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Pouzitie pentézanu polysulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli

Oblast techniky

Vynalez sa tyka pouzitia pentézanu polysulfatu alebo jeho farmaceuticky
prijatelnej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieCenie chronickych

progresivnych chordb zjazvovania ciev.

Doteraisi stav techniky

Chronickd progresivna choroba zjazvovania ciev (CPVSD - chronic
progressive vascular scarring disease) je komplikacia niekolkych z najbeZnejSich
chordb postihujicich rozvinuty svet vratane diabetes mellitus, hypertenzie, réznych
hyperlipidémii a podobne. Stcasné terapeutické spdsoby zaoberajice sa CPVSD
sU zamerané na zékladné priciny. Zial, vo viéSine neexistuji Ziadne zname lieky,
alebo je velmi tazké dosiahnut ich kontrolu v Sirokej populdcii. Okrem toho CPVSD
je casto nielen rozsirend, ale aj znacne pokrocila, kym sa zaéne venovat lekarska
pozornost zakladnej pricine. Preto je potrebné pokusat sa liedit sekundarne
komplikacie, z ktorych je CPVSD najvaZnejsia, pretoZe vedie k zlyhaniu obligiek,

mrtvici, ochoreniam srdca a slepote.

CPVSD je vo vSeobecnosti charakterizovana zmenou v bunkach hladkej
svaloviny ciev. Jednou z ddleZitych zmien je zvySenie mnoZstva a zmena typov
véziva, ktoré syntetizuji. To ma za nasledok zjazvovanie a vyrazné zmeny vo
funkcii. Toto vedie k strate elasticity ciev, o ma za nasledok cievy, ktoré sa
nerozsirujd a nestahuju a ktoré majl zhrubnuté steny a ziZené limeny. Koneénym
dosledkom je zniZeny prietok krvi alebo Uplné upchatie. Medzi priklady na choroby
zjazvovania ciev charakterizované tymito patofyziologickymi procesmi patri
chronickd progresivna glomerularna choroba, napr. diabetom indukovana
glomerulskleréza (zjazvovanie); progresivne zlyhanie obliiek po transplantacii
obliCiek; oklizia bocnikov pouZivanych na zabezpeéenie vaskularneho pristupu
u pacientov v poslednom Stadiu oblickovej choroby lieCenych hemodialyzou; iné
chronické choroby malych ciev (ako napriklad u niektorych pacientov
s hypertenziou); recidiva stenézy u pacientov, ktori boli podrobeni chirurgickému

koronarnemu bypassu; a diabeticka retinopatia.

~99



2 ....O

Terapeutickym ciefom akejkolvek liecby pre CPVSD musi byt zniZit uz
vytvoreny nadbytok mimobunkového matrixu (zjazvenia), aby sa obnovila normaina
priechodnost a funkcia ciev, alebo prinajmensom aby sa zabranilo dalSiemu
postupu choroby, alebo aby sa tento podstatne spomalil. Momentalne vsak
neexistuje Ziadna priama metéda zasahu do abnormalit v metabolizme tkaniva
hladkej svaloviny alebo modulacie syntézy véziva, napriek ich ddleZitosti pri
chronickej progresivnej chorobe. Progresia tychto chorob sa povaZuje za

nevyhnutna a nevratna.

Je preto osobitne ddlezité, aby sa vyvinul lieCebny reZim pre CPVSD,
s vyhodou pozostavajuci z oralneho podavania farmaceutického prostriedku nizkej
toxicity, ktory je ucCinny pri liecbe a obrateni CPVSD spGsobenim regresie

a degradacie uz vzniknutych lézii.

Pentézan polysulfat (PPS) je vysoko sulfatovany polosynteticky
polysacharid s molekulovou hmotnostou pohybujicou sa od 1 500 do 6 000
Daltonov v zavislosti od sposobu izolacie. PPS méZe byt v tej istej vieobecnej
triede ako hepariny a heparinoidy, ale medzi PPS a heparinom je niekolko
rozdielov v chemickej Struktire, metddach derivacie a fyzikalnochemickych
viastnostiach. Zatial ¢o heparin sa obycajne izoluje z tkaniv cicavcov, ako je
napriklad hovéddzia a bravCova svalovina, pecen a creva, PPS je polosynteticka
zlucenina, ktorej polysacharidova kostra (xylan) sa extrahuje z kéry buka alebo
zinych rastlinnych zdrojov a potom sa spracliva sulfataénymi G&inidlami ako
kyselina chlérsulfénova alebo trichlorid sulfurylu a kyselina. Po sulfatacii sa na

PPS obycajne pdsobi hydroxidom sodnym, ¢im sa ziska sodna sof.

Ako ilustruji nasledujice vzorce,
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heparin je sulfitovany polymér opakujicich sa dvojitych cukrovych
monomérov, (D)-glukézaminu a (D)-glukurénovej kyseliny (obe latky sa 6-uhlikové
hexézové cukry), s aminovou funkCnou skupinou na glukézamine; PPS je
sulfatovany linearny polymér opakujucich sa jednoduchych monomérov (D)-xyl6zy,
5-uhlikového pentézového cukru vo svojej forme pyrandzového kruhu. Zatial' Co

heparin otaca rovinu polarizovaného svetla doprava, PPS ho otaca dofava.

