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Farmaceuticky prostiedek pro lé¢eni endotoxemie

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouZiti fosfolipidu prostého proteinti a peptidii pro vyrobu farmaceutického
prostiedku pro lé&eni endotoxemie, souvisejici s endotoxiny. ZvIasté se tyka pouZiti pro vyrobu
farmaceutického prostfedku pro 1é&eni takové otravy s obsahem sloudenin, které neutralizuji
a/nebo odstratiuji endotoxiny z organismu a lze jej pouzit i pro prevenci téchto stavii.

Dosavadni stav techniky

Endotoxicky 3ok je stav, &asto smrtelny, provokovany uvoliiovanim lipopolysacharidii (LPS)
z vnéjii membrany vé&tSiny gramnegativnich bakterii (napiiklad Escherichia coli; Salmonella
typhimurium). Struktura bakterialnich LPS byla jiz dobfe objasnéna veetné zvlastni molekuly,
oznalované jako lipid A, kterd je pfipojena kacylovym fetézcim prostiednictvim
glukosaminové kostry molekul lipidu A (viz Raetz, Ann. Rev. Biochem. 59: 129 - 170 (1990).

Molekula lipidu A slouZi jako membranova kotva pro lipopolysacharidové struktury (,,LPS*)
aje to LPS, ktery podmifiuje vyvoj endotoxického $oku. Je tieba zdiraznit, ze molekuly LPS
jsou charakterizovany strukturou typu lipidu A a polysacharidovou ¢asti. Tato posledni Cast se
miize v riznych LPS v detailech molekuly 1i3it, ale zachovava si obecné strukturni motivy,
charakteristické pro endotoxiny. Bylo by nespravné uvadét, ze molekula LPS je od bakterie
k bakterii stejnd (viz Raetz vy3e). V oboru je b&Zné oznaCovat rizné molekuly LPS jako
,endotoxiny“ a tento termin bude déle pouZzivan souhrnné pro ozna¢eni molekul LPS.

V US patentu 5 128 318, zde uvadéném jako referenénim, bylo pfedpokladano, Zze
rekonstituované &astice, obsahujici jak apolipoprotein spojeny s HDL, tak i lipid, schopny vazby
na endotoxin ajeho inaktivace, by mohly byt pouzity jako uginné materidly pro zmiméni
endotoxicity, zplisobené endotoxiny.

Ve stargich dokumentech US &. 5 344 822, 5 674 855, 5 587366 a5 506 218; US &. 5 506 218;
US patent 5 344 822 se uvadi, Ze pro léZeni toxicity, zpiisobené endotoxiny, miize byt pouzito
riznych jinych latek. Zvlasté bylo zjisténo, Ze apolipoproteiny nejsou v rekonstituovanych
&asticich nutné, a Ze rekonstituovana ¢astice miize obsahovat peptid a lipid, pfi¢emZ peptid neni
apolipoprotein.

Bylo rovnéz zjisténo, Ze toxicita, zptisobena endotoxiny, mize byt lé¢ena postupnym podavanim
bud’ apolipoproteinu nebo peptidu, po kterém nasleduje lipid. Po postupném podani se astice
usporadaji do formy rekonstituovanych &astic a potom odstraiuji endotoxin.

Bylo také zjisténo, Ze alespoii néktefi jedinci maji pfirozené irovné apolipoproteinu, které jsou
vy33i nez normalni Grovng, takZe &inné léeni endotoxemie mize byt provedeno podavanim
rekonstituovanych &astic, které neobsahuji apolipoprotein nebo peptid, ale obsahuji lipid podle
pfihlasky.

Navic vynalez, popisovany v té&chto pfihlaskach, zahrnoval pouziti rekonstituovanych &astic
a zde diskutovanych slozek pro prevenci endotoxinem zpiisobené toxicity podavanim G¢inného
mno¥stvi prostiedku v pfipadé potfeby prevence. Lé¢ené subjekty zahrnuji pacienty, trpici
infekcemi nebo v rekonvalescenci po chirurgickém zékroku. Tito pacienti maji nékdy velmi
nizké hladiny HDL v plazmé&, nékdy pouze 20 % normalni tirovné. V téchto pfipadech je pro
v&asnou prevenci pomoci HDL nanejvy3 Zadouci, aby byla tato nizka hladina vykompenzovana.

-1-




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 287614 B6

Nyni bylo zcela prekvapivé zjist&no, ze fosfolipidy mohou byt pouzity samostatné nebo
v kombinaci s dal§imi latkami, jako jsou neutralni lipidy, choléty apod., jako Gginné prostedky
pro zmirnéni a/nebo prevenci endotoxemie.

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je tedy pouziti fosfolipidu prostého proteinii a peptidii pro vyrobu
farmaceutického prostfedku pro 1é€eni nebo prevenci endotoxemie nebo sepse u ¢lovéka nebo
zvitete.

DalSi provedeni vynélezu zahrnuje pouZiti fosfolipidu podle spolu s kyselinou cholanovou nebo
soli kyseliny cholanové a/nebo neutralnim lipidem.

Zv1aste vyhodné je pouziti fosfatidylcholini (dale oznaCovany ,,PC*), bud’ samostatn&, nebo
v kombinaci s daldimi fosfolipidy, jako jsou sfingolipidy, v prostfedcich, které v podstats
neobsahuji peptidy a proteiny, jako apolipoproteiny nebo od nich odvozené peptidy. Pokud se
prostfedky pouZivaji ve formé intravenéznich jednorazovych davek, neutralni lipidy, jako jsou
mono-, di-, atriglyceridy je mozno kombinovat s fosfolipidy, pokud celkové mnozstvi
neutrélnich lipidi je pod uritou érovni. Pokud se neutralni lipidy podavaji jinymi formami, jako
napiiklad intravenézné infuzi, jejich obsah neni tak kriticky, ale je tfeba ho brat v tivahu.

