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FARMACEUTICKY PROSTRIEDOK OBSAHUJUCI AMLODIPIN, SPOSOB
LIECENIA A SPOSOB ZNIZOVANIA TLAKU

Oblast techniky

Predkladany vynalez sa tyka farmaceutickych prostriedkov a ich kombinacii

ur¢enych na lie€bu arterialnych srdcovych choréb a pribuznych ochoreni.

DoterajSi stav techniky

Ischemicka choroba srdca (CAD) je hlavnou pri€inou Umrtnosti vo vyspelom
svete a je tieZ spojend s vyraznou morbiditou. Pacient s ischemickou chorobou
srdca trpi niekofkymi sprievodnymi javmi zahrfiujicimi vysoky krvny tlak, diabetes,
dyslipidémiu, ktore zvySuju celkové riziko zlych vysledkov a komplikovaného
priebehu liecby.

Medzi antihypertenzitivnymi terapiami predstavuje lipofilny  blokator
vapnikovych kanalov (CCB) dihydropyridinového typu, amlodipinbesylat (AML), velmi
dobre zna$anliva zlG¢eninu so zavedenymi zaznamami o bezpeénosti a G&innosti pri
liecbe vysokého krvného tlaku a anginy. Potencialna terapeuticka uloha AML pri
lieCbe pacientov s ischemickou chorobou srdca bola nedavno opisana v $tudii
.Prospective randomized evaluation of the vascular effects of Norvasc® (AML) trial*
(PREVENT). Tieto trojroéné skusky vyhodnocovali tginky AML v porovnani s placebo
na vyvoj a postup aterosklerotickych Iézii vo vencovitych a karotickych tepnach
medzi pacientmi so zaznamenanou CAD (Byington R.P., Miller M.E., Herrington D.,
et al., ,Rationale, design and baseline characteristic of the prospective randomized
evaluation of the vascular effects of vorvasc trial (PREVENT)", Am. J. Cardiol. 1997,
80 : 1087 az 1090). Vysledky PREVENT preukazali pésobivé Gginky AML terapie,
zahriujucej celkom 30 % pokles hlavnych dokumentovanych pripadov alebo
procedur (Byington R.P., Chen J., Furberg C. D., Pitt B., ,Effect of amlodipine on
cardiovascular events and procedures." J. Am. Coll. Cardiol. 1999, 33 : 314 A a Pitt
B., Byington R.P., Hunninghake D. B., Mancini J., Miller M. E., Riley W., ,Effect of



amlodipine on progression of carotid aterosclerosis and occurence of clinical
events.”, Circulation 2000, 102, 1503 az 1210) AML Terapia bola tiez spojena
s vyznamnym spomalenim rozvoja karotickej aterosklerézy, ¢o bolo uréené pomocou
ultrasonografického stanovenia v B-médu (Byington R. P., Riley W., Booth D., at al.,
.Effect of amlodipine on progression of atheroscerosis in patients with documented
heart disease.”, Am. J. Hypertens. 1999, 12 : 42A az 43A a Pitt B., Byington R. P.,
Hunninghake D. B., Mancini J., Miller M. E., Riley W., ,Effect of amlodipine on the
progression of atherosclerosis and occurence of clinical events.”, Circulation 2000,
102 : 1503 az 1510. Klinicky u¢inok pozorovany u AML pri lietbe CAD nebol nikdy
predtym zaznamenany u Ziadnych inych CCB, vratane zlu&enin dihydropyridinového
typu, ktoré boli pouzité na vyrieSenie tejto otazky (Waters D., Lesperance J.,
Francetich M., et al, ,A controlled clinical trial to assess the effect of a calcium
channel blocker on the progression of coronary atherosclerosis.”, Circulation 1990,
82 : 1940 az 1953, Lichten P. R., Hugenholtz P. G., Raffenbeul W., et al.,
.Retardation of coronary artery disease in humans by the calcium channel blocker
nifedipine: Results of the INTACT study (International nifedipine trial an
atheriosclerotic therapy)." Cardiovasc. Drugs. Ther. 1990, 4 : S1047 a2z S1068 a
Borhani N. O., Mercuri M., Borhani P. A., at al., ,Final outcome results of the
multicenter isradipine diuretic atherosclerosis study (MIDAS). A randomized
controlled trial.* JAMA 1996, 276 : 765 az 791). Toto pozorovanie viedlo
k zvySenému zaujmu o potencialne antiaterogenické vlastnosti AML, zahriiujice
antioxidacné Ucinky, ktoré s nezavislé od modulacii vapnikovych kanalov (Mason R.
P., Leeds P. R., Jacob R. E., et al., ,Inhibition of excessive neuronal apoptosis by the
calcium antagonist amlodipine and antioxidants in cerebral granule cells.” J.
Neurochem. 1999, 72 : 1448 az 1456, Tulenko T. N., Laury-Kleitop L., Walter M. F.,
Mason R. P., ,Cholesterol, calcium and atherosclerosis: Is there a role for calcium
channel blockers in atheroprotection ?* Int. J. Cardiol. 1997, 62 (2 Supp!) : 55S aZ
66S, Kramsch D. M., Sharma R. C., ,Limits of lipid-lowering therapy: The benefits of
amlodipine as an anti-atherosclerotic agent.” J. Hum. Hypertens. 1995, 9 (Supp! 1 :
S3 az §9) a Mason R. P., Walter M. F., Trumbore M. W., Oimstead E. G., Mason P.
E., ,Membrane antioxidant effects of the charged dihydropyridine calcium antagonist
amlodipine.” J. Mol. Cell. Cardiol. 1999, 31 : 375 az 281).

Bolo preukazané, Ze hypolipidemicka terapia je tieZ velmi uzitoéna pri

znizovani morbidity a mortality spojenej s CAD. Bolo zistené, e orto- a para-



hydroxylovane metabolity atorvastatinu ATM vykazuji antioxidadné ucCinky
v lipoproteinovych preparatoch (Aviram M., Rosenblat M., Bisgaier C.L., Newton R.
S., ,Atorvastatin and gemfibrozil metabolites but not parent drugs, are potent
antioxidants against lipoprotein oxidation." Atherosclerosis 1998, 138 : 271 az 280).
Orto-, meta- a para-hydroxylované metabolity atorvastatinu (ATM) a spdsoby ich
pripravy su opisané v patente US 5 385 929.

V suCasnosti bohuzial neexistuje farmaceuticky prostriedok, ktory by bol
vyuzitelny na lie¢bu ako vysokého tlaku, tak aj hyperlipidémie. Taky farmaceuticky
prostriedok by bol v mnohych smeroch vyhodny. Napriklad mnohé rizikové faktory
spojené s arterialnymi a pribuznymi srdcovymi ochoreniami, ktoré sa &asto vyskytuju
u mnohych pacientoch, by mohli byt pokryté s¢asne. Navy$e by fahké podavanie
jednej kombinovanej farmaceutickej davky mohlo vyznamne zlepsit dodrzovanie
lieCebného rezimu pacientov.

Predmetom predkladaného vynalezu je teda poskytnit kombinovanu terapiu,
ktora by umoznila lieCbu mnohych patologickych procesov spojenych s arterialnymi a
pribuznymi srdcovymi ochoreniami.

Tieto choroby zahriuji okrem iného vysoky krvny tlak a hyperlipidémiu.
Predmetom predkladaného vynalezu je tiez vyvinut vhodné formy a mnozstva
farmaceutickych davok tohto kombinovaného lieku. Preferuje sa, aby tento
farmaceuticky prostriedok vykazoval synergické Uginky na tieto sprievodné znaky
arterialnych a pribuznych ochoreni tak, Ze Gcinky jednotlivych zloZiek tohto vynalezu
budi pdsobenim ich kombinacie posilnené.

Predkladany vynalez teda predstavuje terapeuticky medznik pri lieébe CAD,
ktory vedie kvyvoju liekov, ktoré mozu suUasne postihnnit mnohé zasadné
patologické procesy prispievajuce k ateroskleroze a ovplyvnit tak priebeh tejto
choroby. S vyuzitim tohto vynalezu mdze liecba CAD vykazovat narast pozitivnych
vysledkov, ak je pouzitie antihypertenzitivnej latky a inhibitora HMG-CoA reduktazy

spojené do jednotného systému.