Co sa tyka biologickych vlastnosti, PPS prediZuje d&iastodny
tromboplastinovy Cas a pouZival sa na prevenciu vendznej trombdzy, ale ma iba
jednu pétnastinu antikoagulacnej potencie heparinu (vo vseobecnosti pozrite
Wardle, J. Int. Med. Res., 20, 361-370, 1992). PPS bol tiez uvadzany ako uzitocny
pri liecbe infekcii mocCovych ciest a intersticialnej cystitide (patent USA ¢.
5,180,715) a v kombindcii s angiostatickym steroidom pri zastave angiogenézy
a kapilarnom, bunkovom alebo membranovom presakovani (patent USA Cc.
4,820,693).
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Niektori vyskumnici ukazali, Ze PPS inhibuje proliferaciu buniek hladkej
svaloviny a zniZuje hyperlipidémiu, a na tejto baze navrhli, Ze PPS by mohol byt
uzitocny profylakticky pri obmedzovani tvorby aterosklerotického plaku, inhibicii
proliferacie mezangialnych buniek a zabrafiovani tvorbe kolagénu a
glomeruloskleréze (Paul a kol., Thromb. Res., 46, 793-801, 1987; Wardle, ibid.).
Nikto sa vSak predtym nesustredil na aspekty zjazvovania CPSVD (namiesto
inhibicie proliferacie buniek) ako napriktad aterosklerézu a nikto nedemonstroval,
Ze by bolo vhodné zastavit a/alebo obratit zjazvovanie ciev, t.j. PPS nebol v tomto
kontexte zvaZovany. Okrem toho Ziadne z navrhov moZnej uZitoénosti PPS pri
chorobach zjazvovania podfa doterajSieho stavu techniky neboli podporené
Ziadnymi vedeckymi tdajmi o Géinnosti generovanymi u intaktnych zvierat, ale boli
zaloZené na in vitro Stadiach zvieracieho tkaniva, ktoré Easto nie st prediktivne pre
ucinnost in vivo.

Hoci nedavno sa objavili spravy o uZitocnosti PPS pri inhibicii fibrézy
a vzniku jaziev (pozrite napr. Roufa a kol., patent USA ¢. 5,605,938), tieto prace sa
zaoberaju potlacenim invazie fibroblastov v koZi a stvisiacich oblastiach tkaniv, ale
nie chorobami zjazvovania buniek hladkej svaloviny, ktoré sd velmi odlisné
v etioldgii a patologii.

Podstata vynalezu

Vynalez sa tyka pouZitia pentézanu polysulfatu alebo jeho farmaceuticky
prijatelnej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na lieGenie pacienta -
cicavca trpiaceho chronickou progresivhou chorobou zjazvovania ciev, ktora v
postihnutej vaskulatire sposobuje zuZovanie Iimenu a zniZovanie
roztahovatelnosti. Predmetné pouZitie poskytuje liecbu CPVSD nielen na
zastavenie chorobného procesu, ale na skutocné obratenie tohto procesu a
sposobenie regresie existujliceho zjazvenia alebo lézii. Dal$im cielom vynalezu je
pouzitie komercne dostupnej farmaceutickej kompozicie, ktorG moZno podavat
konvenénymi spdsobmi, ktora je netoxickd a nebude pravdepodobne vyvolavat

zavazné vedlajSie ucinky a ktora je vysoko Géinna pri lieébe CPVSD.

Vzhladom na uvedené a dalSie ciele, ktoré buda zrejmé dalej, predmetom

vynalezu je, strucne povedané, pouZitie pentézanu polysulfatu alebo jeho
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farmaceuticky prijatelnej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na liecenie
pacienta - cicavca trpiaceho CPVSD, ktorym sa zastavi progres choroby a spdsobi
sa rozklad alebo zmensenie uZ vytvoreného zjazvenia alebo fibrotickych 1ézii v
postihnutom organe alebo vaskulatire, pricom pouZitie spociva v tom, Ze sa
pacientovi poda farmaceuticka kompozicia obsahujica pentézan polysulfat alebo
jeho farmaceuticky prijatefnt sol v mnoZstve ucinnom na lie€bu choroby zjazvenia
ciev. Uprednostiovanou formou podania PPS je oralna forma, napr. vo forme

tabliet, kapstl alebo kvapalin.
Podrobny opis vynalezu

PredloZeny vynalez sa tyka pouZitia pentézanu polysulfatu alebo jeho
farmaceuticky prijatefnej soli na pripravu farmaceutickej kompozicie na liecenie
pacienta - cicavca trpiaceho chronickou progresivnou chorobou zjazvovania ciev
(CPVSD) v postihnutej vaskulatire, najmd v artériach ako aorta, pricom ma
zastavit' alebo podstatne spomalit progres choroby a spdosobit vstrebanie a/alebo
zmensSenie uZ vytvorenych jazvovych lézii. Pacientovi sa poda farmaceuticka
kompozicia obsahujica pentézan polysulfat (PPS) alebo jeho farmaceuticky

prijatelna sofl v mnoZstve ucinnom na liecbu choroby zjazvenia ciev.

Choroby, ktoré mozno liecit pouZitim podla vynalezu, okrem inych zahffiaju
chronick( progresivhu glomeruldmu chorobu, vratane diabetom indukovanej
glomerulosklerézy zjazvovacieho typu; arteridlne zjazvenie v dosledku
artériosklerézy vratane aterosklerézy; progresivne zlyhanie obliGiek v ddsledku
intersticialneho zjazvenia po transplantacii obliCiek; oklGziu bocnikov zjazvenim
pouzivanych na zabezpecenie vaskularneho pristupu u pacientov v poslednom
stadiu oblickovej choroby liecenych hemodialyzou; iné chronické choroby
zjazvovania malych ciev (ako napriklad u niektorych pacientov s hypertenziou);
recidivu stendzy v dosledku zjazvenia u pacientov, ktori boli podrobeni

chirurgickému zakroku koronarneho bypassu; a diabeticku retinopatiu.

Osobitne dolezité vzhfadom na prevalenciu a perniciéznu povahu tejto
choroby je liecenie pre chronické artériosklerotické zjazvovacie patolégie s ciefom
obratit alebo zastavit progres choroby a vstrebat existujice vaskularne zjazvenia a
lézie. Napriklad podanie PPS padfa vynalezu mézZe zastavit a obratit progres

aterosklerézy velkych ciev, pricom sposobuje vstrebanie a/alebo zmensSenie uz
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vytvoreného zjazvenia arteridlnych stien postihnutych aterosklerotickym plakom a
podstatné zvacsenie intimalnej prierezovej plochy umoZniujtc vacsi prietok krvi cez

vaskularny ltimen.

