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KOZZETETEL PELDANY

A taldlmany targyadt az 5-(2-pirazinil)-4-metil-1,2-
ditiol-3-tion (oltipraz) majfibrézis és majcirrdzis megeld-
zésére és gyogykezelésére torténd alkalmazasa, valamint ak-
tiv hatodanyagként oltiprazt tartalmazé gydgyaszati készit-
mények képezik.

A maj a kiloénféle enzimreakcidkban és az energia-
metabolizmusban betdltdtt funkcidi mellett kulcsfontossagu
szerepet jatszik a xenobiotikumok és bizonyos endogén anya-
gok metabolizmusaban is. Koredban a sziv-érrendszeri beteg-
ségek utdn a majgyulladas, a majcirrézis és a majrak szami-
tanak a leggyakoribb, és a legtobb elhaldlozast okozd idilt
megbetegedésnek. Koredban jelentds figyelmet forditanak a
majbetegségek kezelésére, mivel az orszagban a fejlett 4l-
lamokhoz képest viszonylag sok az alkoholfogyasztd és meg-
lehet&sen gyakori a tulzott alkoholfogyasztas miatti heveny
majkarosodas. A virusfertdzés vagy alkoholfogyasztads ered-
ményeként kialakult idult madjkarosodds gyakran majcirrdzis
vagy majrak kialakulasahoz vezet. A maj kulcsfontossagu
élettani szerepének ismeretében, a majbetegségek megeldzé-
sének és kezelésének fontossdga miatt jelentds igény mutat-

kozik a majkarosodas megeldzésére és gyodgykezelésére szol-

galdé hatdanyagok kifejlesztése irant.
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Mind in vitro, mind in vivo szamos szintetikus vegyi-
let és galenusi készitmény rendelkezik majvédd hatassal.
BAr mar korabban ismertté valt, hogy a szilimarin
("silymarin") és a betain a citokinek gatlasa és a glutati-
on-koncentracié fokozasa miatt majvédé hatassal birnak,
alacsony hatékonysaguk miatt ezektd6l a hatdanyagoktdl nehe-
zen varhatdé el terdpias hatéas. Mivel a majbetegségek keze-
lésére jelenleg nem &llnak rendelkezésre megfeleld gydgyha-
tast hatdanyagok, az emlitett hatdanyagokat gyakran veszik
igénybe klinikai vizsgadlatokban. A majfibrézis kelezésére
alkalmazott malotilat és szarmazékai megvédik a majat a to-
xikus kémiai anyagoktél, hatasmechanizmusuk valdszinidleg
IT. fazisbeli konjugadldé enzimek indukaldsan és a citokrém
p450-es enzimek gatlésan alapul. Ezek a vegylletek ugyanak-
kor nem szelektiven bénitanak szamos citokrém P450-es enzi-
met és csupan megeldz& hatassal rendelkeznek.

Ismert, hogy a természetes korilmények kozétt a ke-
resztesviraguakban eléforduld kéntartalmu ditioltion kiloén-
féle szubsztitualt valtozatai majvédé hatéassal rendelkez-
nek. Kozilik a kovetkezd képlettel 1leirhatd oltiprazt

schistosomiasis gydégykezelésére alkalmaztak:



Az oltipraz fokozza a sejt tioltartalmdt és indukalja
a sejtbeli glutation (GSH) készlet fenntartéasaért és a szo-
vetek elektrofil molekuldktdl torténd megtisztitasaért fe-
lelds enzimek expresszidéjat. Az oltipraz fokozza a NAD(P)H
kinon-reduktaz, a mikroszomdlis epoxid-hidrolaz, a gluta-
tion S-transzferdz (GST) és az UDP gliukuronil-transzferaz
(UDP-GT) enzimek aktivitasat. A GST megvédi a majat bizo-
nyos toxikus kémiai anyagok, pl. a széntetraklorid vagy az
acetaminofen k&ros hatasatél ([Ansher, S. S. és mtsai.:
Hepatology 3, 932 (1983)].