Zvlast€ vyhodna provedeni vynalezu zahrnuji emulze, kde se spolu s fosfolipidem a neutralnim
lipidem pouziva Zluova kyselina nebo sil Zludové kyseliny.

Je zde ukédzana dinnost Zlu¢ovych kyselin a soli Zlu€ovych kyselin, tedy cholath, pti 1é¢eni
endotoxemie. Zlutové kyseliny je moZno pouzivat samostatné nebo v kombinaci s jednim nebo
vice fosfolipidy a/nebo neutralnimi lipidy, jako je fosfatidylcholin a nebo triglycerid.

Vynélez umoZiiuje zmiméni nebo prevenci endotoxemie u pacienta podévanim u¢inné davky
fosfolipidu, s kterym se endotoxin spojuje. Fosfolipid spojeny s endotoxinem je potom z t&la
odstranén standardnimi biologickymi zpiisoby, které se neli$i od normalnich v oboru znadmych
zplsobi odstratiovani lipoproteinovych &astic. Spojeni endotoxinu s fosfolipidem endotoxin
inaktivuje.

Jak bude ukazano v ptikladech, pro dosaZeni stejného tidinku jako u fosfolipidu, tj. 1é&eni
a prevence endotoxemie, je mozno také podavat n&kterou latku z rodiny kyselin cholanovych
nebo soli kyselin cholanovych, jako je kyselina Zlugova nebo sil kyseliny Zluové. Pro 1é¢eni
endotoxemie tedy mohou byt pouzity prostredky, neobsahujici peptidy a proteiny, ve kterych je
piitomna ZluCova kyselina, siil Zlugové kyseliny nebo obg latky. Kyseliny cholanové se popisuji
napf. v: Hofmann, Hepatology 4(5): 4S-14S (1984), ktera se zde uvadi jako reference.

Lécenym subjektem je zejména Clovek, ale vynalez je mozno také pouzit ve veterinarnim
Iékatstvi.

Termin ,,zmirnéni* se zde pouZivéa pro 1é€eni, které snizuje zatéz endotoxemif, zplisobenou
nékterym z produkovanych endotoxint, napiiklad gramnegativnich bakterii (S. typhimurium, E.
coli atd.). Prevenci je moZno provadét podavanim prostiedku v okamzZiku, kdy jedinec je nebo
pravdépodobné bude v situaci, kdy miize dojit k expozici endotoxinem. To se klasicky vyskytuje
v pribéhu chirurgického zékroku. Jedinec, ktery se ma podrobit chirurgickému vykonu, tedy
muzZe dostat aktivni slozku jako pfipravu na vykon.
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U&inné mnozstvi kombinace fosfolipidu a Zlugové kyseliny, nutné pro 1é¢eni pacienta, mize byt
riizné. Obecng se dava prednost ddvce od 200 az do priblizné 800 mg fosfolipidu na kg t€lesné
hmotnosti, aviak mnozstvi miZe byt nizsi nebo vy$3i v zavislosti na vaznosti endotoxemie nebo
stupni rizika ve vztahu k prevenci. Pro kyseliny cholanové a jejich soli, jako jsou ZluCové
kyseliny a jejich soli, se pouZiva dévka od ptiblizné 10 mg aZ do pfiblizn€ 300 mg na kg télesné
hmotnosti, Iépe 15 mg aZ pfiblizné 275 mg na kg té€lesné hmotnosti.

Je 4douci podavat ZluZovou kyselinu nebo soli zlutové kyseliny a fosfolipidy v prostfedcich,
které také obsahuji neutralni lipidy, ale neni to nezbytné, protoze emulze bez neutrélnich lipidi
se pravdépodobn& budou vyskytovat také. PoZadavek na kombinované podavani fosfolipidi
vyplyvé ze skutetnosti, Ze se neutralni lipidy a fosfolipidy spojuji do &astic, které se podobaji
lipoproteintim, ale 1i§i se od nich tim, Ze neobsahuji Zddné proteinové nebo peptidové slozky,
které jsou samoziejmé v lipoproteinech vzdy pfitomny.

Zvla§té vhodnymi formami 1é€eni jsou ty, kde fosfolipidem je fosfatidylcholin, jako nap.
fosfatidylcholin vaje&ného Zloutku, fosfatidylcholin ze s6ji nebo sfingolipid. Jako Zluova
kyselina nebo sil Zluové kyseliny je vyhodna kyselina cholové a/nebo jeji soli, jako je cholat
sodny, deoxycholat sodny a chenodeoxycholat sodny. Co se ty&e neutralnich lipidi, je vyhodné
pouzivat ester cholesterolu nebo triglycerid, ale mohou byt také pouZity jiné neutralni lipidy,
jako je skvalen nebo jiné uhlovodikové oleje, dia monoglyceridy a antioxidanty7, jako je vitamin
E.

Ve vyhodném provedeni prostiedek obsahuje sfingosin.

Lze pouzit riznych forem podavani prostfedkd, pfi¢emz zv1asté vyhodna je jednorazova injekce
nebo jiné intravenézni formy. Pokud se pouZije forma jednorazové injekce, a prostiedek
obsahuje triglycerid, musi se vénovat urdita pozornost davkovani. Je totiz pomémng dobfe znamo,
¥e triglyceridy jsou toxické, kdyz se podavaji v pfili§ velké davce. Odbornik s obvyklou
zkuSenosti v oboru viak muZe snadno sestavit prostfedek tak, aby bylo riziko otravy
triglyceridem sniZeno nebo odstran&no. Obecng, pokud se pouziva formy jednorazové injekce,
by prostiedky nemé&ly obsahovat vice nez 80 hmotnostnich procent triglyceridu nebo jiného
neutralniho lipidu, svyhodou ne vice nez 70 % hmotnostnich zcelkového prostiedku.
Nejvyhodngji by prostfedky k podavani jednorazovou injekci nemély obsahovat vice nez 50 %
hmotnostnich neutralniho lipidu z celkového prostfedku, jako napfiklad od 5 do 10%
hmotnostnich z celkového prostiedku.