Podstata vynalezu

Prekvapivo, ked' boli AML a ATM skombinované, vykazovali synergicky t&inok

pri prevencii peroxidacie lipidov v ludskych nizkohustotnych lipoproteinoch (LDL) a



lipidovych membranach. Aktivita tejto kombinacie je povaZovana za synergicku,
pretoze zmerany ucinok vyrazne prekrocil vetky aditivne G&inky tychto dvoch liekov.
Tieto zligeniny teda vykazuju skor nezname synergické antioxida&né ucinky,
vlastnosti, ktoré umozZniuju tymto zli¢enindm zvySovat odolnost LDL a vaskularnych
bunkovych membran oproti oxidativnej modifikacii potas aterogenézy. Oxidativna
modifikacia lipidov je dobre preskimanou pri¢inou poskodenia endotelu a hladkej
svaloviny (Ross R., ,Atherosclerosis — an inflammatory disease.“., N. Engl. J. Med.
1999, 340 : 115 az 126, Diaz M. N., Frei B., Vita J. A., Keaney J. F., ,Antioxidants
and atherosclerotic haert disease.”, N. Eng. J. Med. 1997, 337 : 408 az 416). Bolo
zistené, Ze lipofilné zligeniny, ktoré chrania pred peroxidaciou lipidov, prispievajl
k obmedzeniu rozvoja lezii vrbznych aterosklerotickych modeloch a v klinickych
Studiach (Diaz M. N., Frei B., Vita J. A., Keaney J. F. ,Antioxidants and
atherosclerotic heart disease.”, N. Eng. J. Med. 1997, 337 : 408 az 413). Okrem toho,
ucinok spojeny s hypolipidemickou terapiou je prisudzovany ako Ug&inku na
plazmatické velmi nizkohustotné lipoproteiny (VLD*), LDL a vysokohustotné
lipoproteiny (HDL), tak aj na znizenie moZznej tvorby aterogenickych oxidovanych
lipoproteinov.

V predkladanom vynaleze sU opisané odborné analyzy, ktoré podporuju
kombinované pouzitie AML (Norvasc®) a ATM v jedinom systéme uréenom na lie&bu
kardiovaskularnych ochoreni. Synergické antioxida&né aktivity blokatora vapnikovych
kanalov, AML, a aktivneho hydroxylovaného metabolitu inhibitora HMG-CoA
reduktazy atorvastatinu, ATM, boli uréené v ludskych LDL a lipidovych membranach
bohatych na polynenasytené mastné kyseliny (PUFA), kiugové §truktiry podliehajuce
poskodeniu kyslikovymi radikalmi pri ateroskleréze. Synergické Uginky tychto
zlucenin boli demonstrované na membranach vytvorenych v pritomnosti cholesterolu.
Kombinacia AML s ATM spésobila vyrazni a trvall inhibiciu poskodenia lipidov
kyslikovymi radikalmi uz pri velmi nizkych koncentraciach 10,0 nM. Antioxida&na
aktivita zavisla od davky spojena s kombinaciou tychto liekov bola na terapeutickej
urovni velmi synergicka a nemohla byt reprodukovana pomocou endogénnej latky,
vitaminu E. Antioxidacna aktivita ale nebola pozorovana v pripade, kedy bol AML
pouZity v kombinacii s inym inhibitorom HMG-CoA reduktazy, ako je lovastatin alebo
mevastatin. Ako bolo zistené pomocou x-lucovej difrakcie a chemickych analyz,
mdZe byt vyrazna aktivita, opisana pre tuto kombinaciu liekov, spojena so silnymi

fyzikalno-chemickymi interakciami s membranovou dvojvrstvou, nezavislymi od dobre



charakterizovanych ucinkov tychto liekov na transport vapnika a metabolizmus
cholesterolu. Tento synergicky antioxida&ny téinok predstavuje novy farmakologicky
mechanizmus pdsobenia tychto zluéenin a vedie ku kombinovanému vyuzitiu
aktivnych zloziek Norvasc® a ATM na liedbu kardiovaskularnych ochoreni
znizovanim obsahu LDL v krvnej plazme a zlep$ovanim ochrany LDL a bunkovych
membran proti oxidacii. Tato nova vlastnost doplfiuje zname ucinky tychto liekov pri

lieCbe vysokého krvného tlaku a dyslipidémie.

Synergické antioxidacné pbsobenie amlopidinu a atorvastatinového
metabolitu na lipidové membréany:

Boli stanovené od davky zavislé antioxidacné aktivity samotného AML a ATM
a ich kombinacie v membranovych vackoch vytvorenych z fosfolipidov obohatenych o
cholesterol a PUFA, dilinoleoylfosfatidylcholin, v molarnom pomere 0,5 : 1.
Membranové vacky boli pre tieto experimenty pouzité z nasledujucich dévodov: 1)
tento systém je dobre definovany a vysoko reprodukovatelny, 2) linoleova kyselina
predstavuje prvorady ciel oxidativneho poskodenia a tato zluéenina je bezne
obsiahnuta v membranach buniek cievneho systému a lipoproteinovych &asticiach, 3)
tento membranovy systém neobsahuje vapnikové kanaly ani enzym HMG-CoA
reduktazu a 4) peroxidacia lipidov v tomto systéme méZe byt spontanne iniciovana
pri 37 °C v nepritomnosti exogénnych chemickych iniciatorov, ako s vysoké
koncentracie Zeleza a askorbatu. V tychto experimentoch dochadzalo k postupne;,
od Casu zavislej oxidacie, ktora bola merana spektroskopicky pocas 72 h periody.

Synergicka antioxidacna aktivita AML a ATM znazornena na obrazku 1 bola
demonstrovana na membranovych vackoch zioZenych z cholesterolu a fosfolipidov
pri fyziologickych podmienkach (Tulenko T.N., Chen M., Mason P. E., Mason R. P.,
.Physical effects of cholesterol on arterial smooth muscle membranes: Evidence of
_immiscible cholesterol domains and alterations in bilayer width during
atherogenesis.”, J. Lipid. Res. 1998, 39 : 947 az 956). Pri koncentracii 100,0 nM
vykazoval vtomto membranovom preparate obohatenom cholesterolom jedinu
viditelnu inhibiciu peroxidacie lipidov (9 % z kontrolnej) len samotny ATM. Avsak ked
boli obidve zlieniny skombinované, zvysil sa stupeii inhibicie na 33 %, ¢o
predstavuje vyrazne vyssi ucinok (p < 0,01), ako uginok zmerany pre tieto zluceniny
samostatne. Antioxidacna aktivita tejto kombinacie bola velmi slaba, lieky inhibovali

tvorbu lipidovych peroxidov (> 5 x 10° uM) pri koncentracii 100.0 nM (kontrolna



uroveii tvorby lipidovych peroxidov bola 1,6 mM). Tato kombinacia liekov vykazovala
ucinok, ktory bol vyrazne zavisly od davky v sirokom rozsahu koncentracii (obrazok
2). Vyznamna inhibicia (p < 0,05) bola pozorovana este pri koncentracii 10,0 nM
s ICso = 500,0 uM. Pre kombinaciu bola pri koncentracii 10,0 uM pozorovana vysSia
ako 90 % inhibicia (> 1 mM tvorba lipidovych peroxidov) (obrazok 2). Skuto&nost, ze
inhibicia bola pozorovana na submikromolarnej Urovni znamena, 2ze u&inok
pozorovany u kombinacie AML a ATM je terapeuticky vyznamny.

Antioxidacny ucinok kombinacie pretrvaval v priebehu ¢asu a nemohol byt
reprodukovany pomocou vitaminu E ani pri zvy$enej koncentracii (10,0 uM) (obrazok
3). Toto zistenie je v sulade s predstavou, Ze vitamin E alebo a-tokoferol je pocas
procesu peroxidacie lipidov priebezne spotrebovany. Oproti tomu nebola aktivita
AML/ATM ovplyvnena dizkou inkubaé&nej periédy, pokas ktorej sa v ¢ase 72 hodin
zvysila aroven celkovych lipidovych peroxidov na 2,2 mM.

