmujacej: bufor
cytrynianowy, bufor fosforanowy i bufor octanowy, zapewniajacego odpowiednie pH w zakresie 5,5—
8,0 do wytwarzania leku do zapobiegania i/lub leczenia kryptokokozy (cryptococcosis). Kompozycja
wg wynalazku zawiera inhibitor syntezy DOPA-melaniny produkowanej przez Cryptococcus neofor-
mans w warunkach indukcji, w tym w ustroju cziowieka lub DHN-melaniny syntetyzowanej w sposéb
konstytutywny przez grzyby z rodziny Dematiaceae i/lub inhibitor syntezy glutationu (GSH). Inhibitor
syntezy melaniny wedtug wynalazku stanowi kwas para-aminobenzoesowy (PABA) stosowany w ste-
zeniu 1-3 mM i/lub tricyklazol stosowany w stezeniu 0,1-0,2 mM do zastosowania synergistycznego
z 3-BP. Inhibitor syntezy glutationu (GSH) wedtug wynalazku stanowi BSO (buthionine sulfoximine)
stosowany w stezeniu 1-10 mM, hamujacy synteze i obnizajacy poziom wewnatrzkomdrkowego gluta-
tionu (GSH), do zastosowania synergistycznego z 3-BP. Kompozycja wg wynalazku stuzy do wytwo-
rzenia leku do zapobiegania i/lub leczenia kryptokokozy (cryptococcosis) skérnej, mézgu, opon moé-
zgowych, osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ptuc i ogdlnoustrojowej, ktérej czynnikiem etiolo-
gicznym jest Cryptococcus neoformans u pacjentéow: z HIV/AIDS lub po transplantacjach lub z immu-
nosupresjg lub z nowotworami powiktanymi infekcjami grzybiczymi.

Zastosowanie kompozycji 3-BP wg wynalazku obejmuje nastepujace drogi podania: doustng
(per os), dozylng (intravenous), dokanatowg (intrathecal), podskdérng (subcutaneous), dopochwowg
(intravaginal), domiesniowg (intramuscular), wziewng (inhalational), miejscowg (topical), oraz postaci
leku takie jak: tabletki, czopki, zawiesiny doustne, masci, kremy, lakiery, szampony oraz zele.

Dziatanie 3-BP polega na hamowaniu proceséw oddychania tlenowego i beztlenowego, a w kon-
sekwencji drastycznego obnizenia wewnatrzkomoérkowego poziomu ATP, co w ostatecznos$ci prowadzi
do smierci komoérki [Anticancer Res 2009; 29:4909]. Aktywno$¢ zwigzku wynika z jego alkilujacych
i oksydacyjnych wtasciwosci [J Bioenerg Biomembr 2012; 44:39; J Bioenerg Biomembr 2008; 40:607].
Jego selektywne dziatanie przeciwgrzybicze jest wynikiem réznej akumulacji oraz gatunkowo zrdzni-
cowanego poziomu glutationu i melaniny w komérkach.

W kompozycji przeciwgrzybiczej zakfada sie uzycie odpowiedniego Zrédta wegla, stabilizujgce-
go 3-BP. Ponadto, kompozycja przeciwgrzybicza zawiera roztwor buforowy w proporcjach zapewnia-
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jacych przynajmniej czesciowe odkwaszenie zwigzku przeciwgrzybiczego oraz neutralizacje ewentu-
alnych produktéw ubocznych jego metabolizmu. Zaktada sie tez mozliwos¢ wiaczenia do kompozycji
dodatkowych sktadnikéw w postaci znanych inhibitoréw syntezy glutationu (GSH) miedzy innymi BSO
(buthionine sulfoximine) [Cancer Res 1989; 49:511-515] i/lub inhibitorow syntezy melaniny takich jak
PABA [Brooks et al., US Patent no. 2010/0197612A1, 23.12.2010], i/lub tricyklazol [Enzyme Microb
Tech 1996; 19:311-317] wykazujacych dziatanie synergistyczne z 3-BP.