Kdyz se viak pouzije jiné intravendzni formy, neZz je jednordzova injekce, riziko otravy je
sniZeno. I pro intravenézni nebo i ostatni formy podavéni jsou nicméné vy3e uvedené rozsahy
vyhodné, i kdyZ ne nezbytné. Pro zludové kyseliny a soli zluZovych kyselin se davky s vyhodou
pohybuji od pfiblizn& 25 mg/kg télesné hmotnosti aZ do priblizné¢ 500 mg/kg télesné hmotnosti,
pfitemz zvlait€ vyhodné jsou davky od pfiblizné 50 mg/kg télesné hmotnosti do pfiblizné
100 mg/kg télesné hmotnosti. Pro fosfolipidy jsou vyhodné davky od pfiblizné 100 mg/kg
télesné hmotnosti az do pfiblizné 1000 mg/kg t&lesné hmotnosti. Zvlast€ vyhodnad dévka
fosfolipidu je az do 400 mg, s vyhodou 200 mg azvlasté¢ 100 mg na kg telesné hmotnosti.
Uvedené davky jsou obecné pouZitelné, aviak budou se lisit v zvislosti na pacientovi a zpiisobu
podavani.

Jak je uvedeno vy3e, prostfedky bez proteinti a peptidii vyzaduji ptitomnost alespoii jednoho
fosfolipidu nebo Zlugové kyseliny/soli Zlutové kyseliny. V piipadg fosfolipidd je vyhodné, aby
byl ptitomen alespoti jeden neutralni lipid, jako je triglycerid, diglycerid nebo monoglycerid.
Prostfedky mohou obsahovat dal3i materiély, jako jsou steroly (napf. cholesterol, B-sitosterol),
esterifikované nebo neesterifikované lipidy (napf. ester cholesterolu nebo neesterifikovany
cholesterol). uhlovodikové oleje, jako je skvalen, antioxidanty jako je vitamin E, avSak tyto latky
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nejsou nezbytné. V takovém prostfedku mize byt samoziejm& pouzito vice neZ jednoho
fosfolipidu a/nebo vice nez jednoho neutralniho lipidu. Pokud se pouZiva kombinaci neutrilniho
lipidu a fosfolipidu, neutralni lipid by m&l byt pritomen v koncentraci od pfiblizné 3 % az do
piiblizn€ 50 % hmotnostnich vzhledem k celkovému mnozstvi lipidu v prostfedku.

Zvlasté vyhodny hmotnostni pomér fosfolipidu k neutralnimu lipidu je 93 : 7.

V pripadé Zlutovych kyselin/soli ZluZovych kyselin je mozno je pouzit oddélen& nebo
v kombinaci s fosfolipidem, neutralnim lipidem nebo obéma. S ohledem na tyto dalsi materialy
(napf. fosfolipidy a neutrélni lipidy) jsou vyhodné vyse uvedené latky. Je mozno popt. pouzit
dalsi slouceniny z vy3e uvedenych.

Soucasti vynélezu jsou také prostfedky, pouZitelné pro léCeni endotoxemie. Jednim z provedeni
vynilezu v této skupiné je prostfedek, obsahujici alespoii jednu litku ze skupiny Zlugova
kyselina /sil ZluCové kyseliny, fosfolipid a neutralni lipid, pfiemz prostfedek jako celek
obsahuje mnoZstvi latky, které umozni zmimit endotoxemii. Tento prostfedek s vyhodou
obsahuje (v % hmotnostnich) od priblizné 5 % do ptiblizng 30 % Zlutové kyseliny/soli Zlugové
kyseliny, od pFiblizn& 3 % do pf¥iblizn& 50 % neutralniho lipidu a od pfiblizn& 10 % do pfiblizng
95 % fosfolipidu. Zvlast¢ vyhodné jsou prosttedky, obsahujici od pfiblizné¢ 10 do 15 %
hmotnostnich Zzlu¢ové kyseliny/soli Zludové kyseliny, od pfiblizné 5% do priblizng 10 %
hmotnostnich neutralniho lipidu a zbytek tvoti fosfolipid.

Zvladté vyhodné je pouziti, kde hmotnostni pomé&r kyseliny cholanové nebo soli kyseliny
cholanové, fosfolipidu a neutralniho lipidu je 13 : 81 : 6.

Je tieba zdiraznit, Ze tato hmotnostni procenta se vztahuji na prostfedky, sklddajici se ze tfi .
slozek. Kdyz je tislozkovy systém kombinovan napf. s nosi¢em, pomocnou latkou a pfipadnymi ,
vySe uvedenymi litkami, procento vztaZené na cely prostfedek tim poklesne. Dile je tfeba
zdiraznit, Ze tyto farmaceutické prostredky jsou vzdy bez proteint a peptidi.

V pfipadé prostfedkii, které neobsahuji zlu¢ovou kyselinu nebo sil ZluZové kyseliny takové
prostfedky bez proteinii a peptidii svyhodou obsahuji alespoit pfiblizn€ 3 % hmotnostni
neutralniho lipidu, aZ do pfiblizn& 50 % hmotnostnich neutralniho lipidu, pfi¢emz zbytek tvofi
alespoii jeden fosfolipid. Neutrélni lipid je s vyhodou triglycerid, ale miZe jim byt jakykoliv
z dalSich neutrdlnich lipidd, které se uvadgji vyse. Fosfolipidem také mize s vyhodou byt
fosfatidylcholin.

Dal3i aspekty vynalezu budou odbornikovi v oboru jasné a neni tieba je zde dale rozvadét.

Nasledujici pfiklady a specifikace je nutno pokladat za ilustrativni a v 24dném pfipadé nemaji
predkladany vynélez omezovat; dalsi provedeni v ramci podstaty vynalezu jsou pak odbornikiim
v oboru samoziejmé.

Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1A a 1B ukazuje vysledky, pro testovani riiznych prostfedkii na modelu, pficemz byla
uréovana neutralizace endotoxinu pomoci uvoliiovani TNF v uplné lidské krvi.

