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La presente invenzione c¢oncerne un agente per

prevenzione ed il trattamento dell'opacita del

cristallino; pild in particolare la presente invenzibne
[
€ relativa ad un agente per la prevenzione ed Pil

trattamento -~ dell'opacita del cristallino che

I
comprende, quali ingredienti efficaci, uno specifico

composto organico del germanio o tale specifico

|
composto organico del germanio con amminoguanidina.’
1

La presente invenzione riguarda inoltre un agente;di-_
i
elevata efficacia per la prevenzione ed il trattame#to

dell'opacita del cristallino, che comprende ?na

!
combinazione dello specifico composto organico del
. 1
germanio e di specifici derivati della fenossazina.
Il cristallino dell'tocchio -] costituito, quali

1
principali componenti, da un 65% circa di acqua e |da
{

un 35% circa di proteina, ed il rapporto di proteina

i
contenuta nel cristallino, 2] superiore a quello

!
presente in altri tessuti. Sotto il controllo di molti

processi biologici, 1la proteina, presente in aita

i
!

[
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concentrazione, 1insieme con i'acqua all'interno deile
cellule, forma e mantiene il cristallino in uno stato
idrofilico colloidale che gli permette di conservare
la trasparenza. Se il cristalline, che dovrebbe essere
trasparente, diviene opaco a causa di alcﬁne
eziologie, la quantitid di luce in grado di raggiungere
la retina, comunque, diminuisce. Quindi generalmente
l'acutezza visiva, attraverso il c¢ristallino, si
deteriora a seconda del grado di opacita indotta.
Poiché 1l'eziologia dell'incidenza dell'opacita del
cristallino & diversificata, & abbastanza difficile
trattarla in modo generale. Uno dei meccanismi
proposti & che le proteine del cristallino solubili in
acqua, della membrana e insoclubili in acqua, sopra
descritte, che contengono un numero notevole di gruppi -
S-H (gruppi tiolo), che vengono trasformati in legémi

5-5 per mezzo di reazioni di ossidazione biologica,

danno luogo alla formazione di prodotti di
aggregazione insolubili, che portano
all'opacificazione del cristallino. Ltaltra

spiegazione pil attendibile & che le proteine sopra
menzionate reagiscano con gli zuccheri, non
enzimaticamente ed irreversibilmente, dando luogo alla
formazione di una miscela di reazione detta prodotti

di Amadori, le cui reazioni sono reazioni generali tra



- 4 - Ing.Barzand & Zanardo

i gruppi amminici delle proteine ed i gr@ppi
|

L di

[

Mailard. Tale reazione di Mailard viene consideﬂata

carbonilici degli zuccheri, note come reazione

come la reazione chiave del processo d'invecchiamenlto.
I

Questa spiegazione & considerata una delle possi&ili

|
spiegazioni dell'eziologia dell'opacita del

eristallino. f

Esempio tipico di malattia associata all'opaciti hel
, N

cristallino, & la cataratta, che pud essere distinta

in cataratta congenita e cataratta acguisita. ! La

seconda pud essere ulteriormente classificata come
I

cataratta senile, cataratta traumatica, catarﬁtta

diabetica e altre. In ciascun tipo di cataratta,' la

formazione dei prodotti di Amadori viene consideﬂata

|
I
una causa dell'opacita. |
|

Un problema certamente evidente & «che, 1in quﬁsto
[
campo, non -] stato ancora determinato alcun
|
[
trattamento terapeutico per la prevenzione

dell'opacita del «cristallino o per la riduzione

|
dell'opacitd, se essa si presenta. Questo indica che,

s oas . - N
per quanto riguarda l'opacificazione del cristallino,
[
. . . . - t
molti problemi non sono stati ancora risolti, compreso

|

|
tra questi, la cataratta e quindi agenti specifici per

|

|
la prevenzione ed il trattamento dell'opacitda idel
|

|
cristallino non sono stati sviluppati. Quindi vengono
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b

correntemente impiegati agenti che esercit?no

significativi effetti solo nel recuperoc della acutezza

|
b

visiva e nel bloccare lo sviluppo dell'opacificaziohe.

|

Obbiettivo della presente invenzione & di fornire' un
\

= - . !
agente capace di prevenire e trattare in modo efficace
\

l'opacita del cristallino, sulla base di gquanto éié
|
noto nella tecnica e sopra descritto. f
i
|

Un altro obbiettivo della presente invenzione & 'di

|
fornire un agente prive di tossicitid o di effetti
|

collaterali, poiché tali agenti dovrebbero essére

L . |
somministrati per lungo tempo.

ila
|

presente invenzione & formulata in modo tale ; da

Allo scopo di raggiungere i suddetti obbiettivi,

fornire un agente per la prevenzione ed il trattamehto

dell'opacita del cristallino, égente che contiehe, -

|
quale componente efficace, un composto organico del

germanio rappresentato dalla formula:

|
Rt R3 {
| I ' f
(Ge - C - CH - COX)203 (1)
l j
Rz |
[ﬁove RI_RB rappresentanc atomi di idrogeno, gru?pi

|
alchilici inferiori, che possonoc essere uguali tra
) |

. , L . . i
loro o differenti, scelti in un insieme comprendente
|

il gruppo metile, 1l'etile, ecec. o gruppi fen;li

sostituiti o non sostituiti;
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f

X rappresenta un gruppo ossidrile, un gruppo o-alchile
|

. . .. - o
inferiore, un gruppo amminico o© un 0O Y (dove, Y

rappresenta un metallo quale il sodio, il potassio,

ecc. 0 un composto avente un gruppo basico quale il

|
i
lisozima e un ammincacido basico, ecc.)]. |
Allo scopo di raggiungere i suddetti obbiettivi,?la

presente invenzione & realizzata in modo tale ida
|

i
fornire un agente per la prevenzione ed il trattamento

|
.

dell'opacitad del c¢ristallino, agente <che contiehe,

quali componenti efficaci, il composte organico Bel

\
germanio rappresentato dalla formula (1) e

l'amminoguanidina.

Allo scopo di raggiungere 1 suddetti obbiettivi, la

presente 1invenzione & realizzata, inoltre, in modo
|

.

|
tale da fornire un agente per la prevenzione ed| il

trattamento dell'opacitd del c¢ristallino, agente ghe

contiene, gquali componenti efficaci, il compo;to
organico del germanio rappresentato dalla formula kl)
e specifici derivati della fenossazina.
Breve descrizione delle Figure. - i
La Fig.1 & un grafico che mostra 1lo stato ?di
sopravvivenza in topi affetti da senilita acceleratg.