Mindezeken tul az oltipraz meggdtolja a benzo(a)pirén,
az NDEA és az uracilmustdr okozta kémiai karcinogenezist,
az aflatoxin Bl-kivaltotta ma&jdaganat-képzdédést és az
azoximetan eldidézte vastagbélrdk kialakulast ([Bolton, M.
G. és mtsai.: Cancer Res. 53, 3499 (1993)].

Az oltipraz ismereteink szerint a kovetkezS mbédokon
gatolja a karcinogenezist: (1) fokozza az antioxidans hata-
su redukalt GSH szoveti koncentracidjat; (2) az I. fazisbe-
1i enzimek pl. a citokrdm P450 gatlasaval megakadalyozza a
rakkeltd anyagok bioldégiai aktivaléasat; (3) a II. fazisbeli

detoxikald enzimek, pl. a GST és az UDP-GT indukaléaséaval

elésegiti a rakkeltd anyagok detoxikalasat; (4) in vitro
gatolja az I. tipust emberi immunhidnyos tinetegyilittes vi-
rusanak replikaciéjat; (5) a tiolkoncentarcid novelésével
eltavolitja a sejtbeli reaktiv koztes reakciétermékeket és
elésegiti a DNS kijavitédsat. Az oltipraz a legtobb szovet-

ben fokozza a GSH mennyiségét és eltavolitja a besugéarzas

vagy a xenobiotikumok hatasara képzédott szabad gyokoket.



Ismert tovabba, hogy az oltipraz a sejtbeli homeosztazis
fenntartasat elésegitve megvéd a besugarzas karos hatasatoél
is.

Az oltipraz eldébbiekben roviden ismertetett daganat-
képz8dést gatld hatadsa a kovetkezdképpen érvényesil. A da-
ganatképzédés feltehetden a szomatikus sejtek DNS-ének sé-
rilése altal eldidézett szabadlyozatlan sejtnovekedés és -
differencialédas eredménye (Cancer Biology, 3. kiadas, pp.
61-95, 497-507, szerk.: Ruddon, R. W., kiad.: Oxford
Press). A kémiai anyagok daganatellenes hatéasa elsdsorban
azok mutagenezist vagy a daganatsejtekké torténd transzfor-
maciét gatld, vagy a daganatsejtek proliferacidjat megaka-
délyozé_képességén alapul. Korédbban mar kisérletesen vizs-
galtadk az oltipraz kémiai daganatmegel&z8 szerként torténd
alkalmazhatésagat [Ansher és mtsai. (1983); Bolton és
mtsai. (1993)]. Az oltipraz daganatmegelézd hatasa nem csu-
pan a citokrém P450 3A gatlasan, hanem a II. fazisu detoxi-
kalé enzimek induk&lasan is alapul. Az oltipraz sejtekben
és allatokban egyarant fokozza a GST expresszidjat [Clapper
és mtsai. (1994); Davidson és mtsai. (1990)], amely toxikus
anyagok okozta szovetsérilés és karcinogenezis esetében
egyébként csoékken [Kensler és mtsai. (1987); Maxuitenko és
mtsai. (1998)]. Az oltipraz megakadalyozza a sugdrzas okoz-
ta majszdvet-sériilést (Kim és mtsai. (1997)], a korabbi
vizsgalatban megfigyelt GST-indukcidé a sejt alkalmazkodasi
valaszreakcidéjanak jele. Az oltipraz toxikus anyagok eseté-
ben is majvédd hatasu [Ansher és mtsai. (1983)]. Az olti-

praz aflatoxin Bl indukalta daganatképzddést meggatld hata-



sa a rakkelté anyag citokrdém P450 3A &ltal katalizalt meta-
bolikus aktivalasanak megakadalyozédsadn alapul. Az ember
nagymértékben érzékeny az aflatoxin rakkelté hatasara. A
kozelmultban elvégzett klinikai vizsgalatok alapjan ember-
ben az oltipraz hatékonyan csdkkentette a plazmabeli afla-
toxin Bl mennyiségét. Oltipraz adagolassal &llatokban is
csdkkenthetd volt az aflatoxin Bl kivaltotta rakképzddés
mértéke.