Obecnie 3-BP (i jego chemiczne pochodne) sg objete prawem patentowym Stanéw Zjednoczo-
nych Ameryki jako aktywne leki przeciwnowotworowe pierwszego zastosowania.

Przeprowadzona in vitro ocena biologicznej aktywnosci 3-BP wobec 110 szczepow z 32 réz-
nych gatunkéw grzybow jednoznacznie wskazuje na przeciwgrzybiczg aktywnos¢ tego zwigzku. Wy-
kazano gatunkowo zréznicowang wrazliwos¢ na ten zwigzek oraz wynikajacg z tego grzybobdjczg lub
wytgcznie grzybostatyczng aktywnosé. Ocene przeciwgrzybiczej aktywnosci 3-bromopirogronianu
wraz z okresleniem najnizszych stezen hamujacych (MIC) przeprowadzono zaréwno w oparciu o zale-
cang przez CLSI metode mikrorozcienczen (M27-2A, M38-2A i M38-2P) jak tez metode seryjnych
rozcienczen zwigzku w podtozu (ang. spot tests) [Methods In Yeast Genetics: A Cold Spring Harbor
Laboratory Course Manual, 2005].

3-bromopirogronian jako inhibitor produkcji energii komorkowej w znaczacym stopniu obniza
poziom wewnatrzkomorkowego ATP. Dla C. neoformans wyrazny spadek ilosci ATP obserwowano
przy stezeniach 3-BP réwnych 1/8 i 1/16 wartosci MIC. Uzyskane wyniki w doswiadczeniach z uzy-
ciem znakowanego izotopowo 3-BP potwierdzajg wysoki poziom jego akumulacji w komoérkach
C. neoformans varietas neoformans. W przeciwienstwie do innych obecnie wykorzystywanych cytosta-
tykow, zwigzkéw grzybostatycznych i grzybobdjczych, takich jak pochodne azolowe czy tez amfotery-
cyna B, wykazano, ze 3-BP nie jest substratem dla transporteréw btonowych z rodziny biatek ABC, co
pozwala wykluczy¢ mozliwo$¢ generowania fenotypu opornosci na tej drodze.

W S$wietle obecnego stanu techniki: Chen Z., et al., Biochim Biophys Acta; 2009, 1787:553-560;
Walter AZ., et al., J Pharm Sci. 1964; 53(11):1421-1422 oraz opis patentowy WO 2011/127200 A2
autorstwa Geschwind J-F. i Vali M. autorzy niniejszego zgtoszenia (P. 399978) wykazali nieoczywi-
stos¢ rozwigzan przedstawionych w tych dokumentach.

Aktualny stan wiedzy na temat przeciwgrzybiczej aktywnos$ci 3-bromopirogronianu stanowi li-
czaca zaledwie 1,5 strony (A4) publikacja Walter AZ, Tellis AM. ,3-bromopyruvic acid, highly selective
antimicrobial agent against certain yeasts” J Pharm Sci. 1964; 53(11):1421-1422. Autorzy tej pracy
ograniczyli badanie biologicznej aktywnosci 3-bromopirogronianu do niereprezentatywnej grupy grzy-
béw (tylko 13 szczepdw z rodzaju Candida oraz trzech z gatunkéw: Saccharomyces cerevisiae, Han-
senula anomala i Geotrichum candidum). Nalezy podkresli¢, ze autorzy tej pracy nie uwzglednili
w badaniach nad przeciwgrzybicza aktywnoscig 3-BP Zzadnego z przedstawicieli gromady Basidiomy-
cota (w tym gatunkéw z rodzaju Cryptococcus). W przeciwiehstwie do autoréw niniejszego zgtoszenia
opisane w cytowanej publikacji wyniki uzyskano przy zastosowaniu niereferencyjnej metody (analiza
pomiaréw gestosci optycznej ODgyonm). Ponadto, testy wrazliwosci komérek grzybéw przeprowadzono
w podtozu ptynnym z glukozg (dekstrozg). W zwigzku z represjg glukozowgq biatka Jenlp zaangazowa-
nego w transport tego zwigzku do komoérek takie postepowanie nalezy uznac¢ za nieprawidiowe
a przedstawione w tej pracy wyniki sg niedoktadne.