La Fig.2 & un grafico che mostra un confronto de}lo

stato di sopravvivenza tra il gruppo trattato con

gocce oculari ed un gruppo di controllo.
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La Fig. 3 @& un diagramma che mostra la distribuzigne
percentuale dei sintomi nel cristallino.
La Fig. 4 & una fotografia di un cristallino opaco. di
un animale, prima del trattamento con le gocce
oculari.
La Fig.5 & una fotografia dello stato dello stesso
cristallino dell'animale in Fig.4, un mese dopofil
trattamento con gocce oculari.
La Fig.6 & un grafico che mostra il progresso neila
formazione di prodotti di Amadori da albumina di siero
bovino e D-glucosio, e l'effetto dell'agente della
presente invenzione sulla formazione di prodotti.di
Amadori da albumina di siero bovino e D-glucosio.
La Fig.7 & un grafico che mostra l'effetto dell'agente
della presente 1invenzione sui prodotti di Amadsri.
ottenuti da albumina di siero bovino e D-glucosio.
Le Figure dalla 8 alla 13 mostranoc la distribuzione
percentuale dei sintomi nel c¢ristallino, in ciasgun
gruppo trattato con gocce oculari. '
Le Figure dalla 8 alla 10 mostrano i risultati della
somministrazione delle gocce oculari, contenenti:il
presente agente, a gruppi di topi aventi un'eta
superiore ad un mese.
Le Figure dalla 11 alla 13 mostrano i risultati de}la

somministrazione delle gocce oculari, contenenti il
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presente agente, ad animali di et3d superiore ai: 5
mesi.
La presente invenzione sari ora spiegata in dettaglio.
L'agente per la prevenzione ed il trattamanto
dell'opacita del eristallino contiene, quale

componente efficace, il composto organico del germanio

rappresentato dalla formula (1): .

R3

I ;
CH - COX)203 (1)

3
0]
g—0—p

Per prima cosa saria illustrato il composto.

La struttura principale del composto & costituita‘da
un acido germilpropionico in cui l'atomo di germanié &
legato ad un derivato dell'acido propionico avente tre’-

sostituenti R R e R ed un gruppo funzionale

1’ 2 3
contenente ossigeno, ciod O0X, e gli atomi di germanio

1

della struttura principale sono legati agli atomi di

ossigeno in un rapporto 2:3.

Ognuno dei sostituenti Rl-R3 rappresenta un atomo‘di
idrogeno, un cosiddetto gruppo alchilico inferiore,
ciodé un gruppe metile, un etile, un propile, 'un

butile, ece¢. © un gruppo fenile sostituite o non

sostituito; 1l sostituente X rappresenta un gruﬁpo

ossidrile, un o-alchile inferiore, un gruppo amminico
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o un o"y" che rappresenta il sale dell'acido

|

carbossilico. Il sostituente Y rappresenta un metallo

quale il sodio, il potassio, e simili, (il metalle 'non

€ necessariamente monovalente), ©o un composto basico
rappresentato da un amminoacido basico e simili, qﬁali
il lisozima © la lisina.

I sestituenti Rl e R2 ed il sostituente R3 sono legacti

all'atomo di germanio, rispettivamente, in posizione &
e f. Quindi gli esempi di composto organico del

germanio da impiegare, 1in accordo con la presente

invenzione, sono qui di seguito illustrati:

(Ge - CHz - CHz - COOH )03 (1-1)
CHs
(Ge - (IZH - CH2 - COOH )203 - 2-2)
o ;
(Ge - CHz - C‘H - COOH )203 . (1-3)
CHs
(Ge - CH - éH - COOH )203 (1-45
s
o .
(Ge - <I: - CHz - COOH )20 (1-5)
éH3
(Ge - CH - CHz - COOH )203 (1-6)

|
CsHs



3
- 10 =~ Ing.Barzand & Zanardo

CHs
(Ge - CH - ICH - COOH )203 (1-7)
é.‘sHs . '
(Ge - CH2 - CHz - COOCHs)203 (1-85
(Ge - CHz - CHz - CONHz2)203 (1-9)

(Ge - CHz - CHz - COO Nat)203 (1-10)

I composti organici del germanioc aventi le suddette

strutture pessono essere preparati mediante vari

procedimenti.
Il composto in cui X & un gruppc OH nella formula (1)
pud essere preparato per esempio, come mostrato nella

seguetite reazione:

Ri Ra Rt R3 :
I ! H20 I ! -

ClsGe - C - CH - COOH —~ (Ge - C - CH - COOH)20s
| : :

|
Rz {2) R2

Si pud cioé& idrolizzare un acido trialogenogermil
propionico, in cui i sostituenti Rl-R3 sono stati
preliminarmente introdotti, ciéé un a%ido
triclorogermilpropionico (2) ed analoghi’.

D'altra parte il composto in cui X & un gr@ppo
O-alchile inferiore pud essere ottenuto, per esemﬂio.
per reazione del cloruro di tionile, ecc., con; il

suddetto composto (2} in modo da trasformare tale

composto nel corrispondente alogenuro dell'acido e per
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successiva reazione con l'alcol, corrispondente 'al
suddetto gruppo Q-alchile inferiore, seguita da
idrolisi del prodotto risultante. Il composto :di
formula (1), in cui X & un gruppo NH2, pud essere
ottenuto, per esempio, per reazione del suddetto
alogenuro dell'acido con ammoniaca, seguita poi da
idrolisi.
Il composto di formula (1), contenente il gruﬁpo
COO_Y+, gquale sostituente X, in cui Y & un metallo,
pud essere ottenuto, per esempio, per reazione di un
idrossido del metallo con il suddette composto (%).
mentre il composto contenente, come sostituente Y,fun
gruppo basico, pud essere soggetto ad una reazi&ne
acido—-base nota.
I composti organici del germanio, ottenuti nei médig
sopra indicati, sono sottoposti ad analisi strument%le
per ottenere gli spettri di risonanza magnetica
|

nucleare (NMR) e di assorbimento infraresso (IR), ed i
risultati supportano in modo netto il fatto che téli
composti possano essere rappresentati -dalla formula
(1).

