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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka magnézium-pyridoxal-5'-fosfatglu-
taminatu ako uéinnej zloZky na pripravu lietiva na preven-
ciu chordb, ktoré si sposobované LDL-vézbou peroxidov a
prejavuji sa vaskularnymi poruchami.

Doterajsi stav techniky

V poslednych 3tyroch desat’rotiach je moZné pozorovat’
v zépadnych priemyselnych krajindch rychly narast meta-
bolickych porich, najmé poriich metabolizmu tukov. Hlav-
nym dovodom je nadbytotna vyZiva alebo velmi mastné
potraviny pri si¢asnom nedostatku pohybu. Pri takychto
podmienkach mdZe v krvi stipat’ mnoZstvo cholesterolu a
lipidov, ¢im sa zvi¢3uje riziko artériosklerotickych kardial-
nych a periferdlnych vaskuldrnych chordb. Je zndme, Ze
zvy$ené hladiny cholesterolu v krvi st spoluzodpovedné za
vyskyt arterialnej vaskuldrnej sklerézy. Hypercholesteraé-
mia j¢ metabolick4 porucha, ktora vzdy sprevadza hyperli-
pidaémiu. Patogenicky odli¥né, ale priznakovo podobné
klinické obrazy hyperlipidaémie (turbidita séra chylomik-
rénu) a hypercholesteraémia (zvét3enie obsahu cholestc-
rolu v krvnej plazme na viac neZ 200 mg %) sa zhfitaji pod
spolo¢né pojmy hyperligoproteinaémia alebo hyperlipida-
émia.

Na liedenie hypercholesteraémie sa pouZivaji predo-
vietkym derivaty kyseliny aryloxyoctovej, najma etylestery
kyseliny alfa-(p-chlorfenoxy)izomaslovej, ako aj derivaty
kyseliny nikotinovej.

Okrem toho sa v DE-PS prihlasovatel’a &. 24 61 742 opi-
suje pouzZitie glutaminatovych a asparaginatorovych esterov
kyseliny pyridoxin-5'-fosforednej na lie¢enie a profylaxiu
hypercholesteraémie.

Bez toho, Ze by bolo nutné pre klinicky obraz hyper-
cholesteraémie alebo hyperlipidaémie, aby boli pritomné,
mdZu v pripade ohrozenych skupin osdb, najmi fajéiarov,
diabetikov, starnficich I'udi a tych os6b, ktoré maji vysoky
krvny tlak, nastavat’ vaskularne poruchy. Tieto poruchy sa
pri¢itaji pritomnosti zvadenej koncentricie peroxidov v
krvi, ktoré st viazané LDL (lipoproteinom s nizkou husto-
tou). Tieto LDL-viazané peroxidy spdsobuji a urychluja
tvorbu ateromatdzy a arteriosklerotickych dosti¢iek v cie-
vach a mdZu sa povaZovat’ za pri¢inu diabetickej angiopa-
tie. Pritomnost zvy$enych koncentracii geroxidujicich pro-
duktov a ich stvis s vaskularnymi poruchami je opisovany
v publikacidch J.M.C. Gutteridge et al., Trends in Bioche-
mical Sciences, april 1990, strany 129 aZ 135, a D.W. Mo-
rel et al., Journal of Lipid Research, zv. 30, 1989, strany
1827 az 1834.

Je zname, Ze arteriosklerotické zmeny v cievach st vy-
sledkom endotelialnych porach a patogenéza prebieha na-
sledujicim spdsobom: endotelidlna porucha - plateletovana
adhézia - prolifericia (novootvorenie) buniek hladkého
svalstva - ukladanie lipidov.

Prvy stupefi, endotelidlna porucha, méZ¢ mat’ mnoho
pri¢in, najmé mechanické po¥kodenie nasledkom striznych
sil v pripade hypertonie, chemické pokodenie vplyvom
cholesterolu pri hypercholesteraémii a pri jednotlivych to-
xickych pokodeniach vplyvom kontaminacie v krvi. Exis-
tuje domnienka, Ze dalii priebeh je vitsinou identicky so
vietkymi troma typmi po¥kodenia.