ZvySena polarita ATM spdsobena pritomnostou dodatonej hydroxylove;
skupiny méze prispievat’ k l[ah$im interakciam s formaine nabitym AML, veddcim
k zretelnym interakciam s fosfolipidovymi molekulami, ako bolo preukazané pomocou
x-luCovej difrakénej analyzy. Dodato¢na hydroxylova skupina ATM tiez poskytuje
dalsi volny protdn, ktory je mozné preniest na volné radikalové molekuly (obrazok 4).
Po strate protonu moze byt zostavajlci neparovy volny elektron uéinne stabilizovany
v rezonancnych Struktirach metabolitu, ako je znazornené na obrazku 4. Odli§na
antioxidatna aktivita kombinacie AML s ATM je preukazana pozorovanim, ze
rovnaky Gcinok nemohol byt reprodukovany, ked bol AML skombinovany
s akymkolvek z dvoch dalich statinov (mevastatin a lovastatin), ako je znazornené
na obrazku 5.

Vysledky vyskumu in vivo preukazali doleZitu dlohu lipofilnych antioxidantov
pri_ zniZzovani kardiovaskularnej morbidity a mortality, predovSetkym CAD. LDL
Castice, ktoré maju vy$Siu odolnost' voci oxidativnemu poskodeniu, vykazuju znizenu
cytotoxicitu, menej interferuji s endotelialnou tvorbou oxidu dusnatého a
neprispievaju k tvorbe penovych buniek (Diaz M. N., Frei B., Vita J. A., Keaney J. F.,
~Antioxidants and atherosclerotic heart disease.”, N. Engl. J. Med. 1997, 337 : 408 az
416). Poskytovanie antioxidantu viedlo k zvySeniu odolnosti LDL pred oxidativnou
modifikaciou a k zniZzeniu endotelidinej bunkovej cytotoxicity (Belcher J. D., Balla J.,

Ball G., et al., ,Vitamin E, LDL, and endothelium. Brief oral vitamin supplementation



prevents oxidized LDL-mediated vascular injury in vitro.", Aterioscler. Thromb. 1993,
13 : 1779 az 1789). Lipofiiny antioxidant probucol viedol k zmierneniu tvorby
arteriosklerotickych plakov u cholesterolom Zivenych primatov, ktoré bolo vo vztahu
so zvysenou odolnostou LDL proti oxidativnemu poskodeniu (Sasahara M., Raines
E. W., Chait A, et al,, ,Inhibition of hypercholestereolemia-induced atherosclerosis in
the nonhuman primate by probucol. I. Is the extent of atherosclerosis related to
resistance of LDL to oxidation?*, J. Clin. Invest. 1994, 94 : 155 az 164). Tento
antioxidant inhiboval tvorbu Iézii u Watanabe - dediénych hyperlipidemickych
kralikov (WHHL), dobre charakterizovanom model aterosklerozy, nezavisle od
ucinkov vyplyvajlcich zo znizovania hladiny cholesterolu (Carew T. E., Schwenke D.
C., Steinberg D., ,Antiatherogenic effect of probucol unrelated to its
hypocholesterolemic effect: Evidence that antioxidants in vivo can selectively inhibit
low density lipoprotein degradation in macrophage-rich fatty streaks and slow the
progression of atherosclerosis in the Watanabe heritable hyperlipidemic rabbit.*, Pro.
Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84 : 7725 az 7729).

Popri tychto Stadiach na zvieracich systémoch preukazala klinicka placebo-
kontrolovana Studia, Ze pouzitie probucolu viedlo po predchadzajicom
angioplastickom rozsireni vencovitych tepien k znizeniu restendzy u pacientov s CAD
0 47 %, pravdepodobne vdaka svojmu antioxidacnému pésobeniu (Tardif J. C., Cote
G., Lesperance J., at al., ,Probucol and multivitamins in the prevention of restonosis
after coronary angioplasty. Multivitamins and probucol study group.”, N. Eng. J. Med.
1997, 337 : 365 az 372). Samostatna $tudia preukazala, ze probucol na rozdiel od
antioxida¢nych vitaminov vykazoval ‘pozitivny ucinok na vaskularnu premenu u
pacientov, ktori postipili angioplastiku, ¢o bolo preukazané pomocou
intravaskularnych ultrazvukovych metéd (Cote G., Tardif J.-C., Lesperance J., et al.,
.Effects of probucol on vascular remodeling after coronary angioplasty.“, Circulation
1999, 99 : 30 az 35). ‘

Prehfad dostupnych uddajov teda poskytuje racionalny zaklad na vyuzitie
lipofilnych  antioxidantov  na lieGbu zapalovych procesov spojenych s CAD.
ZvySovanim odolnosti LDL a membran buniek cievneho systemu pred oxidativhym
poskodenim moéZu latky s antioxidanou aktivitou uginne pdsobit na patologické
zmeny v cievnej stene pocas aterogenézy. Tieto procesy zahriiuji okrem iného
tvorbu penovych buniek, endotelidinu dysfunkciu a toxicitu, adhéziu leukocytov a

krvnych dosticiek a arterialny angiospazmus, sekundarne tiez utim prirodzenej tvorby



oxidu dusnatého. Tieto pozorovania na bunkovej Urovni podporuju epidemiologické
analyzy, ktoré naznacuju inverzny vztah medzi koncentraciou uritych antioxidantov
v sére a neziaducimi dosledkami spojenymi s koronarnymi chorobami (Stampfer M.
J., Hennkens C. H., Manson J. E., Colditz G. A., Rosner B., Willet W. C., ,Vitamin E
consumption and the risk of coronary disease in women.“, N. Engl. J. Med. 1993, 328
. 1450 az 1456, Rimm E. B., Stampef M. J., Asoherio A., Giovannuci E., Colditz G.
A., Willett W. C., ,Vitamin E consuption and the risk of coronary heart disease in
men.”, N. Engl. J. Med. 1993, 328 : 1450 az 1456, Enstrom J. E., Kanim L. E., Klein
M. A, .Vitamin C intake and mortality among sample of the United States
population.”, Epidemilogy 1992, 3 : 194 az 202, Rimersma R. a., Wood D. A.,
Macintyre C. C., Elton R, Gey K. F., Oliver M. F., ,Low plasma vitamins E and C.
Increased risk of angina in Scottish men.“, Ann. N. Y. Acad. Sci. 1989, 570 : 291 az
295, Ramirez J., Flowers N. C., ,Leukocyte ascorbic acid and its relationship to
coronary artery disease in man.“, Am. J. Clin. Nutr. 1980, 33 : 2079 aZ 2087,
Hennekens C. H., Buring J. E., Manson J. E., et al., "Lack of effect of long-term
supplementation with beta carotene on the incidence of malignant neoplasms and
cardiovascular disease., N. Engl. J. Med. 1996, 334 : 1145 aZ 1149, Losonczy K. G.,
Harris T. B., Havlik R. J., ,Vitamin E and vitamin C supplement use and risk of all-
cause and coronary heart disease mortality in older persons: The established
populations for epidemiologic studies of the elderly.”, Am. J. Clin. Nutr. 1996, 64 : 190
az 196). Niektoré z tychto epidemiologickych $tadii preukazali Gginok vitaminu E ako
antioxidantu s obmedzenou schopnostou branit oxidativnemu poskodeniu. Vysledky
tejto Studie naznacuju, Ze kombinacia AML a ATM je pri obmedzovani poraneni ciev

spojenych s CAD podstatne uginnejsia ako vitamin E.

Synergické antioxidacné pdsobenie amlodipinu S hydroxyatorvastatinovym
metabolitom na ludskych LDL:

Antioxidatné pésobenie samotného AML a ATM a ich kombinacie bolo
stanoveneé tieZ na ludskych LDL preparatoch. Schopnost tychto zlugenin inhibovat
peroxidaciu LDL bola po pridani iénov medi (10,0 mM) overena in vivo meranim
obsahu reaktivnych tiobarbituratovych substancii (TBARS) - ukazovatele lipidovej
peroxidacie. Obrazok 6 znazorfiuje, Ze stupen oxidacie LDL bol charakterizovany
sigmoidalnou kinetickou krivkou s pogiatonou lag fazou, ktorou nasledovala ostra

propagacia a konecna faza platé (Esterbauer H., Gebicki J., Puhl H., Jurgens G.,



» 1 he role of lipid peroxidation and antioxidants in oxidative modification of LDL.“, Free
Radic. Biol. Med. 1992, 13 : 341 az 390). Po 4 hodinach inkubacie boli rozne uginky
tychto zlucenin pozorované pri koncentracii 3,0 uM. V porovnani s kontrolnou
peroxidaciou lipidov (100 % tvorba TBARS) predstavovala zaznamenana tvorba
TBARS pomocou AML a ATM 93,3 + 6 % a 656 + 7 %. Avak ked boli tieto
zluCeniny pouZité v kombinacii, predstavovala tvorba TBARS len 29,3 + 6 %, teda
uroven, ktora bola vyrazne nizSia (p < 0,01), ako ktora bola pozorovana pre kazdu
zluCeninu zvlast. Synergicky antioxidaény Gé&inok kombinacie zotrval v éase 6 hodin.
Tieto zistenia su dalSim dbkazom synergicke] aktivity zhodujice sa s aktivitou
pozorovanou na membranovych vackoch, pretoZe tato kombinacia liekov vykazovala
uroven inhibicie, ktord vyrazne prekrocila ich oakavany aditivny efekt. Antioxidagna
aktivita vitaminu E vtychto experimentoch bola blizka aktivite pozorovanej pre

samotny ATM.