Le suddette formule rappresentano i composti organ%ci
del germanioc allo stato cristallino, composti che,Jin
soluzione acquosa, si 1idrolizzano, formando legémi

germanio~ossigeno. Il suddetto composto (1%1)
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t

i
trasforma, per esempioc, la sua struttura originaria

nella seguente struttura:

OH
f
‘HO-Ge - CHz - CH: - COOH
[
CH

Tra i suddetti composti, il composto (1-1) pud essere
preferito proprio perché facilmente disponibile.
L*amminoguanidina, impiegata nella presente

invenzione, & rappresentata dalla seguente formula:,

NHz - C=NH '
I
NHNHz

ed & un composto noto come un reagente fortemente

nucleofilo.

Il derivato della fenossazina, da utilizzare secoﬁdom
la presente invenzione, & rappresentato dalla segueﬁte

|
struttura principale: ‘

N
@ \
O k

e piQt precisamente @& l'acido 1-idrossi-5-osso—$H—

i
+

o~ NS ' F

pirido(3,2-a)fenossazina-3-carbossilico {(denominazione

generica: pirenossina) di formula:
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0 pud essere preferibile un suo sale con un metallo

guale il sodio, il potassio e cosi via.

|
Questo composto & stato convenzionalmente impiegato

per il <trattamento della cataratta. I risultati di

tale trattamento sono stati riportati in laveori
accademici (vedi per esempio Japanese Cliniéal
Ophthalmology 11:272, 1957). 1

Gli altri derivati della fenossazina, rappresentati
dalla suddetta formula di struttura principale, sbno
pubblicamente descritti nella pubblicazione éel

brevetto giapponese N, 10570/1980. !

L'agente per la prevenzione ed il trattamento’.

dell'opacitad del c¢ristallino, secondo la preseﬁte

invenzione, contiene quale componente efficace il

composto organico del germanio sintetizzato nel m@do

prima vistoe, o 1l composto organico del germanio

insieme con l'amminoguanidina sopra menzionata, o,1il
I
composto organico del germanio ¢on 1l derivato de;la

1
fenossazina sopra descritto; essi pOosSsono essere
preparati sotto forma di gocce oculari,

preferibilmente insieme con composti noti quéli

l'acido borico, il cloruro di sodio, l'idrossido di

I
I
1
|
I
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sodio, il cloruro di benzalconio, l'acido
&-amminocaproico, l1'acido metil p—ossiamminobenzo;co
ed il clorobutanolo.
La solubilitid del composto organico del germanio e
degli analoghi, quali componenti efficaci della
presente invenzione, pud essere aumentata impiegahdo
gocce oculari basiche.

Poicheé il composto organica del germanio, quale

componente efficace della presente invenzione,

presenta delle caratteristiche di tossicita

1

estremamente bassa e pochi effetti collaterali, ' 1la

quantita da impiegare nelle gocce oculari pud essere
determinata in maniera relativamente libera. Tale

quantitad sari prevista nell‘'intervallo, per esempio,

0,5 - 6 %, rispetto alla quantitd totale di gocce

oculari. In alternativa, per la goccia oculare
contenente, quali agenti principali, il compoSto
organico del germanio e l'amminoguanidina, il composto

organico del germanio viene impiegato in una quantita

-5 -7 . : ‘
compresa tra 10 e 10 circa, rispetto al contenuto

in amminoguanidina.

Le pgocce oculari contenenti il composto organico del
'

germanio e il derivato della fenossazina, quali agenti

principali, possono essere preparate in modo tale che

1 ml di goccia occulare contenga 5-500 mg del compoéto
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organico del germanio e 0,05-0,5 mg del derivéco

fenossazinico.

I derivati della fenossazina sono stati impiegati nel
|

trattamento della cataratta per un lungo periodo:di

tempo e ne & stata quindi valutata e verificata:la

sicurezza.

Inoltre l'agente contenente il composto organico del

germanio e l'agente contenente il derivato
fenossazinico possono essere preparati in anticipo e

separatamente, e possono poi essere mescolati per
|

preparare ltagente della presente invenzione, a

]

seconda delle necessita.
La prova degli effetti dell'agente della presente
invenzione, effettuata su topi affetti da senilita

accelerata e suscettibili di opacitia del cristalliﬁo,.“

|

indica la presenza di effetti, quali la diminuzione
del numero di occhi che presentanoc opacitad e l'aumento

di occhi +trasparenti, dovuti all‘'azicne delle pgocce

oculari contenenti l‘agénte della presente invenzione.

Gli esperimenti in vitro, impiegando ‘un

o, -cristallino, ottenuto da cristallino di bovinoi e
’ |

glucosio dimostrano che il presente agente contenente,

quale componente efficace, il composto organico del
germanio descritto sopra o contenente 1l composto

organico del germanio e l'amminoguanidina, pud
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]
prevenire l'opacificazione del c¢ristallino o ridu?re

|
l'opacitd nel cristallino, bloccando la formazione dei

prodotti di Amadori e decomponendo tali prodotti, hna

volta formati, in sostanze ad inferiore p%so
|
molecolare. [
|
. . . . . | .
La presente invenzione sarid ora spiegata nei seguenti
1
esempi. |
3
i
ESEMPIO 1 |
1
(1) Procedimento
Diciotto topi, affetti da senilita accelera#a,

|
dell'eta di 10 mesi (5 maschi e 13 femmine) furono

|
suddivisi in due gruppi; ad un gruppo costituito da'l0

|

i
topi fu somministrata una sola goccia oculare

dell'agente della presente invenzione che contenevajil

|
composto organico del germanio {(1-1) in un rapporto,

{
del 4%, 4 volte al giorno, per 6 giorni alla

settimana, per oltre 123 giorni, mentre l'altro grubpo
f

di 8 topi fu impiegato come gruppo di controllo, sehza
|

somministrazjone di gocce oculari. I due gruppi furono

I cristallini di ciascun soggetto furono esaminati| al
|

tenuti ed alimentati in condizioni identiche.

microscopio, mentre il soggette si trovava soﬁto
i

anestesia per iniezione intraperitoneale di 0,7 mlkkg

|
di sodio nembutal. L'esame fu eseguito quattro volte,
|

¢cioé prima dell'inizio dell'esperimento e dopo 39,}78
|

|
i
|
|
|
i
|
\
|
1
i
1
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|

e 123 giorni dall'inizio. i
|
|

(2) Risultati

|
Sopravvivenza dei topi affetti da seniliti accelerata.