Désledkom endotelidlnej poruchy, ako aj nasledného
ukladania tuku medzi bunkami a v ich vnltri v samotnej
artérii je zvatSena agregécia trombocytov, ktora je spreva-

dzana novotvarmi buniek hladkého svalu, o je spésobova-
né d'al¥im zvadenym pritokom lipoproteinov v zakladnej
latke spojovacieho tkaniva, pri¢om tvorba komplexu s glu-
kézamino-glykdnmi spajacicho tkaniva a metabolické de-
fekty prebiehaji na urovni buniek. Potom sa na poskode-
nych miestach vytvara vapnik, &im sa v3etky tieto zmeny u-
zatvaraju, o pri kone¢nom rozbore vedie k stiahnutiu ciev.

Boli vykonané testy na hypercholesteremickych krali-
koch a krysach. W. Schneider dochadza vo svojej dizerta¢-
nej praci k zaveru (1987 na univerzite Johanna Gutenberga
v Mainzi), Ze ked’ sa poddvajii pomerne vysoké koncentra-
cie magnézium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminatu  (MPPG),
znizuji sa koncentracie pelefiového a aortilneho lipidu.
Tato praca viak neuvadza poukazy suvisiace s mechaniz-
mom, ktory iniciuje tvorbu cievneho aterému v ohrozenych
skupinich os6b. Na zéklade vysledkov ziskanych W.
Schneiderom vak nie je moZné vyvodzovat zavery, e
tvorbe aterému je moZné predchadzat vylaGenim iniciad-
nych kontaminacii v krvi.

V minulosti sa isty ¢as pochybovalo, Ze peroxidy v krvi
modZu posobit ako inicidtory metabolickych porach. U.P.
Steinbrecher et al. opisujii v J. Biol. Chem., zv. 264, &. 26,
strany 15216 aZz 15223 (1989) pritomnost oxidaéne modi-
fikovaného LDL, ako aj jeho receptora. Prihlasovatel’ teraz
preukazal testami vykonanymi s tymto ciefom, Ze toto sa
tyka LDL-viazanych peroxidov. Testami vykonanymi in
vitro mohol byt objasneny jeden z mechanizmov zdoraz-
fiujici toxicka endotelidlnu poruchu a ukdzalo sa, Ze je
mozné zachytit’ tieto peroxidy a zneSkodnit ich.

Podstata vynalezu

Predmetom vynlezu je ziskat' farmaceuticky prostrie-
dok na redukciu LDL-viazanych peroxidov, aby sa takto
zabranilo vaskuldrnym poruchdm alebo aby sa vaskuldrne
poruchy odstranili, najmi vytvéranie ateromatozy alebo
arteriosklerotickych dosti¢iek v arteridlnych cievach, ako aj
angiopatickych chordb v pripade diabetikov. Predmetom
tohto vynalezu je najmi ziskat' farmaceuticky prostriedok aj
pre tie uvedené pripady, pri ktorych neexistuje diagnéza
hyperlipidaémie alebo hypercholesteraémie.

Uvedeny predmet sa podl'a vynalezu dosahuje pouZitim
magnézium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminatu na pripravu
farmaceutického prostriedku, ktory je vhodny na profylaxiu
chordb spdsobovanych vaskularnymi poruchami. Podla
vynalezn sa predchidza najmé ateromat6ze ako aj angiofa-
tickym chorobam u ohrozenej skupiny os6b, skladajicej sa
z fajtiarov, diabetikov, starnticich I'udi, hypertonickych o-
sob a l'udi trpiacich stresom.

Magnézium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminét je latka, kto-
ra sa predtym poddvala na zniZovanie zvy$enej hladiny
krvnych tokov. Latka (MPPG) je zndma pod obchodnym
oznafenim Sedalipid® a je distribuovana firmou Steiger-
wald Arzneimittelwerk, Darmstadt. A¥ doteraz nebolo
znéme, Z¢ magnézium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminat posobi
ako radikalny lapa& v krvi a je preto schopny zabrafiovat
retazovej reakeii spdsobenej lipidovym peroxidom. Na za-
klade tohto G&inku ako radikalneho lapata je pouZivanie
MPPG vhodné na profylaxiu vaskuldrnych porich, najma v
nepritomnosti hyperlipidaémie alebo hypercholesteraémie.