Chemické mechanizmy synergickej aktivity amlopidinu a atorvastatinového
metabolitu:

Synergicka antioxidatna aktivita pozorovana pre tuto kombinaciu liekov na
LDL a rekonstituované lipidové membrany napoveda, Ze tieto zli&eniny vzajomne
priamo interaguju jedna s druhou, o vedie k zachycovaniu lipidovych radikalov.
Podla termodynamickych $tadii (obrazok 7) sa uvazuje, ze ATM reaguje rychlejSie
s lipidovymi radikalmi (rovnica 1) ako AML, ako je opisané v rovnici 2. Pokial by tieto
rovnice predstavovali dve jediné mozné metabolické cesty tychto latok, tak by po
spolo¢nom pridani do systému bol uéinok ich kombinacie aditivny. Ale kombinacia
obidvoch zlucenin poskytuje moZnost tretej metabolickej cesty (rovnica 3), ako
alternativy podporovanej vysledkami peroxidaénych experimentov na LDL a
lipidovych membranach. Kombinacia cesty 1 a 3 by viedla k synergickému efektu,
ktory sa prejavuje vyraznejSie ako pri ceste 2. Semiempirické vypocty naznacuju, ze
reakcia 3 je uprednostfiovanym exotermickym procesom (H; = -40,7 KJ/mol).
Pritomnost  rychleho inhibitora (ATM) teda umozfiuje slabsiemu inhibitoru
odstrafovat' volné radikaly rychlejsie, ako keby reagoval s lipidovymi radikalmi sam o

sebe. Tri cesty opisujtce tieto interakcie, kde LOOs predstavuje lipidovy radikal, su:

(1)  LOOe + ATM — LOOH + ATMe rychlo



(2) LOOs +AML — LOOH + AMLs pomaly
(3) ATMe +AML - ATM + AMLe rychlo

Vysledkom tejto synergie medzi AML a ATM je, Ze recyklovany metabolit je
dalej schopny dalSieho zachytavania lipidovych radikalov. Rozdiely v miere inhibicie
medzi AML a ATM su CiastoCne zaloZzené na vypocitanych entalpiach tychto latok,
respektive prislugnych radikalov (obrazok 7). Cim je niz$ia (tj. zapornejsia) hodnota
AHy, tym lahSie je odtrhnutie vodika spojené s tvorbou radikalov. Raz vytvoreny

nesparovany radikal moze byt stabilizovany vo forme rezonanénych Struktur.

Molekularne membranové interakcie amlopidinu a atorvastatinového
metabolitu.

Na vyskum molekularnych membranovych interakcii kombinacie AML a ATM
sa pouzila technika X-luCovej difrakcie pod malym uhlom. Tato vysokokvantitativna
metéoda poskytuje priame informacie o Struktire membranovej dvojvrstvy

v nepritomnosti a pritomnosti liekov. UZ predtym sa pisalo, Ze AML sa v porovnani
sinymi CCB vyznaluje vysokou afinitou k membranovym lipidom (K, > 10%
s aterosklerotickymi podmienkami (Mason R. P., Moisey D. M., Shajenko L.,
,Cholesterol alters the binding of Ca?" channel blockers to the membrane lipid
bilayer.”, Mol. Pharmacol. 1992, 41 : 315 az 321). Urcita lipofilita AML je
prisudzovana jeho amfifilnej chemickej Strukture, ktord smeruje molekulu do vyhodnej
polohy v membrane, kde méze zabrafiovat S$ireniu volnych radikalov pomocou
biofyzikalnych a biochemickych mechanizmov, ako bolo predtym podrobnejsie
opisané nasim laboratériom (Mason R. P., Leeds P. R., Jacobs R. F., et al,
.Inhibition of excessive apoptosis by the calcium antagonist amlodipine and
antioxidants in cerebellar granule cells.”, J. Neurochem. 1999, 72 : 1448 az 1456,
Mason R. P., Moisey D. M, Shajénko L., ,Cholesterol alters the binding of Ca®
channel blockers to the membrane lipid bilayer.", Mol. Pharmacol. 1992, 41 : 315 az
321, Mason R. P., Campbell S. F., Wang S. D., Herbette L. G., ,Comparison of
location and binding for the positively charged 1,4-dihydropyridine calcium channel
antagonist amlodipine with uncharged drugs of this class in cardiac membranes.”,
Mol. Pharmacol. 1989, 36 : 634 aZ 640. Mason R. P., Walter M. F., Trumbore M. W.,

Olmstead Jr. E. G., Mason P. E., ,Membrane antioxidant effects of the charged



dihydropyridine calcium antagonist amlodipine., J. Mol. Cell. Cardiol. 1999, 31 : 275
az 281). V. membranach, ktoré neboli obohatené o cholesterol amlodipin inhiboval
peroxidaciu lipidov do takej miery, ktora nemohla byt reprodukovana s pouzitim
iného CCB alebo inhibitora enzymu premiefajuceho angiotenzin (ACE), captopril
(Mason R. P., Walter M. F., Trumbore M. W., Olmstead Jr. E. G., Mason P. E,,
,Membrane antioxidant effects of the charged dihydropyridine calcium antagonist
amlodipine.”, J. Mol. Cell. Cardiol. 1999, 31 : 275 az 281). Podobne ako u amlodipinu
ma chemicka Struktira atorvastatinového metabolitu amfifiiny charakter, ktory
umozfuje tomuto lieku interakciu s membranovou lipidovou dvojvrstvou, ako bolo
predtym opisané nasim laboratériom (Mason R. P., ,Inhibition of oxidative damage to
low density lipoproteins and isolated membrances by atorvastatin and its active
metabolite.”, J. Am. Coll. Cardiol. 2000, 35 : 317A).

Pri tychto Studiach bola kombinacia AML a ATM pridana k membranovym
vackom rekonstituovanym z cholesterolu a fosfolipidu s molarnym pomerom zloziek
0,5 : 1 (obrazok 8). X-luéova difrakéna analyza vzoriek membran poskytla
presvedCivé a reprodukovatelné difraktogramy pre kontrolni vzorku s obsahom
liekov. V nepritomnosti lieku bola celkova Sirka membranovej dvojvrstvy vratane
hydratadného obalu 5,55 x 10° nm s vzdialenostou medzi hlavami fosfolipidov vo
vnutri dvojvrstvy 4,4 x 10° nm. Pridavok obidvoch liekov spoloéne v pomere liekov
k fosfolipidu 1 : 15 viedol v porovnani s pridavkom liekov oddelene k malym zmenam
v Struktire a organizacii fosfolipidovej dvojvrstvy (obrazok 8). V pritomnosti
kombinacie liekov doslo k znizeniu celkovej Sirky membranovej dvojvrstvy vratane
hydrata¢ného obalu na 5,35 x 10° nm s vzdialenostou medzi hlavami fosfolipidov vo
vnutri dvojvrstvy 4,1 x 10° nm. Pri pridavku samotného AML a ATM boli $irky
membranovej dvojvrstvy 5,48 x 10° nm a 5,8 x 10”° nm (obrazok 9). Tieto vysledky
Strukturalnych Studii poskytuju priamy dbkaz, ze kombinacia tychto latok ovplyvnuje
Strukturu lipidovych molekdl inym spésobom, ako pri oddelenom pdsobeni liekov.