Prima dell'inizio degli esperimenti.il numero totale
|

di topi affetti da senilita accelerata era di 18, cbme

mostrate in Fig.l. Il numero totale di sopravviss;ti

mostrava una graduale diminuzione fino all'eta diglz

mesi, cioé una diminuzione dal giorno 1 al giorno %9,

ed una diminuzione ulteriore di 5 unitad al giorno %8.

|
Il numerc dei sopravvissuti mostrava, comunque, una
|

|
rapida diminuzione dall'etd di 14 mesi, corrispondente
|

al giorno 123, in poi. Il numero totale Fei

|
sopravvissuti era cioé diminuito della metd o piif.
|
Fu poi confrontata la sopravvivenza al giorno 123 tra
]
|

il gruppo trattato con le gocce oculari e il gruppo:di'-

l
controllo. Come mostrato in Fig.2, nel gruppo trattato
[

|
con le gocce oculari fu rilevata la morte di 3 topi,su
i
10, mentre nel gruppo di controllo fu rilevata i la
I
morte di 6 topi su 8. Quindi risultd chiaramehte
|

dimostrato che il gruppo trattato con le gocce cculari

presentava una maggiore sopravvivenza.

Sintomi presenti nel cristallino di topi affetti'da

senilitd accelerata e stato di sopravvivenza i
|
I cristallini dei topi, affetti da senilita acceleréta

dell'etd di 10 mesi furono sottoposti ad esame
|
|
|
|
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microscopico. Fu conseguentemente osservata ;na
soggettiva differenza nell'incidenza
dell'opacificazione del cristailino. Le condizionijdi
opacita del cristallino furono eclassificate in <tre
tipi: cioé& trasparenza, indurimento del nucleo: e
opacita. Il cristallino trasparente non presenta alpun
sintomo anormale e quindi, attraverso esso, &
possiSile osservare i vasi della retina. In '"'un
cristallino, in cui & stata diagnosticata l'insorgenza
di indurimento del nueleo, tale indurimento del nucleo
si insinud nello strato intermedio corticale, seguito
da cerchi concentrici sotto forma di leggere onde
sulla superficie polare. Da un punto di vista
istologico, fu osservato un certo strato di
delimitazione con diverse proprietid di responso aila\
celorazione, tra la regione circostante il nucleo e:lo
strato superficiale corticale, e furono osservate, a
lato dei c¢erchi concentrici, porzioni di diverse
dimensioni, rientranti o sporgenti .La diagnosi Idi
opacitad del cristallino fu invece fatta basandosi
sull'osservazione dell'insorgenza di opacita di fo?ma
assiale nella normale corteccia. Tra questi non si
osgservarono notevoli opacitd del c¢ristallino prima bel

giorno 78 dall'inizio degli esperimenti.
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Effetti dell'agente della presente invenzione,

somministrato per mezzo di gocce oculari.

La Tabella 1, sotto, mostra i risult;ti
dell'osservazione del cristallino nel gruppo trattéto
con gocce oculari e nel gruppo di controllo, prima
dell'inizio dell'esperimento, e ai giorni 39, 78 e i23
dall'inizio. ‘
TABELLA 1

Gruppo trattato

0 39 78 123 giorni

Trasparenza 3 0 4 ¢ occhi
Indurimento del nucleo 13 186 ] 9 !
Opacita 4 2 '] 3

Gruppoc di controllo

0 39 78 123 giorni-.

Trasparenza . 3 0] C 0 occhi
Indurimento del nucleo 11 12 & 2
Opacita 0 o} .} 2

La figura 3 mostra le percentuali di osservazioni dei
suddetti cristallini. Nel gruppo trattato con goéce
oculari la proporzione di cristallini opachi)che era
del 20% prima della somministrazione delle gocce
oculari, diminui all'll%; la proporzione di

|
cristallini trasparenti)che era del 15% prima delle
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gocce oculari, diminuil a 0 al giorno 39

successivamente aumentd fino al 38% al giorno 78. Come
|

sopra descritto, gli effetti delle gocce oculéri,

|
contenenti l'agente della presente invenzione, sono
[
chiaramente dimostrati. I

|

|
Al contrario, nel gruppo di controllo, la proporzione

i
di occhi trasparenti diminul, mentre quella di occhi

|
opachi aumentd all'aumentare dell'eta. L'inasprimento

i

. N N . - |
dei sintomi risultd notevole. |
[

Le Fig.4 e 5 mostrano il confronto con gli eff%tti
|
rilevati, in seguito alla somministrazione dell'ag%nte

della presente invenzione, nello stesso campione' di
I

[
occhi. !
[
Il ecristallino in Fig. 4 mostra una leggera opacita, e
t
lo stesso cristallino, un mese pid tardi in Fié.sf

mostra, per guanto riguarda la trasparenza, un

|
considerevole miglioramento. :
]
Grazie alle gocce oculari si rilevarono miglioraménti

I
anche di sintomi locali: la diminuzione nel numero di
|

- |
cerchi concentrici, che fu osservata nei cristallini
|

in cui era stato diagnosticato un indurimento  del
' i
nucleo, e 1la diminuzione del cambiamento dqlla

struttura arcuata equatoriale, cioé& della deformazione

della curvatura del cristallino dovuta all'eta.

i
|
|
|
|
I
|
|
|
|
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ESEMPIGC 2

(1) Procedimento

Procedimento che utilizza A-cristallino di bovino.

Uguali quantita, 20 mg/ml, di e&-cristallino, ottenuto
da c¢ristallince bovino {(prodotto dalla Sigma Co.); e
200 mM di D-glucosio furcono mescolate e 100 microlipri
della miscela risultante furono posti in una piasfra
da microtitolazione a 96 pozzetti. In ogni pozzeﬁto
furono poi aggiunte le soluzioni di 200 mM di cloruro
di amminoguanidina e 20 mM di composte organico del
germanio (1-1) sopra descritte, diluendo 5 volte per
ogni diluizione, <con il metodo di +titoclazione a
compartimento chiuso. Una porzione di 7 microlitri di
soluzione fu presa da wun pozzetto, dopo il tempo
prefissato, e diluita con 133 microlitri di un tampone’.
fosfato 50 mM, Quindi la scluzione diluita fu postalin
una c¢olonna TSK-G30008SW, munita di un sistemaf a
cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC), a
cui furocono collegati, per una rivelazione simultanéa,
un rivelatore di fluorescenza, per una lunghe;za
d'onda di eccitazione di 350 nm ed una 1unghe;za
d'onda di fluorescenza di 440 nm, ed un rivelatsre
ultravioletto per 280 nm. '

In tal modo i prodotti di Amadori, ottenuti dall'i*—

cristallino e dal D-glucesio, furono raccolti, 1ava#i,
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. . . M . |
e successivamente risospesi in 0,% mol di tampone

fosfato e risuddivisi in piastra da microtitolazione a
|

|
96 pozzetti, 1in modo da esaminare gli effetti del
composto organico del germanio (1-1) ; e

dell'ammincoguanidina.
i

Procedimento che utilizza albumina di siero boving.