Obr. 1A ukazuje tilohu proteinu a obr. 1B dlohu fosfolipidu. Testovanymi slou&eninami jsou
pfirozené lipoproteiny a(VLDL, LDL, HDL), rekonstituiovany HDL (R-HDL)
a prostiedky INTRALIPID®, stejné jako emulze s obsahem fosfolipidu a proteinu.
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Obr. 2A a 2B srovnavaji tlohu triglyceridu (neutralniho lipidu) a fosfatidylcholinu, fosfolipidu,
na stejném modelu.

Obr.3 ukazuje toxicitu zpisobenou podanim riznych prostfedkid PC a PC/TG na mySim
modelu s pouzitim modelu s 55 % letalitou, pfi¢emz se podava LPS E. coli.

Obr.4 ukazuje data, kterd je moZno porovnat stestem suplnou lidskou krvi vyse, ale
s pouzitim fosfolipidu s neesterifikovanym cholesterolem, sfingomyelinem nebo smési
obou na misté triglyceridi.

Obr. 5A a 5B ukazuji vysledky, porovnatelné s vysledky na obrazcich 1A a 1B s tim rozdilem,
¥e v novych obréazcich je fosfolipid, neesterifikovany cholesterol a/nebo sfingomyelin

smichén s triglyceridy nebo esterifikovanym cholesterolem jako neutralnim tukem.

Obr.6 porovniva vysledky ziskané s pouZitim esteru cholesterolu aemulzi s obsahem
triglyceridu na my$im modelu in vivo.

Obr.7 ukazuje prostredky podle vynalezu teoreticka mnoZstvi triglyceridii uvolnéna do krve
po podani riznych TG, s vyznatenou Girovni toxicity.

Priklady provedeni vynalezu

Seznam pouzitych zkratek:

PC fosfatidylcholin SP sfingomyelin
TG triglyceridy C cholesterol neesterifikovany
CA zludovi kyselina nebo jeji sil CE cholesterol esterifikovany

VLDL, LDL, HDL pfirozené lipoproteiny plazmy LPDS sérum s nedostatkem lipoproteinii
R-HDL rekonstituovany HDL

Priklad 1

Faktory, které ovliviiuji stimulaci faktoru TNF-a prostfednictvim LPS pfi zachovéni integrity
interakce mezi proteiny plazmy akrevnimi elementy, je mozno vhodné studovat in_vitro
v systému GpIné lidské krve. Stejny systém byl pouzit k ureni, ktera z lipoproteinovych sloZzek
je dulezita pfi neutralizaci LPS.

Testovanymi materialy byly rekonstituované proteiny s vysokou densitou (R-HDL), pfirozené
lipoproteiny plazmy (VLDL, LDS, HDL), sérum s nedostatkem lipoproteini (LPDS) a20%
emulze INTRALIPID®, bohata na triglyceridy (smés triglyceridii a fosfolipidi).

Krev byla odebirana do heparinizované zkumavky, zfedéna roztokem Hank's Balanced Salt
Solution (dale ,,HBSS*) nebo testovanym materidlem, rozputénym v HBSS. Vysledny material
byl pienesen do zkumavek Starstedt (250 pl/zkumavku). LPS bylo rozpusténo v apyrogennim
fyziologickém roztoku, obsahujicim 10 mM HEPES, a pfidano (2,5 pl) na kone¢nou koncentraci
10 ng/ml. Po ¢&tythodinové inkubaci pfi 37°C byly zkumavky ochlazeny na 4°C
a centrifugovéany pfi 10 000 g po dobu 5 minut. Supernatant byl sebran a testovan na TNF-a
s pouzitim komeré&niho testu ELISA.

Nasledujici tabulka 1 ukazuje srovnéni prostfedki, slozenych z testovanych materialil. Obrazky
1A a 1B ukazuji vysledky. Data jsou ukazana jako mnoZstvi produkovaného TNF-a, vyneseného
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proti koncentraci pfidaného proteinu (obr. 1A) a fosfolipidu (obr. 1B). Bylo pouzito logaritmic-
kého méfitka pro zobrazeni Sirokého rozsahu pouZitych koncentraci, pfi¢emz 10° odpovida
1 mg/ml. Vechny inkubace tiplné krve obsahovaly 10 ng/ml LPS E. coli 0111:B4, dopln&ny
Jednim z prostfedki, jak ukazuje popis obrazkii 1A a 1B.

Fakt, Ze se materialy 1i§i v G€innosti pti vyneseném obsahu proteinu (obr. 1A), pfi€emz jsou
velmi podobné kdyZ je vynesen obsah fosfolipidu (obr. 1B) ukazuji na to, Ze fosfolipid je
diilezitou slozkou.

Toto je potvrzeno zjisténim, Ze bezproteinova emulze lipidu je GCinné&j8i neZ pfirozeny HDL, ale

méné 0¢inna nez R-HDL. Zda se, Ze protein neni pro neutralizaci dilezity.

Tabulka 1 : SloZeni pfirozenych lipoproteinii a rekonstituovaného HDL

Lipoprotein TC |[TG [PC | Protein
Trida Hustota (g/ml) % hmotnostni
VLDL <1,006 22 53 18 7
LDL 1,007-1,063 43 11 22 20,9
HDL 1,063-1,21 18 8 22 52
R-HDL 1,063-1,21 - - 79 21
LPDS >1,21 0 0 2 98
Intralipid - 1 93 6 0
Priklad 2

V dal3im kroku byly testovany v tiplné lidské krvi bezproteinové emulze lipidii, obsahujici riizna
mnoZstvi neutralniho lipidu. Bylo pouzZito stejného testu na tplné lidské krvi in vitro, jak je
uvedeno v prikladu 1.