Fraza “mnoZstvo Gcinné na lieCbu choroby zjazvenia ciev” tak, ako sa
pouziva tu, znamena mnozstvo PPS alebo jeho soli vo farmaceutickej kompozicii,
ktoré je ucinné pri podani raz alebo viackrat denne pocas predpisaného obdobia
pri zastavovani a obrateni progresivnych symptémov CPVSD. U [udskych
pacientov je ucinna celkova denna davka 5 aZ 30 mg/kg telesnej hmotnosti
pacienta, alebo 350 az 2 000 mg na deni u dospelych pacientov a vyhodne 500 aZ
1 500 mg PPS alebo soli PPS, pricom uvedené davky sa podavaju v jednej alebo
Styroch rovnomernych davkach, na dosiahnutie terapeutického ciela liedenia a
obratenia CPVSD. U mensich cicavcov moZno interval ddvok upravit nadol podra

telesnej hmotnosti, druhu a povahy choroby.

Pouzitie podfa vynalezu spodiva dalej v tom, Ze farmaceutickd kompozicia
obsahuje Ucinné mnoZstvo PPS a aspon jednu farmaceuticky prijatelnd inertni
zlozku. Kompozicia méZe byt v akejkolvek Standardnej farmaceutickej liekovej

forme, ale vyhodne je v liekovej forme na oralne podavanie.

Medzi liekové formy na oralne podanie méZu patrit konvenéné tablety,
potahované tablety, kapsule alebo kaplety, pastilky, kvapaliny, elixiry alebo

akekolvek iné ordine liekové formy zname vo farmacii.

Ako farmaceuticky prijatelné inertné zloZzky moZno pouZit plniva, spojiva,
rozpustadia atd., ktoré nezasahuju do lieGebnej aktivity PPS voéi CPVSD. Ak treba

upravit vefkost liekovej formy, mozZno pouzit aj piniva ako hlinky alebo kremeliny.

Na dosiahnutie poZadovanych fyzikalnych viastnosti liekovej formy mozZu byt
potrebné dalSie zloZky, napriklad vehikuld a nosiée. Takymi fyzikalnymi
viastnostami su napriklad rychlost uvolfiovania, Struktira a velkost. Medzi prikiady
na vehikuld a nosiCe uZitoéné pri oralnych liekovych formach patria vosky ako
naprikiad vceli vosk, bobri vosk, glykovosk a karnaubovy vosk, celuldzové
zluceniny ako napriklad metylceluléza, etyiceluléza, karboxymetylceluléza,

celulézo-acetat ftalat, hydroxypropylceluléza a hydroxypropylmetylceluléza,
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polyvinylchlorid, polyvinylpyrolidon, stearylalkohol, glycerin monostearat,
metakrylatové ziiCeniny ako napriklad polymetakrylat, metylmetakrylat a
etylénglykoldimetakrylat, polyetylénglykol a hydrofilné gumy.

V kompozicidch podfa predioZeného vynalezu je uginna zlozka PPS
vyhodne pritomna v mnoZstve medzi 50 a 300 mg na liekovi formu. Presné
davkovanie podavané kaZdému pacientovi bude funkciou stavu, ktory sa liedi, a

fyzickych charakteristik pacienta, ako je napriklad vek a telesna hmotnost.

Aktivnou farmaceutickou zloZzkou méZe byt PPS alebo jeho farmaceuticky
prijateflna sof, napr. sodna sof. Jednou z vyhodnych oralnych liekovych foriem na
pouZitie v spésobe podfa vynalezu su Zelatinové kapsule Elmiron® (Baker Norton
Phamaceuticals, Inc., Miami, Florida), ktoré obsahuju 100 mg PPS sodného a ako

vehikula mikrokrystalickd celulézu a stearan horecnaty.

Hoci liekova forma na oralne podavanie sa uprednostriuje, vynalez zahfia aj
podanie PPS alebo jeho soli parenteralnou, transdermainou, transmukozalnou
alebo akoukolvek inou cestou podania znamou a konvencne vyuZivanou v oblasti
mediciny a farmacie. Rovnako kompozicie podla vyndlezu méZu zahfiiat PPS vo
farmaceuticky prijatelnych parenterdinych, transdermalnych, transmukozalnych
alebo inych konvencnych vehikulach a liekovych formach. Mnoho prikladov na také
farmaceuticky prijatelné vehikulda moZno néjst v Remington’s Pharmaceutical
Sciences (17. vydanie (1985)) a v inych Standardnych textoch. Bez ohfadu na
pouziti cestu podavania alebo typ farmaceutickej liekovej formy je interval
davkovania pre GCinnG zioZku PPS od 5 do 30 mg/kg telesnej hmotnosti pacienta
alebo 350 aZ 2 000 mg a vyhodne 500 aZ 1 500 mg, hoci davky smerom k doinej
hranici tohto intervalu by sa pravdepodobne pouZili pri parenteralnom podani.

Farmaceutické kompozicie méZu zahinat aj Gcinné zlozky iné ako PPS
alebo sol PPS, napriklad iné kompozicie, ktoré méZu byt uZitoéné pri manaZmente
CPVSD.

PouZitie podla vyndlezu umoZriuje pohodind, bezpedni a GéinnG lieébu
pacientov trpiacich réznymi formami CPVSD, ktoré mdZu éasto ohrozovat Zivot
alebo organ. Pouzita farmaceuticka kompozicia, o ktorej je dokazané, Ze ma nizku

toxicitu a nizku incidenciu vedrajsich Gcinkov, ma vplyv nielen na zastavenie toho,
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¢o sa dlho povazovalo za nevyhnutny progres chronickej choroby zjazvovania ciev,
ale na skutocné zastavenie a/alebo obratenie uz vytvorenych jazvovych lézii, aby

sa obnovila normaina priechodnost a funkcia ciev.