Uguali quantitda, 200 mg/ml, di albumina di siero

bovino in tampone fosfato 0,5 M (pH 7,4) e 400 mM! di

D-glucosio furono mescolate e ad esse furono poti

aggiunte 3 mM di NaN3 . L'amminoguanidina e il

i
. . - [
composto organico del germanio (1-1), sopra descritti,
|
furono preparati separatamente e in modo che le loro
f
concentrazioni fossero uguali ad un certo numeroldi

concentrazioni prefissate, secondo il metodo della
|

|
titolazione in compartimento chiuso, e furono quindi.

|
aggiunti alla suddetta soluzione. Impiegapdo

- - - I3 [
l'intensita della fluorescenza come indicatore, furono

|
esaminati i loro effetti sulla formazione dei prodotti

. f

di Amadori. In alternativa una miscela di albumina’ di
|
|

siero bovino e di D-glucosio fu riscaldata a 37°C, per

un lungo periodo di tempo, per ottenere i prodotti di
‘ !
Amadori. L'aggiunta del composto organico del germahio
{(1-1) e dell'amminoguanidina fu effettuata duranteiil
processo di riscaldamento e successivamente fu

effettuata nel tempo, tramite HPLC, la misurazione per
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valutarne gli effetti.
(2) Risultati |

Procedimento che utilizza ol-cristallino bovino.

Sebbene la somministrazione di wuna dose di spla
amminoguanidina, ad una concentrazione inferiore,
abbia piuttosto promosso la formazione di prodotti di
Amadori, & stato chiaramente dimostrato che l'ageﬁte
della presente invenzione, contenente 1l composto
organico del germanio {1-1), da wuna pil bassa
concentrazione ad una pid alta, era efficace ;nel
sopprimere 1la formazione dei prodotti di Amado%i.
Inoltre l'agente della presente invenzione, contenehte
il composto organico del germanio (1-1) e
l'amminoguanidina, soppresse la formazione dei
prodotti di Amadori che era stata osservata nel gruppc
a culi era stata somministrata la sola amminoguanidiha.
In aggiunta, il grado di formazione dei prodotti di
Amadori era inferiore per tutto l'intervallo ;di
concentrazione, nel suddetto gruppo rispetto ‘ai
controlli positivi.

Una dose di sola amminoguanidina di 40 mM o 200 mM

risultd efficace nei confronti della solubilizzazione

reversibile dei prodotti di Amadori prodotti dali'e(

-¢ristallino. Ltagente della presente invenzione,

contenente il composto organico del germanio (1-1),
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I
risultd efficace ad wuna concentrazione di 20 mM e

l'agente della presente invenzione, contenente il
composto organico del germanio (1-1) ., e
l'amminoguanidina, risultéd efficace a basse

concentrazioni, rispettivamente, 800 microM e ?25
microM. :

I risultati sono parzialmente mostrati in Tabella 2L

I dati in Tabella 2 rappresentano i wvalori integréli
dell'intensitda della fluorescenza misurata da :un
rivelatore di fluorescenza c¢on lunghezza d'onda idi
eccitazione a 350 nm e lunghezza d'onda ;di
. fluorescenza a 440 nm.

TABELLA 2

Amminoguanidina

cloridrata {(nM) (e
0 4 20 ;
Composgo 0. 825+ 812 368
{1-1) 0,010240 407 352 263
{microM) 0,051200 321 390 232

Il valore ottenuto con il solo & -cristallinoc fu 137.
Il valore marcato con l'asterisco * fu ottenuto quando
del D-glucosio venne aggiunto all' gl-cristallino.

Procedimento che utilizza albumina di siero bovino.

Fu confermato che 1l'albumina di sieroc bovino e il

D-glucosio formavano prodotti di Amadori di intensita
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I
4 . .
di fluorescenza superiore a 4 X 10 per S50 giorni. Il

sistema sperimentale fu analizzato tramite HPLC & i
I

risultati mostrano un notevole aumento di quantit% di

|
dimeri e trimeri dell'albumina di sierc bovino. !

Al sistema fu aggiunto 1l'agente della presente
|

invenzione, contenente il composto organico bel
germanio (1-1) (4 mM) e l'amminoguanidina (200 m%),
che portd ad una significativa soppressione de?la
formazione di prodotti di Amadori.

i

La cooperazione tra il composto organico del germanio

(1-1) e 1l'amminoguanidina fu confermata, in accordo
i

con i risultati. I risultati sono mostrati in Figl6.

Il sistema sperimentale fu sottoposto ad analisi

|
mediante HPLC ed i picchi corrispondenti ai dimeri e
|

ai trimeri dell'albumina risultarono inferiori, mgnire'-

:
apparve un picco corrispondente a sostanze a pil basso

i
peso molecoclare.

Una miscela di albumina di siero bovino e @ di

|
D-glucosio fu riscaldata a 37°C, per 9 settimane, ber

i

fdi

ottenere wuna quantitd sufficiente di  prodotti

: i
Amadori, e ad essa fu aggiunto l'agente della presente

) - - - '
invenzione, contenente il composto organico del

germanio (1-1) (20 mM) e l'amminoguanidina (200 mM).