Mechanizmy biologicznej aktywnosci 3-BP na poziomie molekularnym opisane w pierwszej cze-
Sci zgtoszenia sg o wiele bardziej ztozone niz pierwotnie zostato to opisane w pracy Chen Z., et al.:
Role of mitochondria-associated hexokinase Il in cancer cell death induced by 3-bromopyruvate. Bio-
chim Biophys Acta; 2009, 1787:553-560. Przede wszystkim te opisane w niniejszym zgtoszeniu doty-
czg modelu komoérek patogennego grzyba Cryptococcus neoformans, dla ktérego wyznaczono mini-
malne stezenia bodjcze zwigzku. W przeciwienstwie do wspomnianej juz publikacji w zgtoszeniu
uwzgledniono wyniki dotyczace selektywnej akumulacji 3-BP w komadrkach taksonomicznie réznych
grzybow. Wykazano tez, ze 3-BP nie stanowi substratu dla biatek btonowych z rodziny ABC transpor-
teréw, co wyklucza mechanizm wielorakiej opornosci. Ponadto, autorzy zgtoszenia wykazali bezpo-
Sredni zwigzek miedzy fenotypem wrazliwosci komérek grzybéw na 3-BP a wewnatrzkomaérkowym
stezeniem glutationu (GSH) oraz obecnoscig melaniny w $cianach komérkowych licznych gatunkéw
grzyboéw. Byto to podstawg do poszukiwania zwigzkéw obnizajgcych poziom lub hamujacych synteze
glutationu (GSH) i/lub melaniny. W wyniku przeprowadzonych badarn zaproponowano wykorzystanie
BSO (sulfoksyminy butioniny) i PABA (kwasu para-aminobenzoesowego) jako zwigzkéw przejawiaja-
cych efekt synergistyczny z 3-bromopirogronianem.
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Zgtoszenie patentowe P. 399978 w przeciwienstwie do opisu patentowego WO 2011/127200 A2
autorstwa Geschwind J-F. i Vali M., poparte jest wynikami rzetelnych badan. Niniejszy dokument nie
jest oparty wytacznie na domniemaniach i deklaracjach ,a priori” ze strony zglaszajacych. Przede
wszystkim zamieszczono wyniki konkretnych doswiadczen (spektrum dziatania, zakres aktywnych
stezen 3-BP, molekularny mechanizm dziatania) majgcych odzwierciedlenie w pézniejszych publika-
cjach. Autorzy tego zgtoszenia zastrzegajg wykorzystanie biologicznej aktywnosci 3-BP w waskim
zakresie obejmujagcym gatunki z rodzaju Cryptococcus. W tym kontekscie jest to zasadnicza rdznica
w odniesieniu do opisu patentowego Geshwind J-F. i Vali M., w ktérym zastrzega sie ,a priori” zbyt
szerokie spektrum dziatania 3-BP obejmujgce wszystkie bakterie Gram+ i Gram-, gatunkowo liczne
spektrum grzybow i pasozytow. Tego typu zatozenia majg charakter bardziej spekulacyjny niz nauko-
wy poniewaz nie wszystkie gatunki mikroorganizméw sg wrazliwe na 3-BP. Mozliwo$¢ zastosowania
3-bromopirogronianu w terapii infekcji grzybiczych zostata potraktowana bardzo powierzchownie i bez
uzasadnienia. Autorzy opisu patentowego WO 2011/127200 A2 zastrzegajg mozliwosé wykorzystania
3-BP w terapii (cytuje) ,cryptococcus” oraz ,nail fungus”. W tym aspekcie tres¢ tego zgtoszenia dowo-
dzi braku znajomosci problematyki mykologicznej, co przejawia sie uzyciem btednych merytorycznie
termindw. Tak wiec de facto autorzy tego opisu nie zastrzegli wykorzystania 3-bromopirogronianu
w terapii kryptokokozy (cryptococcosis). Ponadto, w niniejszym zgloszeniu zastrzezono szczegoding
kompozycje przeciwgrzybiczng 3-BP do wytwarzania leku do zastosowania w terapii kryptokokozy
(cryptococcosis), a nie tylko pojedynczy zwigzek 3-BP.