Priame odc¢itanie profilov hustoty membranovych elektronov (vzdialenost
verzus elektrony/vzdialenost ) dokazuje rozdiely v trukture lipidov, ktoré nemézu
byt pripisané pritomnosti liekov (obrdazok 8). Pridavok kombinacie liekov viedol
k vyraznému zvySeniu elektronovej hustoty spojenej s vonkajSim uhlovodikovym
jadrom / oblast'ou hydratovanych hiav lipidov membranovej dvojvrstvy vo vzdialenosti
+11x10° nm az 2,1 x 10° nm od stredu dvojvrstvy. Toto zvySenie elektrénovej

hustoty v rozsahu 1,0 x 10°° nm je prisudzované rovnovaznemu rozmiestneniu liekov
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v membrane. Sucéasne s touto zmenou bol pozorovany efekt neusporiadania spojeny
s oblastou centralneho jadra membrany + 1,1 x 10° nm. Toto zniZenie elektronovej
hustoty je désledkom zvySenia molekularneho objemu vyplyvajuceho zo vstupu
molekul lieku do oblasti vysokej molekularnej hustoty pozdiz membranového
uhlfovodikového jadra/rozhrania s vodou. Z tychto dat je teda mozné usudzovat, ze
vstup kombinacie liekov do membranovej dvojvrstvy ovplyviiuje moZnosti
intermolekularneho usporiadania fosfolipidovych molekul podobnym spdsobom, aky
bol pozorovany pri znizeni obsahu cholesterolu alebo pri zvySeni teploty (Tulenko T.
N., Chen M., Mason P. E., Mason R. P., ,Physical effects of cholesterol on artarial
smooth muscle membranes: Evidence of immiscible cholesterol domains and
alterations in bilayer width during atherogenesis., J. Lipid. Res. 1998, 39 : 947 aZ
956, Chang H. M., Reitstter r., Mason R. P., Gruener R., ,Attenuation of channel
kinetics and condustance by cholesterol: An interpretation using structural stress as a
unifying concept.”, J. Membr. Biol. 1995, 143 : 51 az 63). Bolo opisané, Ze takéto
zmeny v biofyzikalnych vlastnostiach vedu k obmedzeniu $irenia volnych radikalov
matricou lipidovej dvojvrstvy (McLean L. R., Hagaman K. A., ,Effect of lipid physical
state on the rate of peroxidation of liposomes.”, Free Radic. Biol. Med. 1992, 12 : 113
az 119). :
Pouzitie AML a ATM oddelene viedlo v porovnani s ich kombinaciami
k réznym zmenam v membranovej Strukture z dévodu $pecifickych interakeii so
stavebnymi fosfolipidovymi molekulami (obrazok 8 a 9). Zatial ¢o pouzitie tychto
zlugenin viedlo k 2 x 10" nm alebo 4 % zniZeniu (p < 0,01) celkovej $irky
membrany, viedlo pouzitie samotného ATM k 5 % zvySeniu (p < 0,01) Sirky (2,5 x 10
' nm) a pouzitie AML nijako vyznamne neovplyvnilo rozmery membrany ani
vzdialenost medzi hlavami fosfolipidov vo vnutri dvojvrstvy. V porovnani so
samotnym AML viedlo pouzitie ATM Kk vyraznejSiemu zniZeniu hustoty
uhlovodikového jadra. Toto pdsobenie na membranovu Struktiru méze prispievat
k vy§§im antioxidaénym schopnostiam ATM v porovnani s AML. Kombinacia AML a
ATM umoznila okrem ich odli§nych umiestneni v membrane tiez vytvorenie nového
miesta interakcie s lipidovou membranovou dvojvrstvou (obrazok 8).

Predkladany vynalez sa teda vztahuje na farmaceuticky prostriedok
obsahujuci amlodipin a atorvastatinovy metabolit. Tieto individualne farmaceuticky

aktivne zlu€eniny mézu byt pripravené samostatne alebo ako ich kombinacie, vo
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forme soli a davkovania poskytujuceho maximainu terapeutickd odpoved. Tato
kombinacna terapia je ur€ena na liecbu patofyziologickych prejavov arterialnych a
pribuznych srdcovych ochoreni zahrfiujucich okrem iného vysoky krvny tlak,
hyperlipidémiu, aterosklerézu, arteriosklerézu, ischemicki chorobu srdca, infarkt
myokardu, celkové zlyhanie srdca, mitvicu a anginu pectoris. Specificky je tato
kombinacna terapia uréena na znizovanie krvného tlaku a systémovej koncentracie
lipidov, tak ako s nimi spojenych patofyziologickych désledkov absencie ich regulacie
zahrnujlicim okrem iného cievne ochabovanie a ukladanie arteriosklerotického platu.
Pokial su tieto zluCeniny pouZité v kombinacii, méze byt ich pésobenie na rozliéné
procesy a dosledky spojené s arteridlnymi a pribuznymi srdcovymi ochoreniami
aditivne a/alebo synergické.

Skusenym osobam bude urcite zrejmé, Ze pri konkrétnej realizacii jednotlivych
konceptov a postupov tu opisanych méZu byt vykonané isté tpravy a zmeny, ktoré
s vsulade spodstatou a ramcom predkladaného vynalezu a pripojenych

patentovych narokov.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 znazoriuje synergicke ucinky AML a ATM na peroxidaciu lipidov pri
'nizkej terapeutickej koncentracii lieku (100,0 nM) v membranach obsahujtcich
fyziologické mnoZstvo cholesterolu. X predstavuje percentualnu inhibiciu peroxidacie
lipidov a y predstavuje liecbu amlodipinom (AML), atorvastatinovym metabolitom
(ATM) a kombinaciou obidvoch zlugenin (AML + ATM) skoncéntréciou 10 nM.
Hodnoty st myslené pre + §tandardnu odchylku pre n = 6. = znazornuje p < 0,001
verzus kontrolné a iné spbsoby liecby.

Obrazok 2 znazorfiuje od davky zavisly antioxidaény Géinok kombinacie AML
a ATM v sirokom rozsahu koncentracie (0,01 az 10,0 uM). x predstavuje
percentualnu inhibiciu peroxidacie lipidov a y predstavuje lieSbu pomocou
kombinacie AML a ATM za urenych mikromolarnych koncentracii. Hodnoty su
myslené pre * Standardnu odchylku pre n = 6. *** znazoriuje p < 0,001 verzus

kontrolné a iné sposoby liecby.



Obrazok 3 znazorruje lepSiu antioxidaénu aktivitu kombinacie AML/ATM ako
vitamin E, ako funkciu ¢asu pri zhodnych koncentraciach (10,0 uM). x predstavuje
percentualnu inhibiciu peroxidacie lipidov a y predstavuje lietbu pomocou
kombinacie amlodipinu a atorvastatinového metabolitu (AML + ATM), prazdny stipec,
alebo pomocou vitaminu E (E), G&iarkovany stipec, v obidvoch pripadoch
s koncentraciou 10 uM. Hodnoty su myslené pre + $tandardnu odchylku pre n = 6 az
12. *** znazorfiuje p < 0,001 verzus kontrolné a iné spdsoby liedby.

Obrazky 4A az 4D znazorfiuji miesta odobratia proténov (S1, S2 a S3) pre
ATM, ktoré prispievaju k antioxidacnej aktivite (obrazok 4A), spolu s Gvahami o
stabilizacii rezonanénych Struktdr (obrazky 4B az 4D).

Obrazok § znazorfiuje na porovnanie uginok antioxidacnej aktivity AML, pokial
je skombinovany s réznymi inhibitormi HMG-CoA reduktazy s rovnakymi
koncentraciami. X predstavuje percentualnu inhibiciu peroxidacie lipidov a y
predstavuje lie€bu pomocou kombinacie amlodipinu a atorvastatinového metabolitu
(AML + ATM), tmavy stipec, amlodipinu a mevastatinu (AML + M), giarkovany stlpec,
alebo pomocou amlodipinu a lovastatinu (AML + L), Ziadna inhibicia peroxidacie
lipidov, vSetky s koncentraciou 1,0 pM. Hodnoty st myslené pre + $tandardnd
odchylku pre n = 6 az 12. *** znazoriiuje p < 0,001 verzus kontrolné a iné spbsoby
lieCby.