1
Come mostrato in Fig.7, fu osservata una significat@va

i
soppressione della formazione dei prodotti di Amadoﬁi,

1
!
[
|
i
f
|
|
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che indica la presenza, anche in questo sistema,:di

un‘azione di cooperazione tra il composto organico del

germanio (1l-1) e l'amminoguanidina. '

Quande il sistema fu sottoposto all'analisi framite
|

HPLC, il picco corrispondente ai trimeri dell'albumina

risultd essere divenuto il picco principale ed appa#ve
il picco corrispondente a sostanze di pid basso peso

molecolare, mostrando un picco di assorbimento
H

ultravioletto intenso ed una diminuita fluorescenza.
Questi risultati indicano che 1a formazione dei
i

prodotti di Amadori era statawvalterata e che ‘le

proteine che ne costiftuivanoe la struttura, si erano

trasformate in sostanze a pik basso peso molecolare.

Furono impiegati, quali animali da esperimento, topis_
|

affetti da senilitad accelerata: dodici topi di un mése

t
d'etd e dodici topi di 5 mesi. I due gruppi di eta

|
furono divisi in tre gruppi. Al gruppo 1 fu data'la

i
soluzione contenente 0,05 mg/ml dell’ acideo
i

l-idrossi-5-0osso-SH-pirido(3,2-a)fenossazina-3- ;

- - - 3 - - - E
carbossilico (denominazione generica: pirenossina) . (a
i

cui si fara riferimento, da qui in poi, come a@la

soluzione di pirenossina); al gruppo 2 fu data sia gna

soluzione al 4%, contenente il composto organico del

germanio (1-1)} (a cui ci riferiremo come alla
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soluzione Ge), sia la soluzione di pirenossinaj; :al
gruppo 3, quale gruppo di controllo, fu somministrata
una soluzione placebo di acqua distillata contenente
un agente di soppressione dell'attivita superficiaﬂe.
La somministrazione fu realizzata tramite gocce
cculari, 4 volte al giorne, 6 giorni alla settimana.
Prima dell'inizio della somministrazione delle gocce,
ed ai giorni 30, 60, 890 e 120 dall'inizio, fu indotta
la midriasi, impiegando del Midorin P {nome del
prodotto), in tutti 1 soggetti sotto anestesia ﬁer
iniezione intraperitoneale di 0,7 ml/kg di so&io
nembutal, prima di osservarne il cristallino aylo
stereomicroscopio.

In questo esempio il cristallino dei topi, affetti da
senilita accelerata, pud essere classificato, a grandi"
linee, secondo quattro voci:s cioé, trasparen%a,
formazione di cerchi concentrici, distorsione . e
opacita corticale. Con il +termine "“trasparenza" ;si
intende lo stato in cui noen sonc presenti ﬂel
cristallino sintomi anormali ed in cui guindi,
attraverso esso, sSi possono osservare i vasi della
retina; con il termine *formazione di cerdhi
concentrici" si intende lo stato in cui si osserv%no
sul eristallino da 2 a S5 anelli in cerchi concentriai;
con il termine "distorsicne" si intende l'incideﬁza
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]

+ ! k3
della distorsione dell'immagine sul fondo dell'ccchio
a causa della rifrazione anormale del cristaliino; con
il termine opacitd corticale si intende 1l'incidenza
dell'opacita a forma di cuneo o diffusa.

Due di tali sintomi, la formazione di cerchi
I
1

concentrici e la distorsione, furono
£3 - E . I 13 -‘

contemporaneamente rilevati in alcuni cristallini ed

in questi c¢asi, il sintomo che mostra i pit forti

cambiamenti fu scelto come sintomo anormale.

1. Esperimenti di somministrazione di gocce oculari a

partire da 1 mese dalla nascita.

Occhi di topi di un mese d'etia e affetti da seniliti
accelerata, furono esaminati prima d%lla
somministrazione delle gocce oculari. La maggior p&rt?
degli oc¢chi, compresi quelli del gruppo di contggilo;-
presentava un c¢ristallinoc trasparente senza a#cun
sintomo ancormale; in un soggetto del gruppo 2 ( a cui

t

sono somministrate, nello stesso tempo, la soluzione

pPirenossinica e la soluzione Ge) fuéono

contemporaneamente rilevate una debole opacita
|

corticale e nessuna anoftalmia dell'occhio.

L'esame che fu effettuato il giorno 30, dall'ini;zio

della somministrazione delle gocce oculari, dimo;tré

che l'opacita corticale osservata prima della

somministrazione delle gocce oculari, era scomparsa.
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|

Inoltre, in un occhio del gruppo 1 ( gruppo a c@i &
. - k] J

somministrata la soluzione pirenossinical, in | un
4

occhio del gruppe 2 (somministrazione simultanea della

|
|
|

soluzione pirenossinica e della soluzione Ge) edtin
1

due occhi del gruppo 3 (gruppo di controlloe), eﬁano
i

presenti cerchi concentrici a forma di anello. L'esame
|
|

effettuato al giorno 60, dall'inizio del trattamento

con gocce oculari, indicd che, in un occhio del gruppo
|

1 ed in 4 occhi del gruppo 3, erano state osser%ate

|
anormalita del c¢ristallino quali 1a formazione di

i

cerchi concentrici e la distorsione. |
|
L'esame effettuato al giorno 90, dall'inizio Idel

trattamentoc con gocce oculari, indiecd che i 6 occhi

¢on cristallino trasparente del gruppo 1, presentaﬁano

I
la formazione di cerchi concentrici (in 4 occhi) e di-_

distorsione (in 2 oechi), il che sta ad indiﬁare

l'insorgenza di una cataratta ad uno stadio iniziale.
|
i

Quattro occhi del gruppo 3 con eristallino distoﬁto,

non presentarono alcun cambiamento rispetto ai sintomi
\
|
\

[N

osservati nel precedente esame. Al * contrario

i

cristallini del gruppo 2 erano in buone condizioni @ i
t

cristallini furono cosl diagnosticati trasparenti.

t

f

L'esame effettuatoe al giormo 120, dall'inizio del

I
trattamento, mostrd che la distorsione, che era stata

osservata in due occhi del gruppo 1 al gioerne 90,

|
|
|
|
|
I
|
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scomparsa. La distorsione era scomparsa anche da Lno
dei 4 c¢ristallini del gruppo 3, in cui era stato
diagnosticato uno stato di distorsione. Tali risultati
indicano c¢che la distorsione nel g¢ristallino non pud
essere generalmente fissata. Nel gruppo 2 un animélé
mori durante gli esperimenti, ma tutti gli altri tgpi
furono giudicati normali all'esame.

I risultati fin qui considerati sonoc mostrati nella
Tabella 3, sotto. I rapporti tra ciascun sintomo ed il
totale sono mostrati nelle figure dalla 8 alla 10.