MPPG je derivatom pyridoxinu a mé nasledujuci vzo-
rec:
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V zmysle vynalezu st ohrozenymi skupinami osdb
najmé fajéiari, diabetici, Pudia s vysokym krvnym tlakom,
ako aj osoby trpiace stresmi, ako napriklad vrcholovi $por-
tovei a stari l'udia.

Podl'a vynalezu sa uvedend zlu¢enina MPPG podava u-
vedenym ohrozenym osobam, ktoré majil vysok( koncen-
traciu LDL-viazanych peroxidov, ale netrpia priznakmi hy-
perlipidaémie alebo hypercholesteraémie. Tieto symptémy
sa zvy&ajne urduji na baze cholesterolovych hladin ako aj
cholesterolovych a triglyceridovych hladin. V Eurépe a tiez
v USA existuji doporugenia, ¢o sa tyka normalnych a zvy-
$enych cholesterolovych a triglyceridovych hladin.

Co sa tohto tyka, odkazuje sa na doporudenie US na-
rodného cholesterolového vychovného programu (National
Cholesterol Education Programme NCEP) a smernice vy-
pracované $tudijnou skupinou eurdpskej artériosklerézovej
spolo¢nosti. V nasledujucich tabulkich 1 a 2 sa zhrnuté
hodnoty, o je moZné povaZovat’ za normalne cholesterolo-
vé a triglyceridové hladiny a kedy sa mé zagat' s lieCenim:

Tabul'ka 1
Doporu¢enie US narodného cholesterolového vychovného
programu (NCEP)

Klasifikécia Hladina celkové~ [ Doporudené
ho cholesterolu sledovat
Zladuci cholester < 200 mg/dl Opakova? meracie

po 5 rokock

Hedzné cholestero- 200-239 mg/d}l AX rie je CED a
lové riziko f£iadne iné& rizi-
kové faktory:
Informacle o diéte
a rodra kontrola

v pripade jasnéhe
CHD alebo dvoch
iafeh CHD riziko-
vich faktorov:

Dal3ie akcie na
z&xlade LDL hla-

diny
Vysoké riziko cho- > 240 mg/al Vykonat analiyzu
lesterolu lipoproteinov a

daliie akcie na
zéklade hladloy
LDL

Ziaduca LDL ¢ 130 ng/dl |  =mm—-mm
130-159 mg/dl Liedenie diétou,
ak je CED a dva
dal3ie rizikové
faktory

Medzné LDL riziko

Yysoké rizike LDL 160~190 3g/d} Liefenle diétou,
ak nie je CHD a
#iadne dalfile ci-
zikavé faktory

Liek a diéta, ak
{e CED alebo dva
daliie rizikové
faktory

>190 mg/dl Liek a diéta

Smernice $tudijnej skupiny eurdpskej artérosklerdzovej
spoloénosti.

Typ A: Cholesterol: 200-250 mg/dl (5,2-6,5 mmol/1)
Triglyceridy: < 200 mg/dl ( <2,3 mmol/1)
Odhadnit’ celkové riziko CHD pri uvaZeni rodinného
vyskytu CIID, hypertcnzie, diabetu, muZského pohlavia,

rangj$ieho veku, fajéenia, nizkeho HDL cholesterolu, napr.
<35 mq/dl.

V pripade nadvahy obmedzit' energeticky obsah potra-
vy; poskytniit’ rady o vyZive a opravit' iné rizikové faktory,
ak existuju.

Typ B: Cholesterol: 250-300 mg/dl (6,5-7,8 mmol/1)
Triglyceridy: <200 mg/dl (< 2,3 mmol/1)
Odhadnut celkové riziko CHD ako pri type A.
V pripade nadvéhy obmedzit® energeticky obsah potra-
vy; predpisat’ diétu zniZujucu lipidy a sledovat’ odozvu a
splnenie. Ak zostava cholesterol vysoky, zvaZit' pouZitie
licku znizujaceho lipidy.