Obrazky 6A aZ 6B znazorfiuju synergické antioxidaéné Gginky AML a ATM
v ludskych LDL vzorkach porovnavané s G€inkom Trolox C (rozpustny vitamin E). Na
obrazku 6A predstavuje x tvorbu tiobarbituratovych reaktivnych substancii (TBARS)
meranu ako absorbanciu pri 532 nm a y predstavuje as v hodinach. Kontrola je
znazornena plnou Ciarou s plnymi kolieskami, Trolox C (rozpustny vitamin E) je
znazorneny bodkovanou Ciarou s plnymi prevratenymi trojuholnikmi, samotny AML je
znazorneny Ciarkovanou Ciarou s prazdnymi kosostvorcami, ATM samotny je
znazorneny preruSovanou Ciarou s prazdnymi kolieskami a kombinacia AML a ATM
je znazornena &iarkovanou &iarou s plnymi Stvoréekmi. Na obrazku 6B predstavuje x
tvorbu tiobarbituratovych reaktivnych substancii (TBARS) meranu ako absorbanciu
pri 532 nm a y predstavuje pdsobenie amlodipinu (AML), prazdny stipec,
atorvastatinového metabolitu (ATM), Giarkovany stipec, alebo pomocou kombinacie
amlodipinu a atorvastatinového metabolitu (AML + ATM), tmavy stipec, pri



koncentracii 3,0 uM. Hodnoty su myslené pre + Standardnu odchylku. *** znazorfiuje
p < 0,001 verzus kontrolné a iné spbsoby liecby.

Obrazok 7 znazorfiuje vypoditané entalpié pre ATM, AML a ich odvodenych
radikalov.

Obrazky 8A az 8C znazorfiuji x-lu€ovu difraként analyzu interakcie
samotnych AML a ATM a ich kombinacie s lipidovou membranou. X predstavuje
relativnu hustotu elektronov a y predstavuje vzdialenost v nm od stredu lipidovej
dvojvrstvy. Vo vSetkych troch grafoch znamena pina Ciara kontrolu. Na obrazku 8A je
ako bodkovana diara znazorneny AML, na obrazku 8B je ako bodkovana ¢&iara
znazorneny ATM a na obrazku 8C je ako bodkovana &iara znazornena kombinacia
AML a ATM. Tmavé oblasti v kazdom grafe predstavuju rozdiely v elektrénovych
hustotach medzi kontrolnymi a stanovenymi profilmi elektronovej hustoty.

Obrazok 9 znazorfiuje pomocou x-lu€ovej difrakénej analyzy vplyv samotného
AML a ATM na rozmery membréanovej dvojvrstvy. X predstavuje zmeny v §irke
membrany v nm a y predstavuje posobenie AML — tmavy stipec, ATM — g&iarovany
stipec a kombinacia AML a ATM - &iarovany stipec. Hodnoty su myslené pre +
Standardnu odchylku. *** znazorfiuje p < 0,0001 verzus kontrolné a iné spdsoby
lieCby.

Dilinoleoylfosfatidylcholin (DPLC), 1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholin (POPC)
a neesterifikovany cholesterol boli ziskané od firmy Avati Polar Lipids Inc. (Alabaster,
AL) a udrziavané pri — 80 °C. Alikvotné podiely LDL (L-2139) z ludskej plazmy boli
ziskané od firmy Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Kolony Sehpadex G-25 M
(PD-10) boli zakipeneé od firmy Pharmacia Biotech Inc. (Piscataway, NJ).
Amlodipinbesylat bol ziskany od firmy Pfizer Central Research (Groton, CT) a
hydroxy metabolit atorvastatinu bol ziskany od firmy Parke Davis (Ann Arbor, MI).
Vitamin E, Trolox (analég Vitaminu E), lovastatin a mevastatin boli zakupené od
firmy Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1: Stanovenie peroxidacie membranovych lipidov
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Samostatné a kombinované od davky zavislé aktivity tychto zlu€enin boli
stanovené v membranach obohatenych PUFA, pripravenych z cholesterolu a
fosfolipidu v molarnom pomere 0,5 : 1 (Mason R. P., Walter M. F., Trumbore M. W.,
Olmstead Jr. E. G., Mason P. E., ,Membrane antioxidant effects of the charged
dihydropyridine calcium antagonist amlodipine., J. Mol. Cell. Cardiol. 1990, 31 : 275
az 281). Lipidy pouzité na pripravu vzoriek (dilinoleoylfosfatidylcholin a cholesterol)
boli rozpustené v chloroforme (HPLC cistota, 25,0 mg/ml). Do sklenenych skimaviek
(13 x 100 mm) bolo pridany alikvotny podiel lipidov (1,0 mg) a chloroform bol
odstraneny pomocou volného odparovania na miske pod ochrannou N, atmosférou.
Lipidy boli vysuSené poCas absencie a v pritomnosti lieku(ov) rozpustenych
v etanole. Zvy$ky rozpustadla boli odstranené vo vakuu a vzorky boli chranené pred
svetlom. Membranové vacky vytvorené pri laboratdrnej teplote rychlym mieSanim
vysuSenych lipidov v 1,0 ml fyziologického roztoku s pridavkom pufru HEPES (0,5
mM a 154,0 mM NaCl, pH 7,2). Kone¢na koncentracia fosfolipidov bola 1,0 mg/ml
pufru a kone¢na koncentracia lieku bola v rozsahu od 10,0 nM do 10,0 uM.

Peroxidacia membranovych lipidov bola, ako bolo predtym detailnejsie
opisané, vykonana pri 37 °C v mieSanom vodnom kupeli bez pridavku exogénnych
stimulantov (Mason R. P., Walter M. F., Trumbore M. W., Olmstead Jr. E. G., Mason
P. E., ,Membrane antioxidant effects of the charged dihydropyridine calcium
antagonist amlodipine.”, J. Mol. Cell. Cardiol. 1990, 31 : 275 az 281). Po réznych
¢asovych intervaloch (24, 48, 65, 72h) bol odobraty alikvotny podiel vzorky lipidu (10
az 100 pl) a potom sa k vzorke na zastavenie peroxidacnej reakcie ihned pridalo 25
ul 5,0 mM kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA) a 20 pl 35,0 mM butylovaného
hydroxytoluenu (BHT).

Stupen peroxidacie membranovych lipidov bol zmerany pomocou CHOD-
jodidovej analyzy, ako bolo predtym podrobnejSie opisané (El-Saadani M.,
Esterbauer H., el-Sayed M., Gober M., Nassar A. Y., Jurgens G., ,A spectroscopic
assay for lipid peroxides in serum lipoproteins using a commercially available
reagent.”, J. Lipid. Res. 1989, 30 : 627 az 630). Mnozstvo l3” bolo stanovené podla

nasledujucej reakcie, kde L reprezentuje fosfolipidovi molekulu:

LOOH +2He +2I" — LOH + H,O + 1,
2+2I - I3



Po roznych ¢asovych intervaloch bol odobraty alikvotny podiel membranovej
vzorky a potom bol pridany k 1,0 ml farebného CHOD ¢inidla (E. M. Science,
Gibbstown, NJ), ktory obsahoval 20,0 uM BHT, 24,0 uM EDTA a 0,2 % Triton-X.
Vzorka bola potom zabalena do félie a nechana 2 hodiny inkubovat' v nepritomnosti
svetla a nakoniec bola zmerana absorbancia vzorky pri 365 nm (¢= 2,4 x 10*
M”cm"). Ako slepy pokus bol okrem vzorky merana v triplikatoch vzorka obsahuijtica
76,7 pul 0,652 mM HEPES, 20 pl 5,0 mM EDTA a 33 pl DDI vody. Stupefi peroxidacie
membranovych lipidov bol merany v triplikatoch pre kazd( koncentraciu lieku a
porovnany s kontrolnymi vzorkami, ktoré neobsahovali liek. Statisticka vyznamnost

tychto experimentov bola vypocitana pomocou neparového t-testu. Vyznamnost bola

prijatelna pri p < 0,05.
Priklad 2: Stanovenie oxidacie LDL

Okrem stanovenia na lipidovych membranach bola stanovena aktivita AML a
ATM na ludskych LDL. EDTA obsiahnuta vo vzorkach LDL bola odstranena
pomocou gélovej filtracie na filtranych koldnach PD-10 Sephadexu G25-M
s pouzitim PBS (premytym dusikom) ako eluentu. Vzorky LDL (50 pg proteinu / ml)
boli potom preinkubované pri absencii alebo v pritomnosti lieku (3,0 uM) v gase 30
minat pri 37 °C. Oxidacia LDL bola potom indukovana pridavkom 10,0 uM CuSOj,.
Casovy priebeh oxidacie LDL pomocou tvorby TBARS bol zaznamenavany v &ase 6
hodin pri 37 °C (Mak I. T., Kramer J. H., Weglicki W. B., ,Potentiation of free radical-
induced lipid peroxidative injury to sarcolemnal membranes by lipid amphiphiles.L, J.
Biol. Chem. 1986, 261 : 1153 az 1157). Oxidacia LDL stanovena pomocou TBARS
metddy bola opisana sigmoidalnou kinetickou krivkou s po&iatoénou lag fazou
nasledovanou silnou propagéaciou a koneénou fazou platé (Esterbauer H., Gebicky
J., Puhl H., Jurgens G., ,The role of lipid peroxidation and antioxidants in oxidative
modification of LDL.", Free Radic. Biol. Med. 1992, 13 : 341 a? 390). Obsah
proteinov v LDL bol stanoveny pomocou analytickej supravy Coomasie Protein Plus
od firmy Pierce Chemical (,A rapid and sensitive method for the quantitation od
microgram quantities of protein utilizing the priciple of protein-dye binding.“, Anal.
Biochem. 1976, 72 : 248 az 254).