Nasledujice priklady zahinaja (a) popisy experimentov uz publikovanych
v lekarskej literatare, ktoré overuju pouzitie istych technik PCR (polymerase chain
reaction - polymerazovej retazovej reakcie) na kvantifikaciu mRNA kolagénu
jazvového typu a stivisiacich faktorov v glomerulach a ktoré dokazuju, Ze relativne
glomeluraine bunkové pocty nekoreluji s hiadinami produkcie kolagénu jazvového
typu; (b) experimenty vykonané vynalezcom alebo pod jeho dohladom, ktoré
demonstruju in vifro a in vivo Gcinnost PPS v regulacii produkcie kolagénu
jazvového typu a bunkovych rastovych faktorov smerom nadol a regulacii aktivity
kolagenazy na degradaciu existujicich nanosov jazvového kolagénu smerom
nahor; a (c) experimenty vykonané vynalezcom alebo vykonané pod jeho
dohladom, ktoré demonstruju in vivo GCinnost PPS v obrateni aterosklerozy
vratane podstatného zniZenia mnoZstva a distribicie ateroskierotickych plakov
v postihnutych cievach. Tieto priklady vSak nemajui za ciel stanovovat materialy,
techniky alebo liekové formy, ktoré sa musia pouzivat pri uplatiovani
predloZeného vynalezu, alebo ktoré by akymkolvek sposobom obmedzovali rozsah

vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 predstavuje kvantifikaciu mRNA o,V kolagénu kompetitivhou
PCR na jednej desatine glomerulu z normalnej pat tyZdiov starej mysi (ako je

opisané v prikiade 1 dalej), pricom sa na fiom nachadza nasleduijtce:

a) v hornej Casti je reakéna schéma a prislusny gél vyfarbeny etidium
bromidom po PCR amplifikacii; a
b) v dolnej Casti je graf pomeru mutantnej cDNA kolagénu na glomerulu

proti mnoZstvu mutantnej cDNA zavedenej do kaZzdej z deviatich skimaviek

obsahujucich vsetky PCR reagenty.

Obrazok 2 zobrazuje:
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a) v hornej Casti rezy oblicky vyfarbené pomocou PAS z dvoch
nefrektomickych vzoriek s renalnym karcindmom (A - normédlna glomerularna

histolégia, B - vyrazna skleréza);

b) v strednej €asti (C - D) imunofluorescencnu mikroskopiu, protilatka na
kolagén typu IV v tych istych oblickach; a

c) v dolnej Easti (E) stipcovy graf vyjadrujiici index sklerézy v tych istych
oblickach; cDNA alV kolagénu bola urCena kvantifikdciou kompetitivnou PCR
v suboroch 50 mikrodisektovanych glomertl (hodnoty si: 145 + 22 oproti 1046 +

74 x 10™ attomélov/glomerula).

Obréazok 3 je stipcovy graf vyjadrujici index sklerézy v oblickach piatich
fudskych pacientov bez glomerularnej sklerézy v porovnani s piatimi pacientmi so
sklerézou, vyjadreny v glomerularnych relativnych bunkovych poétoch a hladinéch
cDNA oIV kolagénu.

Obrazok 4 je stipcovy graf vyjadrujici pomery mRNA kolagénu oa/aslV
z [udskych pacientov s membranéznou glomerulonefritidou (MN) a diabetickou
nefropatiou (DM) a z nefrektomii s glomerulosklerézou (NX_GS) a bez
glomeruloskleréozy (NX_NI).

Obrazok 5 je stipcovy graf vyjadrujtci Géinok PPS sodného na syntézu DNA
v normalnych mezangialnych bunkach podfa uréenia zabudovanim triciovaného
tymidinu (24 hodin inkubécie) a vynesenim ako poéty triciovanych za minGtu na

10° buniek oproti koncentracii PPS sodného v pg/ml.

Obrazok 6 je stipcovy graf odraZajici Géinok PPS sodného na rast buniek
u normainych mezangialnych buniek s vynesenim podtu buniek po troch drioch

inkubacie oproti pridanej koncentracii PPS sodného v pg/mi.

Obrazok 7 je stipcovy graf vyjadrujici porovnanie Gginkov PPS sodného
a heparinu (s nelieCenou kontrolnou skupinou) na rast buniek u normalnych

mezangialnych buniek po troch a piatich diioch inkubacie.

Obrazok 8 je graf vyjadrujtici proliferaciu normainych mezangialnych buniek
v priebehu ¢asu u buniek inkubovanych so sérom a PPS sodnym v porovnani

s kontrolou pozostavajtcou z buniek inkubovanych iba sérom.
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Obrazok 9 je graf hodn6t mRNA z vrstiev normainych mezangialnych buniek
vystavenych poésobeniu PPS sodného (100 pg/ml) rézne dihy éas a reverzne
transkribovanych odrazajuci zvySenie, zniZenie alebo Ziadnu zmenu v hladinach
mRNA kolagénov a;IV a a,l, mRNA kolagenaz (metaloproteinaz) 72 kDa a 92 kDa,

mRNA rastového faktoru TGF-8 a mRNA B-aktinu bunkového proteinu.

Obrazok 10 je stipcovy graf vyjadrujici pomer kolagénu oIV ku GAPDH
podla uréenia kompetitivnou PCR na zaklade glomeral z GH transgénnych mysi,
ktorym sa podaval PPS sodny v pitnej vode pocas 10 - 12 tyZdriov a glomerl
z kontrolnych GH mysi, ktorym sa podavala obyc¢ajna voda.

Obrazok 11 su fotografie prierezov brusnych aort eutanizovaného kralika
Watanabe z neliecenej kontrolnej skupiny a dalSieho kralika Watanabe zo skupiny

lieGenej subkutannym PPS sodnym (Elmiron®).

Obrazok 12 je stipcovy graf vyjadrujlci prierezové plochy intimy réznych
vetiev aort kralikov Watanabe, ktorym sa podavala iba diéta s vysokym
cholesterolom a intimaine plochy porovnatelnych prierezov odobratych z dalsej
skupiny kralikov Watanabe, ktorym sa podavala diéta s vysokym cholesterolom
a PPS sodny v pitnej vode.