Si potrebbe dire che questi esperimenti dimostrano

l'effetto di prevenzione dell'agente della presente

invenzione.

TABELLA 3
Sintomi ;
Prima dell'inizio Giorno 30 Giorno 60
del trattamento
Gruppo trattato 1 2 3 1 2 3 1 2 3.
N. di occhi 6 7 4 6 7 4 6 7 4,
Trasparenza 6 6 4 5 6 2 " 5 7 o
Formazione

di cerchi

concentici 0 0 0 1 1 2 0 o} Of

Distorsione 0 0o 0 0 0o o0 1 0o a4
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|

Opacita ‘
corticale 0 1 o] o ] o] 0 ¢ 0
|

Sintomi ;
|
Giorno 90 Giorno 120

\

Gruppo trattato 1 2 3 1 2 3
|

|

N. di occhi 6 7 4 ] 5 a;
{

Trasparenza o} 7 0 0 5 0

Formazione di cerchi

: i
concentrici 4 8] 0 6 O 1
Distorsione 2 0 4 o} 0 3;
|

|

Cpacitd corticale Q Q 0 o] o C

i
Esperimenti di_ somministrazione di_ gocce oculari_a
|

|
partire da 5 mesi dalla nascita.

. . . . . . |
Una traccia di cerchi concentrici, sotto forma di uno
!

¢ due anelli, cominciava gii ad apparire intorno ' al'.

t

i
cristallino negli occhi di topi, affetti da senilita

L

accelerata e dell'eta di cinque mesi, ma |la

trasparenza del fondo dell'occhio fu comunﬁue

giudicata buona. Percid essi furono temporaneamehte
|

|
classificati come cristallini trasparenti, prima
dell'inizio del trattamento con gocce oculari. |

1
L'esame <c¢che fu c¢ondotto al giorno 30, dall'inizico
|

della somministrazione delle gocee oculari, mosFré

\
chiaramente in due cristallini . del gruppo 2 ed in 4
|

|
cristallini del gruppo 3, dei cerchi concentrici,
|
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mentre gli occhi del gruppo 1 non presentarono aléuna
variazione. ;
L'esame, condotte al giorno 60, dall'inizio della
somministrazione delle gocce oculari, mostrd che i
gruppi 1 e 2 presentavano buoni progressi, tanto che
tutti gli occhi dei topi furono c¢lassificati dome
trasparenti, mentre, in gquattro occhi del gruppo 3, si
era indotta la formazione di cerchi concentr%ci,
accompagnata da distorsione.

L'esame, condotto al giorno 90, dall'inizie della
somministrazione delle gocce oculari, mostrd, per
quanto riguardava i gruppi 1 e 2, l'insorgenzal di
notevoli cambiamenti che causavano formazione :di
cerchi concentrici (in 12 occhi) e distorsione {(in 2
occhi). Anche nel gruppo 3, venne diagnosticata, per 4'-
occhi, distersione ed un intenso cambiamento ﬂel
corrispondente cristallino.

Ltesame, condotto al giorne 120, dall'inizio della

somministrazione delle gocce oculari, mostrd la
formazione di cerchi concentrici ‘in tutti @ i
cristallini del gruppe 1 e del gruppo 2 (14
eristallini); in particolare la tendeﬁza
all'inasprimento di tale sintomo, accompagnata da

distorsione, fu osservata in 4 occhi del gruppo 1

(gruppo di somministrazione della soluzione
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pirenossinica). D'altra parte nel gruppo 3, gruppo di
controlilo, in uno dei quattro occhi, caratterizzati, da
distorsione, tale distorsione scomparve. Fu, comunque,
osservata l'insorgenza di opacita corticale in un
differente occhio, ad indicare un ulteriore progresso
della cataratta.
I risultati fin qui menzionati sono mostrati, sotfo,
in tabella 4. I rapporti tra ciascun sintomo ed il
totale sono mostrati nelle figure dalla 11 alla 13.
Si potrebbe quindi dire che questi esperimenti
dimostrano gli effetti del;'agente della preseﬁte
invenzione nel prevenire il progresso e hel
trattamento dell'opacita del cristallino.

TABELLA 4

Sintomi
Prima dell'inizio Giorno 30 Giorno 60:
del trattamento
Gruppe trattato 1 2 3 1 2 3 1 2 3
N. di occhi 6 8 4 6 8 4 6 8 4
Trasparenza 6 a8 4 6 6 0o 6 8 0:
Formazione

di cerchi

concentici o ) 0 0 2 4 0 o 0

Distorsione (o] o] o 0 0 0 0 0 4.
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Opacita
corticale 0 0 0 0 0 0 0 0 o
Sintomi j
Giorno 90 Giorno 12@
Gruppeo trattato 1 2 3 1 2 3
N. di ocehi 6 8 4 & 8 4
Trasparenza 0O o o0 o o0 o
Formazione di cerchi
concentrici 4 8 0 2 8 1
Distorsione 2 0] 4 4 0 é
Opacitid corticale ' O o o 0 0 1

Come chiaramente mostrato nell'esempio 3, 1l'effetto di
prevenzione o quello di blocco del progresso della
cataratta furono osservati su topi affetti da senilita
accelerata dei gruppi 1 e 2 e confrontati con quelli’.
del gruppo 3.

Per il gruppo a cui @& stata somministrata la sola
soluzione pirenossinica, comunque, fu osservata fla
presenza di un piccolo numero di topi con cataratta:in
stadio avanzato. Cio& 1 suddetti effetti non vahno
necessariamente indicati come effetti assoluti. Al
contrario nel gruppo 2, ciog2 nel gruppo a cui & st%ta
somministrata la combinazione della soluzione Ge e

della soluzione pirenossinica, tutti i cristallini

rimasero trasparenti per un lungo periodo di tempo.
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Oltre ai suddetti effetti, furono ottenuti notevéli
miglioramenti 1in quanto cristallini con gravi sintoﬁi,
per esempio, di opacitd corticale, recuperarono la
trasparenza.

Nel suddetto esempio, anche gli altri composti, oltre

al composto (1-1), una volta somministrati, mostrarono
effetti approssimativamente identici a quelli soﬁra
descritti.

La presente invenzione & come & stata descritta e
quindi l'agente della presente invenzione & un
eccellente agente per la prevenzione ed il trattamento

dell'opacitd del cristallino.