Priklad 3: X-lu€ova difrakéna analyza pod malym uhlom

X-luCova difrakéna analyza pod malym uhlom bola pouzitad na priamy vyskum
molekularnych membranovych interakcii AML a ATM. Lipidy pouZité pre tieto vzorky
(1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin a cholesterol) boli rozpustené v chloroforme
(HPLC cistota, 10,0 mg/ml). Membranové vacky boli vytvorené ztychto lipidov
pomocou rovnakej metddy, ktora je opisand v peroxidaénych experimentoch.
Kone€na koncentracia fosfolipidov bola 5,0 mg/ml pufru a molarny pomer lieku
k fosfolipidu bol 1 : 15. Membranové vzorky boli pre difraként analyzu pripravené
pomocou centrifugacie, ako bolo uz opisané skér (Chester D. W., Herbette L. G.,
Mason R. P, Joslyn A. F., Triggle D. J., Koppel D. E., ,Diffusion of dihydropyridine
calcium channel antagonists in cardiac sarcolemmal lipid multibilayers.“, Biophys. J.
1987, 52 : 1021 az 1030). Vacky boli vloZzené do sedimentanych baniek, ktoré
obsahovali podklad z hlinikovej félie. Vacky boli sedimentované v rotori SW-28
(Beckman Instruments Fullerton, CA) pri 35 000 g v ¢ase 1,5 hodiny pri 5 °C. Po
skonceni centrifugacie bol supernatant oddeleny od peliet a vzorky boli pripevnené
na sklenenom nadstavci. Vzorky boli umiestnené do uzavretych nadob na kontrolu
relativnej vlhkosti a teploty pocas difrakénych experimentov, ako bolo skér
podrobnejSie opisané (Chester D. W., Herbette L. G., Mason R. P., Joslyn A. F.,
Triggle D. J., Koppel D. B., ,Diffusion of dihydropyridine calcium channel antagonists
in cardiac sarcolemmal lipid multibilayers.“, Biophys. J. 1987, 52 : 1021 az 1030).

X-luCové difrakéné experimenty boli vykonané meranim vzoriek pomocou
kolimovaného Ziari¢a, cez nikel filtrovanych monochromatickych x-li¢ov (Cuka 1,54 x
10710 nm) produkovanych pomocou vysoko vykonného rotacného anddového
mikroohniskového generatora (Rigaku Rotaflex RU-200, Danvers, MA). Draha lG&u
s pevnou geometriou pozostavala z jediného niklom pokrytého Franksovho zrkadla
definujuceho &iarovy zdroj, kde K, a K, nie su rozlidené. Difrakéné data boli
zhromazdené na jednorozmernom polohovo citlivom elektronickom detektore
(Innovative Technologie, Newburyport, MA) umiestnenom vo vzdialenosti 150 mm od
vzorky. Kazdy poludnikovy difrakény pik bol korigovany podla Lorentza a podia
pozadia, ako uz bolo predtym opisané (Mason R. P., Gonye G. E., Chester D. W.,
Herbette L. G., ,Partitioning and location of Bay K 8644, 1,4-dihydropyridine calcium
channel antagonist, in model and biological membranes.", Biophys. J. 1989, 55 : 769
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az 778). Fazy pre data $tvrtého radu boli urené pomocou bobtnavej analyzy (Moody
M. F., X-ray diffraction pattern of nerve myelin. A method for determining the
phases.”, Science 1963, 142 : 1173 az 117). Fourierove transformacie dat boli

vykonané pomocou softwaru Origin (Microcal Software, Nothampton, MA).
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PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, ze obsahuje:

a) ucinné mnozstvo amlodipinu,

b) ucinné mnozstvo hydroxylovaného atorvastatinového metabolitu (ATM),
a

C) farmaceuticky prijatelné pomocné latky, kde G&inné mno3stva
amlodipinu a ATM su postacujuce na vyznamnu inhibiciu peroxidacie
lipidov v fudskych nizkohustotnych lipoproteinoch alebo lipidovych

membranach a na dosiahnutie terapeutického efektu.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 1, vyznadujici sa tym, zZe

amlodipinom je terapeuticky derivat amlodipinu.

Farmaceuticky prostriedok podlfa naroku 2, vyznadujuci sa tym, ze

terapeuticky ucinnym derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 1, vyznadujici sa tym, ze znizuje

riziko arterialnej a pribuznej srdcovej choroby.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 4, vyznadujiici sa tym, ze arterialna
a srdcova choroba je vybrata zo skupiny zahriujlce] vysoky krvny tlak,
hyperlipidémiu, aterosklerézu, arteriosklerézu, ischemickt chorobu srdca,

infarkt myokardu, celkové zlyhanie srdca, mftvicu a anginu pectoris.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 1, vyznacujuci sa tym, ?e znizuje

krvny tlak.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 6, vyznadujici sa tym, ze zniZuje
krvny tlak na uroven zodpovedajicu znizenému riziku arteridlnej a pribuznej

choroby.
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Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 6, vyznacujuci sa tym, ze znizuje

krvny tlak na droveri $tatisticky zhodnu s trovilou prirodzenou.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 1, vyznacujici sa tym, ze znizuje

systémove koncentracie lipidov.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 9, vyznacujici sa tym, Ze znizuje
systémové koncentracie lipidov na Urovne zodpovedajice znizenému riziku

arterialnej a pribuznej srdcovej choroby.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 9, vyznacujici sa tym, ze znizuje
systémové koncentracie lipidov na urovne $tatisticky zhodné s prirodzenymi

Urovhami.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 1, vyznacujuci sa tym, e znizuje

krvny tlak a systémové koncentracie lipidov.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 1, vyznacujaci sa tym, ze znizuje
krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na urovne zodpovedajlice

znizenému riziku arterialnej a srdcovej choroby.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 1, vyznacujuci sa tym, e znizuje
krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na uUrovne $tatisticky zhodné

s uroviami prirodzenymi.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 1, vyznacujici sa tym, Ze suéasne

znizuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 15, vyznacujidci sa tym, Ze sudasne
znizuje krvny tlak a systemove koncentracie lipidov na Urovne zodpovedajlce

znizenému riziku arterialnej a pribuznej srdcovej choroby.
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Farmaceuticky prostriedok podla naroku 15, vyznacujici sa tym, ze siéasne
znizuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na Grovne Statisticky

zhodné s urovinami prirodzenymi.

Farmaceuticky prostriedok podla néaroku 1, vyznacujuci sa tym, ze

synergicky znizuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze
synergicky znizuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na drovne

zodpovedajuce znizenému riziku arterialnej a pribuznej choroby.

Farmaceuticky prostriedok podlfa naroku 18, vyznaéujici sa tym, ze
synergicky znizuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na Grovne

Statisticky zhodné s urovriami prirodzenymi.

Farmaceuticky prostriedok podla ktoréhokolvek z narokov 15 az 20,
vyznacujuci sa tym, Ze sulasné zniZenie krvného tlaku a systémovych

koncentracii lipidov je aspoi Ciastoéne spésobené zniZenou oxidaciou lipidov.

Farmaceuticky prostriedok, vyznacujtci sa tym, Ze obsahuje:

a) terapeuticky ucinné mnoZstvo kombinacie amlodipinu a hydroxylovaného
atorvastatinového metabolitu, a

b) farmaceuticky prijatelné pomocné latky, ktoré znizuju krvny tlak a
systémové koncentracie lipidov, €o je aspofi Ciastoéne spdsobené

znizenou oxidaciou lipidov.