VSechny popisované &astice byly pripraveny podle stejného protokolu, ktery zahrnoval miseni
fosfolipidu, sfingomyelinu nebo fosfatidylcholinu, trioleinu a/nebo neesterifikovaného esteru
cholesterolu, rozpusténého v chloroformu, a navazeni do lahvigky. Jako antioxidant byl ptidan
vitamin E (0,02 % hmotnost/objem). Potom byl ptipraven film suchého lipidu pfehan&nim
suchého plynného dusiku nebo argonu ptes vzorek. Potom byl do lahviCky piidan jeden objem
apyrogenniho fyziologického roztoku a lahvitkou bylo michano na mixéru, dokud nebyl viechen
lipid suspendovan. Roztok byl potom homogenizovan ve vysokotlakém homogenizatoru.
Vzorky, obsahujici fosfatidylcholin (PC) s nebo bez trioleinu byly homogenizitorem cyklovany
desetkrét pfi tlaku 136 MPa. Vzorky s obsahem esteru cholesterolu s jednim nebo vice dal3imi
lipidy byly cyklovany 15 - 20 x pfi tlaku 204 MPa. Homogenizované roztoky byly filtrovany
stiikackou s filtrem 0,45 pm a filtrat byl a% do pouziti (béhem 3 dndi) skladovén pii pokojové
teplot&. Ziskané vysledky ukazuji obrazky 2A a 2B. V t&chto studiich Je vynesena produkce LPS
- dependentniho TNF-o. proti koncentraci p¥idaného triglyceridu (obr. 2A) nebo fosfolipidu
(obr. 2B). Prostfedky, jak je uvedeno v popisu obrazku, obsahovaly (v procentech hmotnostnich)
7% triglyceridu (,TG*), 45% TG, 89% TG, 94 % TG, R-HDL nebo fosfolipid bez TG
(ukézano jen v obr. 2B). Prostfedek s 89 % TG je s 10 % INTRALIPID®em, zatimco 94 % TG
se vztahuje k20 % INTRALIPIDu. Ve viech ostatnich testech bylo pouzito vaje¢ného
fosfatidylcholinu (PC) a trioleinu.

Tyto vysledky ukazuji, 2e bezproteinové prostiedky, srovnivané ve vztahu Kk obsahu
triglyceridu, jsou velmi odli§né. Tyto prosttedky jsou si viak velmi podobné, pokud jsou
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testovany vzhledem k obsahu fosfolipidu (PC). To potvrzuje tlohu fosfolipidu, zejména pokud
je Géinny samotny fosfolipid, ale v mensi mife to nastdva u emulzi, obsahujicich aZ do 45 % TG.

Priklad 3

Price potom pokra¢ovala na experimentech in vivo na my3$im modelu, ktery je povaZovan za
spolehlivy systém pro predpovidéni u lidi.

V téchto experimentech byla my3$im podana jednorazova injekce dostatenych mnozstvi vy3e
popsanych prostfedkii stejné jako dalSich prostfedki (Cisty fosfatidylcholin, 7 % TG, 25 % TG,
45% TG, 71 % TG, 81 % TG, 89 % TG a 94 % TG) nebo kontroly s fyziologickym roztokem
pro vytvoteni davky fosfolipidu (bud’ 200 mg/kg, nebo 400 mg/kg) spolu s 25 mg/kg LPS E. coli
0111:B4. Kontrolni skupina dostala intraven6zné fyziologicky roztok ve stejném mnozstvi jako
objem emulze. Pfezivani po 72 hodinich je uvedeno v obr.3. Ze 344 zvifat v kontrolnich
skupinach prezilo 155.

Samotny PC méa mimy ochranny tginek, pfi mife spolehlivosti 95 % statisticky nevyznamny,
zatimco prostfedky s obsahem TG 7 %, 45 % a 71 % vyrazn& zlepSovaly preziti. Prostredky
s obsahem 80 % a 89 % TG byly &¢inné pouze &astedné, zatimco 94 % TG preziti snizovalo.

KdyZ byla davka zvysena az na 400 mg/kg PC, jak 89 %, tak i94 % emulze TG vyznamné
snizovaly dobu preziti, pravdépodobné kvili otravé TG, jak bude vysvétleno dale.

Priklad 4

Prace, popisovana v prikladech 1 - 3 ukazala, Zze fosfolipidy jsou aktivnim prostfedkem,
pasobicim pti inhibici endotoxemie. Fakt, Ze nepolarni lipidy jiné neZ triglyceridy mohou tvofit
emulze s fosfolipidy jinymi nez PC naznaguje, Ze mohou byt vyzkouSeny také ostatni lipidy.
Jako piiklady uvadime sfingomyelin (dal3i fosfolipid) a neesterifikovany cholesterol (polarni
neutréalni lipid) a jejich smési. Mohou tak byt také pouZity esterifikovany cholesterol (nepolarni
ester), skvalen (uhlovodik) avitamin E (nepolarni antioxidant). Pro jejich testovani byla
navrzena Fada experimentil s uZitim uplné lidské krve (viz pfiklad 1) a testu pfezivani mySi (viz
ptiklad 3).

Vyse uvedenym zpiisobem byly pfipraveny emulze s pouzitim Cistého fosfatidylcholinu,
fosfatidylcholinu s 10 % hmotnostnimi neesterifikovaného cholesterolu, 10 % hmotnostnimi
sfingomyelinu nebo celkové 10% smési obou. Emulze byly kiplné krvi pfidavany
v koncentraci 100 mg/d! vzhledem k PC a 10 ng/m! LPS. Smés byla inkubovana a bylo m&feno
uvoliiovani TNF-a.

Vysledky ukazuje obr.4. Produkce TNF-a byla podstatné redukovéna jiz samotnym PC.
Uvoltiovani TNF-a potladovaly rovndZ emulze sobsahem neesterifikovaného cholesterolu,
sfingomyelinu nebo smési obou.