W kontekscie powyzszej argumentacji zgtoszony przez nas wynalazek jest oryginalny i no-
watorski.

Wynalazek niniejszy opisano w nastepujacych przyktadach. Prezentowane przyktady stuzg zo-
brazowaniu przedmiotowego rozwigzania.

Przyktad 1.

Ocene przeciwgrzybiczej aktywnosci 3-bromopirogronianu wraz z okresleniem minimalnych
stezen hamujgcych (MIC) przeprowadzono zaréwno w oparciu o zalecang przez CLSI metode mikro-
rozcienczen (M27-2A, M38-2A i M38-2P) jak tez metode seryjnych rozcienczen zwigzku w minimal-
nym podtozu syntetycznym SD (0,67% YNB, 2% glukoza lub sacharoza, 2% Bacto agar, pH 5,5). War-
tosci MIC wyznaczone metoda seryjnych rozcienczen zwigzku w agarze dla badanych szczepdéw pa-
togennych grzybéw drozdzopodobnych z rodzajéw Candida, Rhodotorula, Trichosporon, Geotrichum,
dermatofitéw z rodzajéw Trichophyton, Microsporum i Epidermophyton oraz wybranych przedstawicieli
Glomeromycota mieécity sie w przedziale 1,8-3,6 mM. Wykazano znacznie wyzszg wrazliwosc
w przypadku klinicznych szczepéw Cryptococcus neoformans, a wsrdd gatunkéw z rodzaju Aspergil-
lus znacznie wyzszg wrazliwoscig cechowaty sie A. fumigatus i A. clavatus. Szczegdlnie wysokg sku-
tecznos¢ 3-BP obserwowano wobec klinicznych szczepéw C. neoformans varietas neoformans. War-
tosci MIC wyznaczone dla tych szczepéw w oparciu o metode mikrorozcienczen (w ptynnym podfozu
RPMI 1640) mieScity sie w przedziale 0,15-0,23 mM oraz 0,12-0,15 mM w przypadku metody seryj-
nych rozcienczeh zwigzku w agarze (Tabela 1). Ponadto przy stezeniach odpowiadajgcych 2x i 4x
wartosci MIC zwigzek wykazywat takze dziatanie grzybobdjcze, co byto obserwowane odpowiednio po
24 i 50 godzinach inkubacji ze zwigzkiem (Rycina 1).

Tabela 1. Wrazliwosé¢ 110 szczepdw grzybdw na 3-bromopirogronian (oceniana metoda seryjnych rozcien-
czenh zwigzku w agarze®).

Gatunki grzybow Wartosci MIC
(liczba testowanych szczepow) w mM 3BP (zrédto wegla#)
1 2

Cryptococcus neoformans varietas neoformans (4) 0,12-0,15 (Sacharoza)
Cryptococcus uniguttulatus (2) 2,4-3,6 (Sacharoza)
Candida lusitaniae (4) 2,4-3,6 (Sacharoza)
Candida guilliermondii (5) 2,4-3,6 (Sacharoza)
Candida famata (4) 2,4-3,6 (Sacharoza)
Rhodotorula glutinis (2) 2,4-3,0 (Glicerol + Etanol)