RIVENDICAZIONI

1. Un agente per la prevenzione ed il trattamento".
dell'opacitd del <cristallino, contenente quale
componente efficace un compesto organico del

germanio rappresentato dalla formula:

Ri Rs
. . |
(Ge - C - CH - COX)203 (1)
I
R2
[dove Rl—R3 rappresentano atomi di idrogeﬁo,

gruppi alchilici inferiori, <che possono essére

uguali tra loro o differenti, scelti in un insieme
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Oltre ai suddetti effetti, furono ottenuti notevéli
miglioramenti 1in quanto cristallini con gravi sintoﬁi,
per esempio, di opacitd corticale, recuperarono la
trasparenza.

Nel suddetto esempio, anche gli altri composti, oltre

al composto (1-1), una volta somministrati, mostrarono
effetti approssimativamente identici a quelli soﬁra
descritti.

La presente invenzione & come & stata descritta e
quindi l'agente della presente invenzione & un
eccellente agente per la prevenzione ed il trattamento

dell'opacitd del cristallino.

RIVENDICAZIONI

1. Un agente per la prevenzione ed il trattamento".
dell'opacitd del <cristallino, contenente quale
componente efficace un compesto organico del

germanio rappresentato dalla formula:

Ri Rs
. . |
(Ge - C - CH - COX)203 (1)
I
R2
[dove Rl—R3 rappresentano atomi di idrogeﬁo,

gruppi alchilici inferiori, <che possono essére

uguali tra loro o differenti, scelti in un insieme
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comprendente il gruppo metile, l'etile, ecc. o
gruppi fenili sostituiti o non sostituiti;: X
raponresenta un gruppo ossidrile, un grubpo

. . . .. -+
o-alchile inferiore, un gruppo amminico o un O Y

{dove Y rappresenta un metallo quale il sodio, il

potassio, ecc. 0 un composto avente un gruppo
|

basico quale il lisozima e un amminoacido basico,

ecc.)]. i

Un agente per la prevenzione ed il trattamento
dell'opacitd del cristallino, contenente quale
componente efficace un composto organico del

germanio rappresentato dalla formula:

Ri Rs
I | :
(Ge - C - CH - C0X)z203 (1)
| .
Rz ‘
Eﬁove RI_RS rappresentano atomi di idroge;o.

gruppi alchilici dinferiori, <c¢he possono essere

v

uguali tra loro o differenti, scelti in un insieme
comprendente il gruppo metile, l'etile, ecc._ o
gruppi fenili sostituiti o non sostituiti;' X
rappresenta un gruppo ossidrile, un gru;po
o-alchile inferiore, un gruppo amminico o un O%Y+
(dove Y rappresenta un metallo quale il sodio,:il

potassio, ecc. © un composto avente un gruppo

1
f
1
i
I
'
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. !

basico quale il lisozima e un amminoacido basico,
i

ecc.)], ;
e l'amminoguanidina.

Un agente per 1la prevenzione ed il trattameﬁto

dell'opacita del cristallino, secondo ;le

i
rivendicazioni 1 o 2, in cui il composto organico

del germanio rappresentato dalla formula (1) & il

P

composto in cui i sostituenti leRS sono idrogéni

e X & un gruppo ossidrile.
Un agente per la prevenzione ed il <trattamento
dell'opacita del cristallino, secondo le

rivendicazioni dalla 1 alla 3, dove l'agente viene

preparato sotto forma di gocce oculari, insieme a
componenti noti quali l'acido borico, il cloruro

di sodioc, l'idrossido di sodio o il cloruro ;di'-
[

benzalconio, 1l'acido E -amminocaproico, l'acido
1

metil p-ossiamminobenzoico, il c¢clorobutanolo e
]

cosl via. '
Un agente per 1la prevenzione ed il trattamehto
dell'opacita del <cristallino, contenente gquale

componente efficace un composto organico del

germanio rappresentato dalla formula:

Ri R3

| | 1
(Ge - C - CH - COX)2m (1)

| :

Rz |
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E?ove RI-RS rappresentanco atomi di idrogeho,
gruppi alchilici inferiori, che possono essere
uguali tra loro o differenti, scelti in un insiéme
comprendente il gruppo metile, l'etile, ecec. o
gruppi fenili sostituiti o non sostituiti; X
rappresenta un gruppo ossidrile, un gruﬁpo
o—alchile inferiore, un gruppo amminico o un O'f.Y+
(dove Y rappresenta un metallo quale il sodio, il
potassio, ecc. ¢ un composto avente un gruppo
basico quale il lisozima e un amminoacido basico,

.

ecc.)], '
e un derivato fenossazinico. ‘
Un agente per la prevenzione ed il trattamento
dell'opacita del cristallino, secondo la
rivendicazione 5, in cui il composto organico del'-
germanio, rappresentate dalla formula (1), & ‘il
composto in cul i sostituenti Rl_RS sono idrogéni
e X & un gruppo ossidrile.
Un agente per 1l1la prevenzione ed il trattamento
dell'opacita del ¢ristallino, " secondo le
rivendicazioni 5 o 6, in cui il derivato della

t
fenossazina & rappresentate dalla formula: !

t
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Cdove # & un atomo di idrogeno o un metallo anle
il sodio, il potassio e cosi vig].
Un agente per la prevenzione ed il trattamento
dell'opacita del ¢ristallino, secondo : le
rivendicazioni dalla 5 alla 7, contenente il Qale
sodico del composto organico del germanio é/o
quello del derivato fenossazinico.
Un agente per la prevenzione ed il trattamehto
dell'opacita del cristallino, secondo i le
rivendicazioni dalla 5 alla 8, agente che viéne
preparato sotto forma di gocce oculari, insiemé a
componenti noti quali l'acido borico, il cloruro
di sodio, l'idrossido di sodio o il cloruro - di
benzalconio, 1l'acido & ~amminocaproico, l'acido
metil p-ossiamminobenzoico, il clorobutanoclo e -
cosil via. |
Un agente per la prevenzione ed il trattameéto
dell'opacita del cristallino, secondo rle
rivendicazioni dalla 5 alla 9, in cui almeno .il
composto organico del germanio ed il derivato
fenossazinico vengono preparati separatamedte
nella formulazione voluta e tali formulazi&ni
risultanti vengono mescolate per essere
utilizzate, a seconda della necessita.
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