Priklad 5
Pro urtovani vlivu neesterifikovaného cholesterolu a nebo sfingomyelinu na emulze s obsahem

neutralniho lipidu byl také pouzit test s tiplnou krvi. Emulze byly opét pfidavany v koncentraci
100 mg/dl PC. V nésledujici tabulce 2 jsou uvedeny riizné prostfedky (v % hmotnostnich).
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Tabulka 2
Emulze Slozeni

PCs45% TG 55:45

PC+TG+C 54,4:453:0,3

PC + TG+ SP 51,6:43,0:5,4
IPC+TG+C+SP 51,4:429:0,3:5,4

PC+CE 54,5 :45,5

PC+CE+C 54,4:453:0,3

PC +CE + SP 51,6 :43,0:5,4

PC+ CE+C+SP 51,5:429:0,3:5,4

Vysledky jsou ukazany v obrazcich 5A a 5B. Emulze PC, ptipravené vzdy s neutrdlnim lipidem,
s nebo bez dalSich polarnich lipidd, mély inhibi¢ni Gginek. Byla pouzita opé&t koncentrace LPS
10 ng/ml, kterd klinicky odpovida koncentraci endotoxinu. Emulze, obsahujici ester
cholesterolu, maji men$i Gginnost ne emulze s obsahem TG, zatimco emulze s obsahem
neesterifikovaného cholesterolu nepotladuji TNF-a stejné jako emulze, které ho neobsahuji. Zd4
se, Ze pfidavek sfingomyelinu k emulzim zlepsil potlaceni produkce TNF-c..

Pfiklad 6

Emulze, obsahujici ester cholesterolu, byly testovany na modelu in vivo, pouZitém v ptikladu 3,
s letélni davkou endotoxinu. Byly pfipraveny emulze s obsahem PC a TG nebo PC a esteru
cholesterolu (CE), které byly podavany v jednotlivé davce 200 mg/kg PC spolu s 25 mg/kg E.
coli 0111:B4 LPS (smrtelna dédvka) ocasni cévou. Kontrolni skupiny dostaly intravenézné stejny
objem fyziologického roztoku. V obrazku 6 jsou porovnany vysledky pro emulze, obsahujici CE
a TG. Kazda emulze byla testovana minimalng ve dvou experimentech s pouZitim 16 a vice
zvirat.

Jak je ukazano, emulze s obsahem 7 % nebo 45 % CE (% hmotnostni) vyznamné zlepSovaly
pieziti. Tyto vysledky spolu s vysledky podle piikladu 5 ukazuji, ze CE miiZe byt nahrazeno TG
za vytvoreni emulzi, které neutralizuji endotoxin.

Priklad 7

Bezproteinové emulze fosfolipidu s triglyceridem u&inné blokuji produkci TNF-o v GipIné krvi,
stimulovanou LPS. Teoreticky mohou byt také tyto emulze GZinné in vivo, jestlize je mozno je
bezpe¢né podévat v davkach, které vytvori ochranné koncentrace fosfolipidu v plazmég. Nase
pfedchozi experimenty sR-HDL ukazuji, ¢ minimélni divka fosfolipidu je ptiblizné
200 mg/kg. S pouzitim této davky a objemu plazmy, kterd tvofi 4,5 % télesné hmotnosti, lze
vypotitat koncentraci triglyceridu, ogekavanou v plazmg, po podani fady emulzi se stoupajicim
obsahem triglyceridu. Vysledek ukazuje obr. 7 jako hladkou Caru, ktera se zakfivuje vzhiru se
stoupajicim hmotnostnim % TG. Koncentrace TG v plazmé& u zdravych dospélych zfidka
piekro&i 1000 mg/dl dokonce ipo tu¢ném jidle. U pacienti s koncentraci TG v plazmé nad
2000 mg/dl je hladena pankreatitida (Farmer, a dalsi, Amer. J. Med. 54: 161 - 164 (1973);
Krauss, a dal3i, Amer. J. Med. 62: 144 - 149 (1977); Glueck, a dalsi, J. Lab. Clin. Med. 123: 59 -
61). Koncentrace TG nad 4000 mg/dl je extrémné vzacna a svéd&i o vaZném stavu. Posledni dvé
hladiny jsou na obrazku oznaleny vodorovnymi &rami. Podani bud' 10% nebo 20%
INTRALIPID®u v dévce, ktera poskytne 200 mg/kg fosfolipidu, ma zvysit koncentrace TG
v plazmé (viz dva prazdné krouzky) s jistotou nad bezpe¢né meze. Naopak podani emulzi, které
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obsahuji 7%, 45%, 71 % nebo 78 % (plné &tverce zleva doprava) zvysi koncentraci TG
v plazmé& na 136, 477, 1300 nebo 2000 mg/dl. Emulze s obsahem TG aZ do pfiblizné 50 % by
nemély byt z hlediska TG toxické.

Priklad 8

Ve stejném typu experimentl, ktery se uvadi v pfedchazejicich ptikladech, byla testovana
i¢innost kombinaci fosfolipidu a Zlu¢ové kyseliny, tj. cholatu sodného.

Zpuisob, kterym byly pfipravovény prostfedky, podavané testovacim zvifatiim, v3ak byl odli3ny.

V tomto piikladu av nasledujicich piikladech byly prostfedky pfipravovany s pouZitim
vysokotlakého homogenizatoru Microfluidizer. Tento pfistroj umoZiiuje zvétSeni méfitka.

Kapalny triolein nebo kapalny sojovy triglycerid byly navazeny do vhodného mnoZstvi vody
nebo vody, obsahujici 9 mM, 18 mM nebo 36 mM cholat sodny. Na papir byl navazen pevny
granulovany fosfatidylcholin a potom pomalu za michani pfidavan k roztoku. Pro dispergovani
lipidu je vzdy potfebnd doba 3 az 5 minut. Po dispergaci byly materidly nality do
homogenizatoru. Zatizeni pouziva pro pohon &erpadla hydraulického tlaku a dva paprsky vzorku
jsou sméfovany proti sob&. Tlak muze dosahnout az 170 MPa. Po sraZce jsou paprsky
protlatovany tryskou ve tvaru k¥iZe a tim se roztok homogenizuje.