Obrazok 13 je stipcovy graf vyjadrujici pomery intimalnych a mediainych
prierezovych pldch réznych vetiev aort kralikov Watanabe, ktorym sa podavala len
diéta s vysokym cholesterolom, a porovnatelné pomery namerané v rezoch
odobratych od inej skupiny krdlikov Watanabe, ktorym sa podavala diéta

s vysokym cholesterolom a PPS sodnym v pitnej vode.

Priklady uskutoénenia vynalezu
Priklad 1

Kvantifikacia kolagénu

Ako je opisané v praci Peten a kol., Am. J. Physiol., 32, F951-957 (1992),
kolagén ailV a aolV v mySacich glomerulach mozZno kvantifikovat nasledujticou
metodou: mnoZstvo cDNA predstavujice mRNA v jednej desatine glomeruly
znormalinej pdt tyZdnov starej mysi a Standardné mnoZstvo oylV a aolV

kolagénovych primérov sa pridalo do kaZdej z niekolkych skimaviek obsahujicich
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vSetky reagenty PCR zo stpravy GeneAmp DNA Amplification Kit (Perkin Eimer
Cetus, Norwalk, Connecticut). Do tejto zmesi sa pred amplifikaciou pridali sériové
zriedenia mutovanej cDNA obsahujlicej bud nové restrikéné miesto na Stiepenie
enzymom alebo deléciu (schéma uvedend na obrazku 1 v hornej &asti).
Koncentracie mutantu sa ur€ili v predchadzajicom experimente uréenom na

zistenie bodu ekvivalencie (y = 1).

Po amplifikacii pomocou PCR sa cela reakéna zmes zaviedla priamo na 4 %
agar6zovy gél Nusieve : Seakem (3 : 1) (FMC Bioproducts, Rockland, ME)
v gélovom pristroji H5 Horizon (Life Technologies) a podrobila sa elektroforéze.
Pasy DNA sa zviditelnili vyfarbenim etidium bromidom a osvietenim ultrafialovym
svetlom (UV). Fotografie sa zhotovili s 55 pozitivnymi/negativnymi filmami Polaroid
(Polaroid, Cambridge, MA) (pozrite obrazok 1, stredn &ast). Gélové negativy sa
zosnimali jednorozmernou laserovou denzitometriou na analyzu kompetitivnej PCR

(Shimadzu; Scientific Instruments, Columbia, MD).

Vypocitali sa denzitometrické hodnoty skiSobnych a mutantnych pasov a ich
pomer pre kazdu reakénd skumavku bol vyneseny ako funkcia mnozstva pridanej
mutantnej Sablony (obrazok 1, dolna &ast). Pre mutant kolagénu a,IV sa namerany
denzitometricky pas pred zhotovenim zavislosti mutantnych a skiSobnych pasov
korigoval faktorom 562/479. Pre pasy mutanta o.lV sa ich denzitometrické hodnoty
scitali pred delenim hodnotou pasu divého (skisobného) typu. Linearnou
regresnou analyzou sa ziskala priamka. MnoZstvo cDNA v skt$obnej vzorke sa
vypocitalo ako mnoZstvo, pri ktorom pomer hustoty mutantného a skagobného

pasu bol 1. Kompetitivne skisky PCR sa uskutoénili dvakrat alebo trikrat.
Priklad 2
Zmeny v sklerotickych glomerulach

Ako je opisané v praci Peten a kol., J. Exp. Med., 176, 1571 - 1576 (1992),
z ludskych pacientov sa ziskali unilateralne nefrektomické vzorky s karcindmom
oblicky. Pacienti nemali Ziadnu anamnézu diabetes, hypertenzie alebo inych
systémovych choréb spojenych s glomerularnou chorobou. Vzorky kortikalneho
tkaniva vzdialeného od zrejmych nadorov boli dané do Carnoyho fixativa, obalili sa
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mezangialneho matrixu sa vyhodnotila nezavisle histologickym vySetrenim
materialu  vyfarbeného pomocou PAS (obrazok 2, homa gast) a
imunofluorescenénou mikroskopiou zmrazenych rezov po vystaveni pbésobeniu
protilatky na kolagén typu IV (PHM-12, Silenus, Westbury, NY) (obr. 2, stredna

Cast).

Skuska kompetitivnou PCR sa uskutoénila podfa prikladu 1, &m sa
kvantifikovalo mnoZstvo kolagénu a,lV (jazvového typu) mimobunkového matrixu.
Urili sa relativne koncentracie kolagénu tohto typu v glomerulach, ktoré sa
predtym zistili ako norméine alebo sklerotické, ako je uvedené v dolnej Casti

obrazka 2.

Relativne poéty buniek v glomerulach piatich pacientov bez glomerularne;j
sklerézy (normalne) sa porovnali s piatimi pacientmi so sklerézou. Ako je uvedené
na obrazku 3, rozdiel medzi skupinami v glomerularnom relativnom poéte buniek
nebol vyznamny (p > 0,8), zatial ¢o pre hladiny cDNA kolagénu aylV bol rozdiel
Statisticky vyznamny (0,01 < p < 0,025).