PL 219 802 B1

cd. tabeli 1

2

Rhodotorula rubra (3)

3,0-3,6 (Glicerol + Etanol)

Candida lipolytica (2)

1,8-2,4 (Glicerol + Etanol)

Candida krusei (5)

1,2-1,8 (Glicerol + Etanol)

Candida albicans (5)

2,4-3,6 (Galaktoza)

Candida glabrata (5)

2,4-3,6 (Trehaloza)

Candida tropicalis (3)

2,4-3,6 (Trehaloza)

Exophiala (Wangiella) dermatitidis (4)

8,4-9,6 (Sacharoza)

Aureobasidium pullulans (4)

7,2-8,4 (Sacharoza)

Trichophyton mentagrophytes var, mentagrophytes (2)

1,8-2,4 (Sacharoza)

Trichophyton rubrum (4)

1,8-2,4 (Sacharoza)

Trichophyton tonsurans (3)

1,8-2,4 (Sacharoza)

Microsporum canis (2)

3,0 (Sacharoza)

Microsporum gypseum (2)

3,0-3,6 (Sacharoza)

Cladosporium cladosporioides (6)

7,2-8,4 (Sacharoza)

Ulocladium chartarum (3)

6,0-7,2 (Sacharoza)

Alternaria tenuissima (2)

7,2-8,4 (Sacharoza)

Fusarium graminearum (2)

6,0-7,2 (Sacharoza)

Trichoderma viride (4)

7,2-8,4 (Sacharoza)

Absidia glauca (5)

1,8-3,0 (Sacharoza)

Rhizopus nigricans (4)

1,8-3,0 (Sacharoza)

Chaetomium globosum (3)

1,8-3,0 (Sacharoza)

Aspergillus clavatus (2)

7,2-8,4 (Sacharoza)

Aspergillus fumigatus (4)

6,0-7,2 (Sacharoza)

Fusarium oxysporum (4)

8,4-9,6 (Sacharoza)

Aspergillus niger (3) 22,8-24,0 (Sacharoza)

Penicillium chrysogenum (3) 22,8-24,0 (Sacharoza)

* Wrazliwo$¢ na 3-BP oceniana metodg seryjnych rozcienczen zwigzku w agarze oraz w przypadku grzybéw strzepkowych
metodg pomiaréw srednicy kolonii.
# Hodowla prowadzona na podtozu SD zawierajacym wskazane zrédto wegla.
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Ryc. 1. Przezywalnos¢ komoérek C. neoformans w zaleznosci od czasu i stezenia 3-BP.

120%

100% - g
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60%  f

40% - B

Przezywalnos¢ komorek (%)

20% 1 &

Czas (godz.)

EEEN0,3 mM 3-BP, bezposredniwysiew na podioze YPD
I 0,6 mM 3-BP, bezposredni wysiew na podioze YPD
—a—{0.3 mM 3-BP, barwicne biekitem metylenowym
—e—0.,6 mM 3-BP, barwione blgkitem metylenowym

Przyktad 2.