Vzorky byly recirkulovany homogenizitorem, pfi¢emz jeden priichod je definovan jako &as,
ktery potfebuje &erpadlo k protladeni celého vzorku pfistrojem. Pro dosaZeni homogenniho
vzorku byl vzorek cirkulovan dvacetkrat. Byla pfidana dextréza do kone¢né koncentrace 5 %.

P¥i pokojové teplot& byly smiseny endotoxin, vyidtény z E. coli 0111:B4 (40 mg/kg) a emulze,
ktera je diskutovana dale (200 mg fosfatidylcholinu/kg) byly smiseny aihned podany
intraven6zni injekci ocasni cévou my$im C57BL6/J (hmotnost mezi 19 a 30 g). Mysi, kterym
byl poddvan samotny cholat, dostévaly objem cholatu sodného stejny jako objem emulze
ptipravku cholat/EML pfi stejné koncentraci cholatu. Kontrolni mysi dostavaly stejny objem
5 % dextrézy, aby byla zachovana osmolalita plazmy.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3, ktera nasleduje. Emulze fosfatidylcholinu a 7 % triglyceridu,
popsana v predchazejicich prikladech. Pokud byl pouzit cholat sodny, byl pfidivan v uvedenych

koncentracich k surovym materialim pfed jejich emulgaci.

Tabulka 3: Ochrana mys3i pfed letalni davkou endotoxinu

Cas Kontrola | 7% TG 7% TG+ CA 18 mM CA
9mM [18mM[36mM | bezPCnebo TG | +PC

h Pocet prezivsich (N)

0 28 28 8 16 8 8 8
24 9 12 4 15 8 8 8
48 5 10 2 15 8 8 8
72 2 5 1 15 8 8 8
96 1 0 1 15 8 7 8

Diale ud4dvame hmotnostni procenta v emulzich. PFi pouzitém 9 mM choldtu jsou hmotnostni
procenta vzhledem k emulzi: 7 % cholatu, 6,1 % triglyceridu a 86,9 % fosfatidylcholinu. Pfi
pouzitém 18 mM cholatu jsou hmotnostni procenta vzhledem k emulzi: 13,1 % cholétu, 5,7 %
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triglyceridu a 81,2 % fosfatidylcholinu. PFi pouZitém 36 mM cholatu jsou hmotnostni procenta
vzhledem k emulzi: 23,2 % cholatu, 5 % triglyceridu a 71,8 % fosfatidylcholinu.

Je tieba zdtraznit, Ze v t&chto experimentech poddvané mnozstvi LPS (40 mg/kg) je mnohem
Vvy38i neZ mnoZstvi pouZivané pro studium letality v pfedchazejicich experimentech. Ugelem
téchto vysdich divek je prekryt jakykoliv ochranny vliv, ktery by bylo mozno pfipsat
fosfatidylcholinu a nebo triglyceridu. Zavér, ktery by mél vyplynout z t&chto experimentt je ten,
Ze existuje ochranny uginek, ktery lIze pricist soli zludové kyseliny, cholatu sodnému.

Nejsou zde uvedeny studie, provadéné s pouzitim jinych soli Zlu€ové kyseliny a soli zlugové
kyseliny s obsahem taurinu. Dalsi piiklady Zlu€ovych kyselin jsou allodeoxycholova kyselina,
lithocholova kyselina, hyodeoxycholova kyselina, hyocholova kyselina, ., B a ® - muricholové
kyseliny, murodeoxycholova kyselina, ursodeoxycholova kyselina, ursocholova kyselina
a viechny jejich soli jako jsou soli sodné nebo konjugity s taurinem nebo glycinem (viz
Hoffmann, vy3e).

Priklad 9
Dale bylo studovano prezivani pti pouziti mys3i jako pokusnych zvitat.

V této studii byla pokusna zvifata rozdélena do ¢tyf skupin. Prvni skupina dostala roztok 5 %
dextrézy abyla pouzita jako kontrolni. Druha skupina dostala emulzi 93 % hmotnostnich
fosfatidylcholinu a 7 % hmotnostnich triglyceridu, pfipravenych jak je uvedeno vyse. Emulze
obsahovala 5 % dextrézu a sojové fosfolipidy v mnozstvi pfiblizné 50 mg/ml lipidu. Ve tieti ~
altvrté skupiné byla zvifatim podina podobna emulze jako druhé skuping, doplnéna bud’
18 mM cholatem sodnym, nebo 18 mM deoxycholatem sodnym. V tomto experimentu bylo
pouzito stejného protokolu jako v ptikladu 8. '

PfeZivéani bylo méfeno 72 hodin po podani a je uvedeno v nasledujici tabulce:

Tabulka 4: Utinek pridavku Zludové kyseliny k7% emulzi triglyceridu na 72 hodinové
prezivani mysi.

Skupina N Preziti Hodnota p ve skupiné
% 1 2 3
1 |5 % dextréza 28 4 - - -
2 |7%TG 64 8 NS - -
3 | cholét sodny + 7 % TG 16 94 0,00001 0,00001 -
4 | deoxycholat sodny + 7 %TG 8 75 0,0001 0,00001 NS

NS = nebylo stanoveno

Pfi porovnani preZiti byla statistickd vyznamnost mezi skupinami testovana generalizovanou
Wilcoxovou metodou s pouzitim potitatového programu. Porovnani se skupinou 1 kontroly jsou
uvedena v fadku ,,1, porovnani se skupinou 2, o3etfenou 7 % emulzi Jsou uvedena v fadku ,,2%
a porovnani se skupinou 3, é¢enou emulzi s choldtem sodnym jsou uvedena v fadce 3.

Jak procento preziti, tak i statistick4 analyza jasné ukazuji neotekavanou prevahu prostiedk
s obsahem Zlugové kyseliny.

-10-
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Priklad 10

Ve druhé sérii experimenti bylo jako modelu pouzito kralika. V tomto modelu se uréovalo
uvolitovani TNF-a (tumor necrosis factor).