Typ C: Cholesterol: < 200 mg/dl (< 5,2 mmol/1)
Triglyceridy: 200-500 mg/dl (2,3-5,6 mmol/1)
Snazit sa zdéraznit pri¢iny hypertriglyceridaémie,
napr. obezitu, nadmerné pouZivanie alkoholu, diuretik, be-
ta-blokétorov, exogénny oestrogens, diabetes.
V pripade nadvahy zniZit' energiu diéty; prejednat’ a
zdoraznit pridiny, ak su. Predpisat’ a sledovat’ diétu znizu-
jucu lipidy. Sledovat’ hladiny cholesterolu a triglyceridu.

Typ D: Cholesterol: 200-300 mg/dl (5,2-7,8 mmol/1)
Triglyceridy: 200-500 mg/dl (2,3-5,6 mmol/1)

Odhadnit celkové riziko CHD ako pri type A. Snazit’
sa zddraznit' pri¢iny hypertriglyceridaémie ako pri type C.

V pripade nadvahy obmedzit' diétnu energiu; ak exis-
tuje hypertriglyceridaémia, prejednat’ a zddraznit jej prici-
ny podla typu A alebo B. Predpisat a sledovat’ di¢tu zni-
Fujiicu lipidy. Ak nic je odozva sérového lipidu primerana
a celkové riziko CHD je vysoké, zvazit pouZitie lieku zni-
Zujuceho lipidy.

Typ E: Cholesterol: > 300 mg/dl (7,8 mmol/1}
Triglyceridy: > 500 mg/dl (5,6 mmol/1)

Uvazovat’ o odkazani na lipidovi kliniku alebo k $pe-
cializovanému lekarovi na vySetrenie a zapodatie lieCenia
diétou a v pripade potreby lickmi.

Odhadnit celkové riziko CHD ako pri type A. SnaZit
sa zddraznit priiny hypertriglyceridaémie ako pri type C.

Podobne existuju publikované odporiania pracovnej
skupiny britskej kardialnej spolo¢nosti, £o sa tyka koronar-
nej prevencie, britskej hyperlipidaemickej asociacie a ka-
nadska konferencia konsenzu pri cholesterole.

Z udajov uvedenych v tabulkach je zrejmé, Ze sa hod-
noty miemne li$ia v pripadoch, pri ktorych je obsah choles-
terolu potrebné povaZovat za Skodlivy. PredovSetkym je
viak uZitocné tak postupovat pod tymito medznymi hod-
notami, najmé v neuréitom pasme medzi edte normalnymi a
zvy3enymi hladinami. Podavanie MPPG podl'a vynalezu jc
prospedné pre tych jedincov, ktori patria do ohrozenych
skupin majucich vysoku -LDL-vizbu peroxidov.

Aj ked’ nie je moZné uviest' urita hranicu, pri ktorej sa
musi diagnostikovand hladina cholesterolu vykladat' ako
hyperlipidaémia, zauZiva sa, Ze sa ako vSeobecné vodidlo
mdZe pouzit' obsah priblizne 240 mg/d] (podla americkych
doporudeni) alebo 250 mg/d! (podla eurépskych doporude-
ni), ktory sa mdZe pokladat’ za zaginajucu hyperlipidaémiu.
O podavanie MPPG podl'a vyndlezu sa preto uvaZuje najma
pod uvedenymi hladinami cholesterolu.

Vynalezci vykonali isty podet testov, aby jasne dokaza-
li, Z¢ v ohrozenej skupine 0s6b existuja tieto vysoké hladi-
ny peroxidov viazanych na LDL. Bolo tieZ moZné dokazat,
Ze po podani MPPG zmizli detekéné signaly indikujice pe-
roxidy viazané na LDL. Z toho je teda moZné usudzovat,
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Ze aplikacia MPPG pacientom patriacim do ohrozenej sku-
piny je opravnena a uZito&na.

Pre zvy3ent iniciaciu vytvarania aterému, najmi v uve-
denej skupine osob, sa predpoklada nasledujici mechaniz-
mus, ktory bude dokumentovany d'alej opisanymi in vitro
testami:

LDL sa oxiduje rcaktivnymi druhmi kyslika
(superoxidovy radikal O,-, hydroxylovy radikal OH), najma
peroxidom, ktoré sil pritomné v krvi, ¢im sa vytvara LDL
peroxid. Tento LDL peroxid sa v podstate neabsorbuje
makrofagmi, ale viaZe sa na &istiaci rcceptor, ktory je roz-
miestneny na endotelidlnych bunkéch (pozri uvedenu lite-
ratGru, Steinbrecher et al.). Takto sa na endotclialnych
bunkéch uklada LDL a tieto usadeniny pritahuji d’al3ie u-
sadeniny lipidu.