Hamowanie wzrostu grzybéw powodowane przez 3-BP zalezy takze od naturalnego, wewnatrz-
komorkowego poziomu zredukowanego glutationu (GSH), ktérego ilos¢ w oparciu o opisang w literatu-
rze przedmiotu metode [Arch Biochem Biophys 1959, 82:70; Yeast 1997, 13:1347] oznaczono dla
wybranych szczepow grzybéw. W przypadku hodowli prowadzonych w podfozu petnym, zawierajacym
pepton stwierdzano najwyzszy poziom GSH wewnatrz komoérek grzyba, ktory korelowat z odpowiednio
wyzszymi wartosciami MIC. Najnizszy poziom GSH w komérkach hodowanych w pozywce minimalnej
SD, bez aminokwaséw towarzyszyt najnizszym wartosciom MIC uzyskiwanym w przypadku doswiad-
czeh przeprowadzanych w tym podiozu. Zastosowano jednoczesne podawanie kompozycji
3-bromopirogronianu (3-BP) sktadajacej sie z: wodnego, sterylnego roztworu 3-bromopirogronianu
sporzadzanego bezposrednio przed zamierzonym uzyciem; co najmniej jednego zrédta wegla wybra-
nego z grupy obejmujacej: mannitol, erytritol, izomalt, laktitol, maltitol, sorbitol, ksylitol, dulcytol, rybitol,
inozytol i glicerol, stabilizujacego zwigzek aktywny; roztworu buforowego wolnego od jonéw potasu
i wybieranego z grupy obejmujacej bufor cytrynianowy, bufor fosforanowy i bufor octanowy, zapewnia-
jacego odpowiednie pH, w zakresie 5,5-8,0 razem z inhibitorem syntezy glutationu (GSH) takim jak
BSO (buthionine sulfoximine) [Carcinogenesis 2006; 27:240; Oncol Rep 2009; 22:385] w celu osia-
gniecia efektu synergistycznego i obnizenia wartosci MIC.

W przypadku Exophiala dermatitidis czy tez Aureobasidium pullulans obserwowano mniejszg
wrazliwosé na 3-BP wynikajacg z ochronnej roli produkowanej w sposob konstytutywny DHN-
melaniny. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku Cryptococcus neoformans zdolnego do
wytwarzania DOPA-melaniny w warunkach indukcji na podtozu CAA (agar z kwasem kawowym)
[J Clin Microbiol 1975; 2:115]. Produkcja DOPA-melaniny jest swoista dla tego gatunku grzyba, wy-
réznia go wsrdd innych z rodzaju Cryptococcus i stanowi istotny czynnik w patomechanizmie zakaze-
nia [J Exp Med 1996; 184:377; Antimicrob Agents Ch 2002; 46:3394]. W oparciu 0 uzyskane wyniki
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w doswiadczeniach z kwasem para-aminobenzoesowym (PABA) oraz BSO sugeruje sie jednoczesne
wykorzystanie opisanej w zastrzezeniu 1 zgtoszenia kompozycji przeciwgrzybiczej wraz z odpowied-
nim inhibitorem syntezy melaniny i/lub BSO w celu wytworzenia leku, ktéry pozwoli osiggnac efekt
terapeutyczny przy znacznie nizszych wartosciach stezen 3-bromopirogronianu (Tabela 2).

Ocene wrazliwosci badanych szczepéw na 3-BP w potaczeniu z inhibitorami (BSO, PABA)
przeprowadzono na podtozach SD i CAA w oparciu o metode seryjnych rozcienczen zwigzku w aga-
rze opisang w przyktadzie 1.

Tabela 2. Wplyw inhibitoréw syntezy glutationu (BSO) i melaniny (PABA) na wrazliwo$¢ wybranych klinicz-
nych szczepow C. neoformans na 3-bromopirogronian.

Wartosci MIC

mM 3-BP Podtoze hodowlane

C. neoformans (4)*

0,12-0,15 SD + sacharoza
0,3-0,36 (CAA)