Kralici byli rozd&leni do tfi skupin adostali 5% roztok dextrézy, emulzi fosfolipidu
a triglyceridu (93 % / 7 %), jak je diskutovano vyse, nebo emulzi 93 % / 7 % s obsahem 18 mM
kyseliny cholové. Koncentrace dextrézy byla u viech emulzi nastavena na 5 %, jako v pfikladu
coli 0111:B4. Po uvadéci davce byly prostiedky poddvany intravenézné pribéZnou infuzi
rychlosti 50 mg lipidu na kg t&lesné hmotnosti za hodinu. Intraven6zni podévani pokratovalo
3 hodiny po podani LPS.

Kralikim byla odebirdna krev pred zatatkem experimentu, 30 minut po podani uvadéci latky
a v hodinovych intervalech v prib&hu 5 hodin po podani.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny $pi¢kové hodnoty TNF-a. Téch bylo dosazeno 2 hodiny po
podéni endotoxinu.

Byla uréovana statistickd vyznamnost za pouZiti znimého Studentova testu. Jak je v tabulce
ukazano, po podani 18 mM kyseliny cholové doSlo k podstatnému sniZeni hladiny TNF-a.

Tabulka 5 Uginek emulze na produkci TNF-o u kralika

Emulze TNF-a Vyznamnost
ng/ml N p
Kontrola 5 % dextr6za 134470 9
Emulze 7 % TG 6815 5 <0, 05
Emulze 7 % TG + 18 mM Kys. cholové 39+20 4 <0, 01

PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti fosfolipidu prostého proteint a peptidi pro vyrobu farmaceutického prostfedku pro
lé&eni nebo prevenci endotoxemie nebo sepse u ¢lovéka nebo zvifete.

2. Pouziti fosfolipidu podle naroku 1 spolu skyselinou cholanovou nebo soli kyseliny
cholanové a/nebo neutralnim lipidem.

3. Pouziti podle naroku 2, kde kyselinou cholanovou nebo soli kyseliny cholanové je kyselina
Zlu¢ova nebo sil kyseliny Zlu€ové.

4. Pouziti podle naroku 3, kde sil kyseliny Zlutové je zvolena ze skupiny cholat sodny,
deoxycholat sodny a chenodeoxycholat sodny.

5. Pouziti podle naroku 4, kde soli Zlu¢ové kyseliny je cholat sodny.

6. Pouziti podle n&kterého z naroki 1 az 5, kde fosfolipidem je fosfatidylcholin.

-11-
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7. Pouziti podle nékterého z nérokil 1 a2 5, kde fosfolipidem je sfingolipid.
8. Pouziti podle n&kterého z naroki 2 az 7, kde neutralnim lipidem je triglycerid.
9. Pouziti podle ngkterého z naroki 2 az 7, kde neutralnim lipidem je ester cholesterolu.

10. Pouziti podle nékterého z narokii 2 az 9, kde farmaceuticky prostfedek obsahuje az do 70 %
hmotnostnich z celkového prosttedku neutralniho lipidu.

11. PouZiti podle n&kterého z narokii 2 a% 10, kde farmaceuticky prostfedek obsahuje az do
50 % hmotnostnich z celkového prostfedku neutralniho lipidu.

12. Pouziti podle n&kterého z naroki 2 az 11, kde farmaceuticky prosttedek obsahuje od 5 % do
10 % hmotnostnich z celkového prostfedku neutralniho lipidu.

13. Pouziti podle n&kterého z narokt 2 a 12, kde hmotnostni pomér fosfolipidu k neutralnimu
lipidu je 93 : 7.

14. Pouziti podle nékterého z naroki 2 az 13, kde farmaceuticky prostfedek obsahuje od 5 %
hmotnostnich do 30 % hmotnostnich kyseliny cholanové nebo soli kyseliny cholanové.

15. Poutiti podle n&kterého z naroki 2 a2 14, kde farmaceuticky prostfedek obsahuje od 10 %
hmotnostnich do 15 % hmotnostnich z prosttedku kyseliny cholanové nebo soli kyseliny

cholanové.

16. Pouziti podle naroku 2, kde hmotnostni pomér kyseliny cholanové nebo soli kyseliny
cholanové, fosfolipidu a neutralniho lipidu je 13 : 81 : 6.

17. PouZiti podle niroku 16, kde fosfolipidem je fosfatidylcholin, neutralnim lipidem je
triglycerid a kyselinou cholanovou nebo soli kyseliny cholanové je cholat sodny.

18. Pouziti podle nékterého znaroki 1 az 17 pro vyrobu farmaceutického prostredku
obsahujiciho v ddvkové jednotce az do 400 mg, s vyhodou 200 mg a zvlasté 100 mg fosfolipidu
na kg té€lesné hmotnosti.

19. PouZiti podle n&kterého z naroki 1 az 18 kde prostfedek obsahuje

a) alespoii jeden neutralni lipid v mnostvi od 3 % do 50 % hmotnostnich celkového lipidu, a
b) alespoii jeden fosfolipid.

20. Pouziti podle naroku 19, kde fosfolipidem je fosfatidylcholin.

21. Pouziti podle naroku 19, kde fosfolipidem je sfingolipid.

22. Pouziti podle naroki 19 aZ 21, kde neutralnim lipidem je triglycerid.

23. Pouziti podle nékterého z naroki 19 a2 21, kde neutralni lipid zahrnuje ester cholesterolu.

24. Pouziti podle nékterého z naroki 19 az 23, kde prostredek dale obsahuje sfingosin.
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25. Pouziti podle nékterého z narokd 19 az 24, kde prostiedek je ve formé pro intravendzni
podavani.

7 vykresi
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Koncentrace neutralniho
lipidu v plazmé (mg/dl)
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Obr. 7

10000

i — teorie

8000 | m Rl emuize
o TPN emulze

I R urovné toxicity
6000 |-
4000 -
2000 -

0 e
1 I : | i L X | - * L

0 20 40 60 80 100

Obsah neutrainiho lipidu v emulzi

(% hmotnostni)

Konec dokumentu

-20 -




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