Dalgie pokodzovanie cievnych endotelidlnych bunick
Jje spbsobované oxidaciou glutationu peroxidom alebo
LDL-viazanym peroxidom. Tato oxidicia mdZe viest k
usmrteniu buniek, pretoZe bunka neméze d’alej udrzat’ svoj
redox potencial (K.Kuzuya et al., Biochem. Biophys. Res.
Comm., zv. 163, &. 3, 1989, strany 1466 aZ 1472).

Nasledujice konStatovanie poskytuje podrobnejsie vy-
svetlenie mechanizmu hovoriace o vplyve MPPG na LDL-
-viazany peroxid. Nasledujice testy ukazujii na zaklade pe-
roxidov viazanych na mastni kyselinu, Ze sa tieto peroxidy
v pritomnosti MPPG rozkladaju, takZe ich je moZné takto
zneskodiiovat’.

Na priloZenych vykresoch jednotlivé grafy znamenaja:
Obr. 1 znézoriiuje spektrum linoleovej kyseliny (0,88
mM). Hlavny vrchol je pri 211 nm, zatiaF o pri asi 232 sa
zisti mensi vrchol, o poukazuje na pritomnost’ malého
percenta oxidovanej linoleovej kyseliny.

Obr. 2 znézortiuje spektrum MPPG (koncentrécia 0,125
nM), pri ktorom sa prejavuja vrcholy pri 222, 327 a 387.
Obr. 3 znazoruje spektrum roztoku linoleovej kyseliny a
MPPG. Toto spektrum ma vrcholy pri 211, 243 a 289 nm.
Vrchol ziskany skor na obr. 1 pri 232 uZ nie je viac pritom-
ny na obr. 3. Namiesto toho obr. 3 znazorituje dva nové vr-
choly pri 243 a 289 nm.

Nasledujuci nart znézorfiuje predpokladany reakény
mechanizmus prebiehajici potas oxidacie mastnej kyseli-
ny, ako to opisuje napr. J.M.C. Gutteridge et al. v publika-
cii Trends in Biochemical Science, april 1990, str. 130:

(Mastnad kysellna, FA®)

N=/\=N=/

l OH", alebo H202 a Fe?* -chelat
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Radik&l lipid-peroxid
Q FS® ~—)retazovd reakcia —

|
y=\=bj\;/\
O, H

Lipid-hydroperoxid

Najprv nastéva tok na premostujicu CH, skupinu ra-
dikalom H®. Toto spdsobuje premiestnenie, takZe sa z izo-
lovanych dvojnych vizieb vytvoria konjugované dvojné
vizby. Vysledkom je vznik radikilu mastnej kyseliny, ktory
v pritomnosti kyslika vytvara peroxidovy radikal. Za pri-
tomnosti d'aliej molekuly kyseliny mastnej sa vytvéra hyd-
roperoxid mastnej kyseliny a tie radikal mastnej kyseliny,
¢im zalina retazova reakcia.

Znézomené hlavné &rty reakcie mozu byt pri 234 nm
nasledované dékazom diénovej reakcie.

Z obrazkov 1 az 3 je moZné vyvodzovat, Ze vrchol pre
zoxidovanil kyselinu zmizne pri 232 nm (obr. 1) pridanim
MPPG v koncentrécii 0,125 mM (obr. 3), priom predtym
spustend retazova reakcia sa prerudi, a tym aj postup cho-
roby.

Na rozklad hyperoxidu za pritomnosti latky *MPPG
pouZivanej podl'a tohto vynéalezu sa predpoklada nasledu-
Jjuci mechanizmus katalyzovany mangdnom:

Predpokladany mechanizmus rozkladu hydroperoxidu kata-
zylovany MPPG -Mn

veIng rauikal
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Teraz je mozné skimat’ tuto rozkladni reakciu pomo-
cou indikatorovej latky, ktorou je kyselina aminocyklopro-
pankarboxylova (ACC). ACC je zékladnou litkou vysky-
tujicou sa v prirode pri tvorbe etylénu. Uvolilovany etylén
je moZné urlovat kvantitativne.