Priklad 3

Relativne pomery kolagénovej mRNA v glomerulach z normainych a chorych

obliciek

Pomocou metodiky opisanej v prikladoch 1 a 2 boli relativhe pomery mRNA
kolagénu apfaslV kvantifikované v glomeruléch odobranych z diagnostickych biopsii
fudskych pacientov s membranéznou glomerulonefritidou (MN) a diabetickou
nefropatiou (DM) a z nefrektomii s glomerulosklerézou (NX GS) a bez
glomerulosklerézy (NX NI). Ako je uvedené na obrazku 4, pomery mRNA kolagénu
az/aslV boli signifikantne vy$sie v DM a v NS GS ako v NX NI. (**P=0,0002,*P =
0,02).
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Priklad 4

In vitro Studie s PPS
Stadia A

Strukttra pokusu:

Normalne mezangialne bunky (8) sa naplatni¢kovali do bazalneho média
plus 20 % fetalneho hovédzieho séra (Gibco, Grand Island, NY) v 24-jamkovych
platnickach (Nunc, PGC Scientific Corp., Gaithersburg, MD) pri hustote 2 - 2,5 x
10* buniek na jamku. Po 24 hodinach sa médium zlikvidovalo, bunky sa premyli
dvakrat PBS a inkubovali sa 24 - 72 hodin v bezsérovom médiu s 0,1 % hovidzim
sérovym albuminom (RIA grade, Sicjma). Médium sa nahradilo &erstvym bazalnym
médiom plus 20 % fetalnym hovédzim sérom s 5 - 100 pg/ml PPS alebo bez neho,
alebo sa uskutoénilo porovnanie so Standardnym heparinom (100 pg/ml). Bunky
duplicitnych jamiek sa trypsinovali a spogitali v pogitadi buniek Elzone® (Particle
Data Inc., Elmhurst, IL) v dfioch +3 a +5. V paraleinych jamkach sa urgilo
zabudovanie tymidinu pridanim 1 pCifjamka [*H] tymidinu ({metyl-H] tymidinu); 2,0
Ci/mM; DuPont NEN, Boston, MA). Poéty sa uréili v defi 1 alebo v def 3.

Vysledky:

V deii jeden (24 hodin) maximalna odozva na davku dosiahla platé pri 50
ng/ml (obrazok 5), zatial ¢o v defi tri sa maximalna inhibiéna odozva zaznamenala

pri 25 pg/mi (obrézok 6).

Porovnanie medzi Ziadnym pridavkom (kontrola), heparinom a PPS (100
pg/ml) odhaluje, Ze na molarnej baze je PPS zhruba dvakrat potentnejSi ako
nativny heparin (obrazok 7). Odozvy st celkom reprodukovatelné (chybové stipce
st vefmi tesné).

Sumarny graf (obrazok 8) porovnava uéinok PPS pridaného do séra na
kontrolu buniek, ktoré boli vystavené iba séru.



Studia B

Vrstvy normalnych mezangialnych buniek sa vystavili pdsobeniu PPS (100
ug/ml) pocas rézne dihych obdobi a reverzne sa transkribovali, hladiny mRNA sa
zmerali pre vybrané molekuly v defi 1 a porovnali sa s hladinami v den 3 a 5
(pozrite obrazok 9). V mRNA kolagénu typu IV sa nepozorovali Ziadne zmeny,
mRNA kolagénu typu | sa podstatne zniZila, mRNA TGF-B sa zniZila 0 50 % a
aktivita enzymu 92 kDa sa zvysila o viac ako 50 %. Kontrolou bol B-aktin, ktory bol
nezmeneny, ¢o je konzistentné s nepritomnostou proliferacie v oSetrenych

bunkach.

Priklad 5

Stadie s GH transgénnymi mySami
Struktura experimentu:

Dvanast 6 tyZzdnov starych GH transgénnych mysi bolo identifikovanych
PCR analyzou detergentom extrahovaného materidlu z chvostovych biopsii
pomocou Specifickych primérov pre cDNA hovédzieho rastového horménu, ktory
nereagoval kriZovo s GH sekvenciou mysi. Siestim GH mySiam sa 10 - 12 tyZdriov
ordlne podaval PPS sodny (Elmiron®, Baker Norton Pharmaceuticals, Inc.) v pitnej
vode a Sest rovnako starych GH mysi dostavalo rovnako diho vodu z vodovodu.

MnozZstvo PPS sodného v pitnej vode bolo 100 mg/kg telesnej hmotnosti zvierata.
[zolacia glomertl a in situ reverzna transkripcia:

Glomeruly sa izolovali mikrodisekciou za pritomnosti inhibitorov RNazy.
Lava oblicka sa premyvala fyziologickym roztokom a potom kolagenéazovym
roztokom obsahujicim rozpustné inhibitory RNazy. Dolny pdl sa odstranil pred
premyvanim kolagenazou a okamZite sa zmrazil na suchom lade na zymografiu.
Po nastiepeni kolagenazou sa 40 az 60 glomerul izolovalo pri 4 °C za pritomnosti
vanadyliribonukleozidového komplexu na reverznu transkripciu (RT). In situ RT sa
uskutocnila rovnako, ako je uvedené vyssie, s vynimkou toho, Ze glomeruly sa raz
zmrazili a roztopili v zmesi acetonu a suchého fadu a pdsobilo sa na ne

ultrazvukom pri 2 °C § minut za pritomnosti 2 % Tritonu a 4 jednotiek/ul fudského
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ultrazvukom pri 2 °C 5 minut za pritomnosti 2 % Tritonu a 4 jednotiek/ul fudského
placentarneho RN&azového inhibitora (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) pred
pridanim komponentov RT. Na chladenie vzoriek poas ozvudovania ultrazvukom

sa pouzil Micro Ultrasonic Cell Disrupter (Kontes, Vineland, NJ).
Standardné a kompetitivne PCR skusky:

Priméry pre my$aci kolagén o411V a a4l, o aktin buniek hladkej svaloviny, p-
aktin, laminin B1, tenascin, mRNA 92 kDa metaloproteindzy a 72 kDa
metaloproteinazy, a pre genomicki DNA hovadzieho rastového horménu sa
syntetizovali na PCR-Mate (Applied Biosystems, Foster City, CA). TotoZnost
kazdého amplifikovaného produktu sa overila podla vefkosti a analyzou
restrikénymi enzymami. Specifickost priméru pre mRNA sa uréila vynechanim
enzymu reverzna transkriptaza. PCR sa uskutoénila pomocou stpravy GeneAmp
DNA Amplification Kit (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT). cDNA odvodena zo
suboru 40 - 60 glomerdl na my$ sa najprv analyzovala $tandardnou PCR pomocou
logaritmicky linearnej ¢asti PCR amplifikacie. Toto umoznilo rychle nekvantitativne
vyhodnotenie hladin mRNA. Potom sa pouzZili ski$ky kompetitivnou PCR na
zmeranie kolagénu o4lV (a aby sa normalizovali tidaje medzi zvieratami, vypoéital
sa pomer cDNA kolagénu a4lV k enzymu GAPDH), PDGF-B, o aktinu buniek
hladkej svaloviny, B-aktinu a lamininu B1 skon&truovanim mutantu cDNA pre kazdu
molekulu s malou internou deléciou alebo novym restrikénym enzymovym miestom.
Analyza produktov PCR sa uskutoénila pomocou denzitometra PDI, v ktorom bol
softvér analyzy obrazov Quantity One®. Analyzy kompetitivnou PCR sa uskutoénili
dvakrat alebo trikrat.

Vysledky:

Ako vidno z obrazka 10, stredny pomer kolagénu typu IV ku GAPDH bol
mensi ako poloviény v skupine mysi lie€enych oralnym PPS sodnym ako u mysi
nelieCenej (kontrolnej) skupiny. Tento diferencidl indikuje, e v glomerulach
lieCenych zvierat bolo vyrazne menej kolagénu jazvového typu v porovnani
s nelieCenymi zvieratami, ¢o je skutocnost, ktora sa potvrdila histologickym

vySetrenim a imunofluorescenénou mikroskopiou.
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Priklad 6
Stadie s kralikmi Watanabe

Kraliky Watanabe' sluZia ako zvieraci model prirodzenej endogénnej
hypercholesterolémie. Tento znak sa prejavuje Upine v homozygétnom stave,
Ciastotne sa prejavuje v heterozygétnom stave a je spésobeny jednogénovym
defektom. Homozygétne kraliky Watanabe maju sérové koncentracie cholesterolu

8 aZ 14 krat vysSie ako normalne japonské biele kraliky.

Kraliky Watanabe majua velmi vysokua incidenciu aterosklerotickych plakov,
najmé v aorte. Rychlost vyvoja a zavaZnost aterosklerézy sa da zvysit kimenim

kralikov diétou bohatou na cholesterol.

Nasledujice dve Studie sa uskutocnili, aby sa zistila antiateroskleroticka
aktivita PPS u kralikov Watanabe:

Studia A: Subkutanne vyhodnotenie PPS

Dvanast kralikov Watanabe sa rozdelilo do dvoch skupin po $est' (skupina A
a skupina B) a kimili sa diétou bohatou na cholesterol (0,5 % cholesterolu).
Zvieratam skupiny A sa denne podaval subkutanne normalny fyziologicky roztok,
zatial o zvieratdm skupiny B sa denne subkutanne podavalo 10 mg/kg PPS
sodného (Elmiron®). -

Styri zo zvierat lie¢enych PPS (skupina B) uhynuli pred dokoncéenim §tadie,
jedno v defi 22 a tri medzi diiom 80 a 86. Na defi 89 sa na zvieratach skupiny A a
dvoch ostavajucich zvieratach skupiny B uskutoénila eutanazia a nekropsia a ich

tkaniva sa vyhodnotili, konkrétne rezy z réznych velkych vetiev aorty.
Vysledky:

Ako vidno z nizSie uvedenej tabulky 1, zistilo sa, Ze zvieratd z lieGenej
skupiny B maju ovela mensie nanosy plaku a ovefa vy$si pomer vrstvy hladkej

svaloviny k plaku (aZ 6,8 krat vy$si) v porovnani s kontrolnymi kralikmi skupiny A vo

! Toto plemeno kralikov je technicky zname ako dedi¢ne hyperlipidemicky kralik Watanabe (WHHL -
Watanabe heritable hyperlipidemic rabbit).
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v8etkych skimanych aortalnych rezoch. Tieto zistenia s vizualne ilustrované na

fotografiach na obrazku 11. Rez bruSnej aorty zo zvierata z kontrolnej skupiny

ukazuje vysoko vyvinuty ateroskleroticky plak so znacnou prierezovou plochou. Rez

Z bruSnej aorty zvierata lieGeného PPS sodnym neukazuje takmer Ziadne znaky

plaku, hoci zvieratdam z lieGenej skupiny sa podavala diéta s rovnako vysokym

obsahom cholesterolu ako v kontrolnej skupine.

Tabufka 1

Kraliky Watanabe

Morfometria aortalnych lézii

Kontrola Hladka PPS Hladka | Nasobok znizenia
(cm?) svalovi- (cm?) svalovi- | velkosti plaku (x)
nalplak na/plak
Ascendentna] vrstva hladkej 0,328 0,61 0,243 412 6,8 x
aorta svaloviny
plak 0,54 0,59
Aortalny vrstva hladkej
oblik svaloviny
plak
Hrudnikova | vrstva hladkej 0,244 0,47 0,334 1,184 2,5x
aorta svaloviny
plak
Brudna aorta | vrstva hladkej 0,265 0,74 0,303 7,58 10,2 x
svaloviny
plak 0,358 0,04

Studia B: oralne vyhodnotenie PPS

Dvadsat kralikov Watanabe sa rozdelilo do $tyroch skupin po pat, skupiny A

az D. VSetkym kralikom sa poddvala rovnaka diéta s vysokym obsahom

cholesterolu (0,5 % cholesterolu). Zvieratam skupin A a B sa podavala na pitie

voda z vodovodu, zatial ¢o zvierata skupin C a D dostavali vodu z vodovodu

obsahujucu 0,5 mg/ml PPS sodného (Elmiron®). Na zéaklade pozorovani spotreby
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vody zvieratami pred Stadiou bola celkova davka PPS sodného skonzumovana

kaZzdym zvieratom v liecenych skupinach 30 mg/kg.