Farmaceuticky prostriedok podlfa naroku 22, vyznaéujiuci sa tym, ze

amlodipinom je terapeuticky uéinhy derivat amlodipinu.

Farmaceuticky prostriedok podlfa naroku 23, vyznadujuci sa tym, ze

terapeuticky u€innym derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 22, vyznacujici sa tym, Zze znizuje

riziko arterialnej a pribuznej srdcovej choroby.
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Farmaceuticky prostriedok podla naroku 25, vyznaéujici sa tym, ze
arterialna a pribuzna srdcova choroba je vybrata zo skupiny zahrfiujlce;
vysoky krvny tlak, hyperlipidémiu, aterosklerézu, arteriosklerézu, ischemicku
chorobu srdca, infarkt myokardu, celkové ziyhanie srdca, mitvicu a anginu

pectoris.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 22, vyznadujici sa tym, ?e znizuje
krvny tlak a systémove koncentracie lipidov na urovne zodpovedajice
znizenemu riziku arterialnej a pribuznej srdcovej choroby.

Farmaceuticky prostriedok podla naroku 22, vyznacujuci sa tym, ze znizuje
krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na Grovne $tatisticky zhodné

s uroviiami prirodzenymi.

Spdsob lieCenia arterialnej a pribuznej srdcovej choroby a vyrazného
obmedzenia tvorby lipidovych peroxidov vLDL a lipidovych membranach,
vyznacujuci sa tym, Ze zahriiuje podavanie terapeuticky Géinného mnozstva

kombinacie amlodipinu a hydroxylovaného atorvastatinového metabolitu.

Sposob podfa naroku 29, vyznaéujici sa tym, ze amlodipinom je

terapeuticky ucinny derivat amlodipinu.

Spbsob podla naroku 30, vyznaéujiuci sa tym, ze terapeuticky ucinnym

derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Spdsob podia naroku 29, vyznacdujici sa tym, Ze arteridina a pribuzna
srdcova choroba je vybrata zo skupiny zahrfiujucej vysoky krvny tlak,
hyperlipidémiu, aterosklerozu, arteriosklerézu, ischemickti chorobu srdca,

infarkt, celkové zlyhanie srdca, mftvicu a anginu pectoris.

Spbsob podla naroku 29, vyznacujici sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané ako spolocny liek.
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Sposob podrla naroku 29, vyznacujuci sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané ako samostatné lieky.

Spdsob podfa naroku 29, vyznacujuci sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit s podavané v rovhakom Case.

Spdsob podfa naroku 29, vyznacujici sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané v réznom ¢ase.

Spbésob vyrazne obmedzujlci oxidaciu lipidov a znizujuci krvny tlak a
systémové koncentracie lipidov, vyznacujuci sa tym, ze zahriuje podavanie
na tieto ciele terapeuticky uginného mnozstva amlodipinu a hydroxylovaného

atorvastatinového metabolitu.

Spdsob podla naroku 37, vyznacujuci sa tym, Ze amlodipinom je

terapeuticky ucinny derivat amlodipinu.

Spdsob podfa naroku 38, vyznacujuci sa tym, Ze terapeuticky G&innym

derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Spdsob podla naroku 37, vyznaéujuci sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit sU podavané ako spolocny liek.

Spbsob podfa naroku 37, vyznacujiuci sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit si podavané ako samostatné lieky.

Sposob podfa naroku 37, vyznacujuci sa tym, Ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit si podavané v rovhakom Case.

Spdsob podla naroku 37, vyznacdujuci sa tym, Ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané v réznom Case.
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Spbsob podfa naroku 37, vyznalujiaci sa tym, Ze znizuje krvny tlak a
systémové koncentracie lipidov na Urovne zodpovedajice zniZzenému riziku

arteriélnej a pribuznej srdcovej choroby.

Spbsob podfa naroku 37, vyznadujuci sa tym, Ze arteridlna a pribuzna
srdcova choroba je vybratd zo skupiny zahriujucej vysoky krvny tlak,
hyperlipidémiu, aterosklerézu, arteriosklerézu, ischemickd chorobu srdca,

infarkt, celkové zlyhanie srdca, mftvicu a anginu pectoris.

Sposob podla naroku 37, vyznalujuci sa tym, Ze zniiuje krvny tlak a
systémove koncentracie lipidov na Grovne S$tatisticky zhodné s Groviami

prirodzenymi.

Spdsob podfa ktoréhokolvek z narokov 37 az 46, vyznaéujici sa tym, ze
zniZenie krvného tlaku a systémovych koncentracii lipidov je aspo#i &iastoéne

spOsobené znizenou oxidaciou lipidov.

Spdsob synergicky obmedzujici oxidaciu lipidov, vyznaéujuci sa tym, ze
zahrnuje podavanie terapeuticky G¢inného mnoZstva kombinacie amlodipinu a

hydroxylovaného atorvastatinového metabolitu.

Spbsob podla naroku 48, vyznacujici sa tym, Ze amlodipinom je

terapeuticky ucinny derivat amlodipinu.

Spésob podla naroku 49, vyznacujici sa tym, Ze terapeuticky G&innym

derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Sposob podia naroku 48, vyznacujuci sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané ako spoloény liek.

Spdsob podla naroku 48, vyznacujuci sa tym, Zze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit sU podavané ako samostatné lieky.
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Spdsob podla naroku 48, vyznacujici sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit sG podavané v rovnakom case.

Sposob podla néroku 48, vyznacujici sa tym, ze amlodipin a atorvastatinovy

metabolit su podavané v réznom case.

Spdsob podla naroku 48, vyznacujici sa tym, ze farmaceuticky prostriedok
znizuje oxidaciu lipidov na urover zodpovedajlicu znizenému riziku arterialnej

a pribuznej srdcovej choroby.

Spbsob podfa naroku 48, vyznaéujiuci sa tym, ze arterialna a pribuzna
srdcova choroba je vybratd zo skupiny zahriiujicej vysoky krvny tlak,
hyperlipidémiu, aterosklerézu, arteriosklerézu, ischemickt chorobu srdca,

infarkt myokardu, celkové zlyhanie srdca, mitvicu a anginu pectoris.

Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, ze obsahuje:

a) terapeuticky a¢inné mnozstvo amlodipinu,

b) terapeuticky uc¢inné mnozstvo hydroxylovaného atorvastatinového
metabolitu, a

c) farmaceuticky u¢inné pomocné latky

Farmaceuticky prostriedok podlfa naroku 57, vyznaéujici sa tym, ze

amlodipinom je terapeuticky ucinny derivat amlodipinu.

Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 57, vyznaéujici sa tym, 2e

terapeuticky uCinnym derivatom amlodipinu je amlodipinbesylat.

Sposob znizujuci krvny tlak a systémové koncentracie lipidov, vyznadujici sa
tym, ze zahriluje podavanie terapeuticky G&inného mnozstva kombinacie

amlodipinu a hydroxylovaného atorvastatinového metabolitu.

Sposob podla naroku 60, vyznacujuci sa tym, Zze farmaceuticky prostriedok
synergicky zniZuje krvny tlak a systémové koncentracie lipidov na Urovne

Statisticky zhodné s urovinami prirodzenymi.
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62. Spobsob podfa naroku 60, vyznacdujuci sa tym, ze synergické zniZenie
krvného tlaku a systémovych koncentracii lipidov je aspon Ciastoéne

spOsobené znizenou oxidaciou lipidov.
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Obr. 7

Vypocet entalpie pre tvorbu radikalov atorvastatinového metabolitu*

Molekula AHs (kd/mol)
Uhlikovy radikal - 875,71
Kyslikovy radikal - 835,54
Dusikovy radikal - 804,86
Metylovy radikal - 808,87
Fenylovy radikal - 735,89
Uhlikovy/kyslikovy diradikal - 761,05
Uhlikovy/dusikovy diradikal - 728,37

*Cim je nizsia (4. zapornejSia) hodnota AH¢, tym lahsie je moZné odtrhnut H atém

z tejto Castice.

Vypocitané entalpie pre tvorbu amlodipinovych radikalov*

Molekula AHs (kJ/mol)
Uhlikovy radikal - 686,69
Dusikovy radikal -619,76

*Cim je nizSia (tj. zapornejsia) hodnota AH, tym lah$ie je mozné odtrhnat’' H atom

z tejto Castice.
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