Rozklad hydroperoxidu méZe prebichat’ napr. kumén-
hydroperoxidom. ACC pdsobi ako iniciator. Predpoklada
sa, Ze reakcia postupuje cez amin na pyridoxalfosfat, ktory
spdsobuje tvorbu radikalu. Tento radikél iniciuje rozklad
ACC na CH,H,, CO; a kyanid.

Nasledujice testy znazoriiujii stimulaciu rozkladu ACC
posobenim MPPG za pritomnosti kuménhydroperoxidu v
zavislosti od koncentracie kuménhydroperoxidu (Kum-
OOH). Su¢asne boli vykonané porovnavacic testy so zod-
povedajicimi mnoZstvami pyridoxalfosfatu. (PP).

Priklad testu:

Boli pripravené nasledujoce roztoky vo fosfitovom
pufti (0,1 M) s pH 7.4 s réznymi koncentraciami kumén-
hydroperoxidu.

Davka :Fosf atovy pufor 0, 1 M, pH 7, 4
ACC 1,0 mM
MPPG 0.5 mM
Mn*"; 0.1 mM
LA 0,88 mM
KumOOH 0,006-1,2 mM
destilovana voda ad 2 ml
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Tabulka 3

Stimul4cia disocidcie ACC pdsobenim MPPG/PP vply-
vom KumOOH v zavislosti od koncentracie KumOOH
(LA = linoleova kyselina, KumOOH = kuménhydropero-
xid, ACC = aminocyklopropankarboxylové kyselina)

Etylén (pMol)
Konc. KunCOR (mM) 0,006 0,12 0,05 0,12 0,6 1,2

a) XPPG
KumQOH samotny - - 74 122 271 1152
140 +60 1147 %500
LA sanmotnd 4028 4028 4028 4028 4028 4028
933 *933 $933 +933 £933 1933
teoret. & 4028 4028 4102 4150 4299 5219
LA + KumOOH 1014 6926 9655 16059 79079 57894
1407 471 1565 +5672 16768
Stimulacia (%) - 72,0 139,7 298,7 1853,3 1337.4

b) PP

KumOOH samotny - - - - - -
LA 2972 2972 2972 2972 2972 2972
(=teoret é ) +439 4439 +439 +439 £439 1439

LA + KumOOE 4319 4394 5247 5635 11972 17695
$173 $250 +540 +533 425 £1827

Stimuldcia (%) 4% .3 47,8 76,5 89,6 302,8 495,3

Na obrazkoch 4a a 4b je znazomena stimulacia disocia-
cie ACC pdsobenim MPPG alebo PP v zavislosti od kon-
centracie KumOOH.

Pri disociacii ACC pyridoxalfosfatu sa pozoruje mera-
telné mnoZstvo uvoltiovaného etylénu, na rozdiel od
MPPG, v dolnom rozsahu koncentrécie pouzitej na kumén-
hydroperoxid (0,006 mM). Pri koncentracii KumOOH 0,12
nM v pritomnosti MPPG sa zisti stimulacia disociacie ACC
vo vy¥ke 70%. Pri koncentraciach KumOOH 0,6 mM a 1,2
mM sa namerajl jasne vy3Sie Gdinky stimulacie za pritom-
nosti MPPG v porovnani s PP.

PATENTOVE NAROKY

1. PouZitic magnézium-pyridoxal-5'"-fosfatglutaminatu
ako uginnej zlozky na pripravu lie¢iva vhodného na reduk-
ciu peroxidov s LDL-vézbou a na profylaxiu z toho vyply-
vajucich vaskulérnych porich v nepritomnosti hypercho-
lesteraémie alebo hyperlipidaémie.

2. Poutitie podla naroku 1 na pripravu lietiva na pro-
fylaxiu proti ateromatéze.

3. Pouzitie podl'a naroku 2 na pripravu lie¢iva na pro-
fylaxiu angiopatického ochorenia.
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