0,1-0,15 CAA + 3 mM PABA
0,08-0,1 CAA+ 10 mM BSO
0,05-0,07 CAA +10 mM BSO + 3 mM PABA

* liczba testowanych szczepow

W podsumowaniu, biorgc pod uwage niskg toksycznosé¢ 3-BP wobec komoérek ssaczych w po-
réwnaniu z nefrotoksycznym i hepatotoksycznym dziataniem amfoterycyny B stosowanej obecnie
w leczeniu kryptokokozy [Clin Microbiol Rev 1999; 12:501], 3-BP moze stanowi¢ alternatywe jako
zwigzek o wlasciwosciach nie tylko grzybostatycznych ale takze grzybobdjczych. Ponadto, uwzgled-
niajgc rosnacy odsetek szczepdw patogennych grzybdéw opornych na obecnie stosowane leki prze-
ciwgrzybicze, a w szczegolnosci azolowe, zwigzek ten niebedacy substratem dla ABC transporterow
moze stanowic istotny komponent do wytwarzania lekéw skutecznych réwniez w terapii innych rodza-
jow infekcji grzybiczych. Przeprowadzone badania na modelu komorki prokariotycznej (Salmonella
typhimurium — test Ames'a) oraz komorki eukariotycznej (Saccharomyces cerevisiae — indukcja cyto-
plazmatycznych mutantéw oddechowych) nie wykazaty mutagennego dziatania 3-BP (badania wtasne).

Zastrzezenia patentowe

1. Zastosowanie kompozycji 3-bromopirogronianu (3-BP) sktadajacej sie z: wodnego, sterylne-
go roztworu 3-bromopirogronianu (3-BP) sporzadzanego bezposrednio przed zamierzonym uzyciem;
co najmniej jednego zrédia wegla wybranego z grupy obejmujacej: mannitol, erytritol, izomalt,
laktitol, maltitol, sorbitol, ksylitol, dulcytol, rybitol, inozytol i glicerol, stabilizujacego zwigzek
aktywny; roztworu buforowego wolnego od jonéw potasu i wybieranego z grupy obejmujacej bufor
cytrynianowy, bufor fosforanowy i bufor octanowy, zapewniajacego odpowiednie pH w zakresie
5,5-8,0 do wytwarzania leku do zapobiegania i/lub leczenia kryptokokozy (cryptococcosis).

2. Zastosowanie kompozycji 3-BP wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze kompozycja ta zawiera
zwigzek chemiczny hamujacy synteze DOPA-melaniny produkowanej przez Cryptococcus neofor-
mans w warunkach indukcji, w tym w ustroju cztowieka i/lub inhibitor syntezy glutationu (GSH).

3. Zastosowanie zwigzku chemicznego hamujacego synteze melaniny wedtug zastrz. 2,
znamienne tym, ze stanowi go kwas para-aminobenzoesowy (PABA) stosowany w stezeniu 1-3 mM
do zastosowania synergistycznego z 3-BP w zapobieganiu i/lub leczeniu kryptokokozy (cryptococcosis).

4. Zastosowanie zwiazku chemicznego hamujacego synteze glutationu (GSH) wedtug za-
strz. 2, znamienne tym, ze stanowi go BSO (buthionine sulfoximine) stosowany w stezeniu 1-10 mM,
obnizajgcy poziom wewnatrzkomérkowego glutationu (GSH) do zastosowania synergistycznego
z 3-BP w zapobieganiu i/lub leczeniu kryptokokozy (cryptococcosis).
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5. Zastosowanie kompozycji 3-BP wedtug zastrz. 1 do zapobiegania i/lub leczenia kryptokokozy
(cryptococcosis) skornej, mézgu, opon mdzgowych, osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ptuc
i ogdlnoustrojowej, ktérej czynnikiem etiologicznym jest Cryptococcus neoformans.

6. Zastosowanie kompozycji 3-BP wedtug zastrz. 1 do zapobiegania i/lub leczenia kryptokokozy
(cryptococcosis) u pacjentow: z HIV/AIDS i/lub po transplantacjach i/lub z immunosupresja i/lub z no-
wotworami powiktanymi tego typu infekcja.

7. Zastosowanie kompozycji 3-BP wedtug zastrz. 1 obejmujace nastepujace drogi podania: do-
ustng (per os), dozylng (intravenous), dokanatowg (intrathecal), podskérng (subcutaneous), dopo-
chwowg (intravaginal), domiesniowg (intramuscular), wziewna (inhalational), miejscowg (topical), oraz
postaci leku takie jak: tabletki, czopki, zawiesiny doustne, masci, kremy, lakiery, szampony oraz zele.
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