Dva z liecenych kralikov boli vyradené zo Stidie v den 4 a 11 v dosledku

abscesov zjavne nesuvisiacich s PPS.

Na zvieratach skupin A a C sa vykonala eutanazia a nekropsia v den 50
stadie a vysetrili sa ich aorty. Medzi intimami zvierat skupiny A (kontrola) a skupiny
C (lieCené) sa vizualne pozorovali signifikantné rozdiely, pricom druha skupina
vykazovala nizsi vyvoj aterosklerotického plaku.

Na kralikoch skupin B a D sa uskutocnila eutanazia a nekropsia v den 64
stadie. Aorty tychto skupin sa vysSetrili histologicky a zmerali sa prislusné prierezy

intimalnych a medialnych vrstiev v réznych vetvach aorty.

Obrazok 12 je stipcovy graf vyjadrujlci stredné intimalne plochy namerané
na rezoch odobranych z réznych vetiev aort kralikov kontrolnej skupiny (skupina B)
a liecenej skupiny (skupina D). Obrazok 12 ilustruje, Zze v kazdom vysetrenom
aortdlnom obluku bola intimalna plocha podstatne nizSia u lieCenych zvierat
v porovnani s nelieCenymi, ¢o naznacuje, Ze v lieCenej skupine bolo podstatne

menej aterosklerotickych lézii a nanosov plaku.

Obrazok 13 ukazuje stredné hodnoty pre pomer intimainych a medialnych
pléch v tych istych aortainych rezoch odobratych z kralikov skupiny B a D, ako je
opisané vzhfadom na obrazok 12. Tento pomer, ktory je odrazom relativneho
mnoZstva jazvového tkaniva a plakov usadenych na stenach ciev (ktoré usadeniny
zvysuja prierezova plochu intimy), bol niZsi v kazdej aortalnej vetve liecenych

kralikov (skupina D) v porovnani s nelieCenymi zvieratami (skupina B).

Predchadzajice Udaje vytvorené vedecky overenymi experimentalnymi
postupmi demonstrujd ucinnost PPS pri zvySovani syntézy nadbytocného
mimobunkového matrixového kolagénu a istych bunkovych rastovych faktorov so
zvySovanim aktivity enzymov degradacie kolagénu. Tieto Ucinky naznacuju, Ze
PPS by mal byt vysoko Gcinny v klinickom manaZzmente a obrateni CPVSD, najma

arteriosklerozy a aterosklerozy.
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Ukazalo sa teda, Ze sa ponukaji metédy a kompozicie, ktoré dosahuja
rozne ciele vynalezu a ktoré su dobre uspdsobené na vyhovenie podmienkam

praktického pouzitia.

KedZze moZno uskutocnit rozne uskuto€nenia vySSie uvedeného vynalezu
a vo vys§Sie uvedenych uskutoéneniach mozno urobit rézne zmeny, rozumie sa, ze
vSetky zalezZitosti tu opisané treba chapat’ ako ilustrativne a nie v obmedzujicom

zmysle.

Co sa narokuje ako nové a o ma byt chranené patentom, je zakotvené

v nasledujucich narokoch.
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PATENTOVE NAROKY

Pouzitie pentdzanu polysulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatefnej soli na
pripravu farmaceutickej kompozicie na lieCenie pacienta - cicavca trpiaceho
chronickou progresivnou chorobou zjazvovania ciev, ktora v postihnutej

vaskulatire sposobuje zuZovanie limenu a zniZovanie roztahovatelnosti.
Pouzitie podfa naroku 1, kde postihnutou vaskulattirou je artéria.

Pouzitie podfa naroku 2, kde uvedenou artériou je aorta alebo niektora jej

velka vetva.

Pouzitie podfa naroku 2, kde uvedenou chorobou je forma artériosklerézy

charakteristicka zjazvenim.

Pouzitie podfa naroku 4, kde uvedena forma artériosklerézy je ateroskleréza

a uvedené zjazvenie zahfma steny artérii postihnuté aterosklerotickymi plakmi.

Pouzitie podra naroku 1, kde celkova denna davkova forma obsahuje 5 aZ 30
mg uvedenej farmaceutickej kompozicie alebo 350 aZ 2 000 mg pentézan
polysulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli na kg telesnej hmotnosti

pacienta.

Pouzitie podfa naroku 6, kde uvedena dennd davkova forma je 500 aZ 1 500

mg.

Pouzitie podra naroku 6, kde uvedena denna davkova forma obsahuje jednu

az Styri rovnomerne rozdelené davky.

PouZitie podla naroku 1, kde uvedena farmaceutickd kompozicia je v liekovej

forme na oraine podavanie.

Pouzitie podfa naroku 9, kde uvedena liekova forma je vybrana zo skupiny
pozostavajlcej z konvencnych alebo rovnomerne uvoffiujicich tabliet, kapsul,

pastiliek, kvapalin a elixirov.

Pouzitie podla naroku 9, kde uvedena liekova forma zahfia aspofi jednu

farmaceuticky prijatefn( inertnt prisadu.
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PouzZitie podfa naroku 11, kde uvedena inertna prisada je plnivo, spojivo,

rozpustadio, vehikulum alebo nosic.

Pouzitie podfa naroku 9, kde uvedena liekova forma obsahuje 50 aZ 300 mg

na jednotku pentdzan polysulfatu alebo jeho farmaceuticky prijatelnej soli.

Pouzitie podrfa naroku 1, kde uvedenou farmaceuticky prijatelnou sofou je

sodna sof.

Pouzitie podfa naroku 14, kde uvedena kompozicia je vo forme Zelatinovej
kapsule obsahujlcej pentézan polysulfat sodny, mikrokrystalickd celulézu a

stearan horecnaty.

PouZitie podfa naroku 1, kde uvedenym pacientom je fudsky pacient.
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Obr. 12

Watanabe; Diéta s vysokym obsahom cholesterolu, Vek 30 az 90 dni

Plocha: intima
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