A szakirodalom szerint a hepatitis B virus (HBV) DNS-t
tartalmazé plazmiddal fertdzott 2.2.15 sejtekben az olti-
praz meggatolta a HBV replikacidéjat. Ez alapjan az oltipraz
meggidtolja a HBV gén transzkripciéjat, fokozza a p33 prote-
in expresszi6jat [Chi és mtsai. (1998)] és megakadalyozza a
HIV replikaciéjat [Prochaska és mtsai. (1995)].

Kindban tdbb klinikai vizsgdlatot végeztek az oltipraz
majrakképzd8dést gatldéd hatdsaval kapcsolatban. Ezek eredmé-
nyei az oltipraz majrakképzdédés elleni alacsony foku haté-
konysagara utaltak. Ismert, hogy az oltipraz legaldbb mér-
sékelt védé hatast fejt ki a toxinok okozta majkarosodas
ellen. Az oltipraz biztonsagossagat patkanyokon és kutyakon
végzett toxicitas-vizsgalatokkal igazoltak [Fund. Appl.
Toxicol. 35, 9 (1997)1].

A majfibrézis olyan é&llapotot jeldl, amelyben in vivo
adaptaciés jelenségként az idilt majbetegség, pl. majgyul-
ladas kovetkeztében karosodott majszévet poédtlasa nem ép
méjsejtekkel, hanem kollagénrostos kotészovettel torténik.
Bar a majfibrézis szovetkarosodast kévetd in vivo helyreal-

1itasi folyamat eredménye, az elpusztult majszovet helyén
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megjelend kotdszovet nem képes ellatni annak funkcidit (a
metabolikus mikodést, az epetermelést stb.). Mivel a folya-
matos vagy kiujuld majbeli kotdszovet-szaporodds majcirrd-
zishoz és végsdé soron haldlhoz vezet, a majfibrézis kezelé-
sére alkalmas Uj hatdanyagok kifejlesztése rendkivil fontos
feladat. Mivel azonban a madjbeli kotdszovet-szaporodas pon-
tos mechanizmusa még nem ismert, annak gydgykezelésére al-
kalmas hatdanyagokat sem sikeriilt eziddig kifejleszteni.

Ujabb keletd vizsgalatok alapjan kiderilt, hogy a maj-
peli Kupffer- és Ito-sejtek &altal kivalasztott B transzfor-
malé novekedési faktor (TGF-B) elnevezésl citokin a majfib-
roézis lényeges mediator anyaga. Kimutattdk tovabba azt is,
hogy a TGF-B aktivitas gadtlasa TGF-f ellenanyagokkal, anti-
szensz RNS-sel, vagy a TGF-B receptorok mdédositasa jelents-
sen csdkkenti a majfibrézis mértékét. Az emlitett kutatas
eredményei azonban eddig csupan kisérletes igazolast nyer-
tek. Ezidaig nem szamoltak be a majfibrézis és a madjcirro-
zis terapidjara klinikai kortlmények kozott alkalmas hato6-
anyagokrdl.

A taldlmany targyat a mdjfibrozis és a majcirrdzis te-
rapidjanak hatékonysagat maximadlisra noveld, és egyben meg-
eléz8 céllal is alkalmazhatd gydgyadszati készitmény képezi.

Kszelebbrél, a taladlmany téargyat az 5-(2-pirazinil)-4-
metil-1,2-ditiol-3-tion (oltipraz) majfibrézis és majcirro-
zis megel&zésére és gybgykezelésére torténd alkalmazasa ké-
pezi. A taldlmany targyat képezi tovabba a majfibroézis és

majcirrdzis gybgykezelésére vagy megelézésére szolgadld, ak-



tiv hatéanyagként oltiprazt tartalmazo gybgyaszati készit-
mény emlésnek torténd beadasan alapuld eljaras.

A majfibroézis és a majcirrdzis gybdgykezelésére és meg-
elézésére alkalmas hatdanyag kifejlesztését célzd vizsgala-
tunk soran megallapitottuk, hogy az 5-(2-pirazinil)-4-me-
til-1,2-ditiol-3-tion (oltipraz) meglepden hatékony az em-
litett kérképek megeldzésében vagy gydgykezelésében.

Ez alapjan a taldlmany targyat majfibrézis és majcir-
rézis gyoégykezelésére és megelbzésére szolgald, 5-(2-
pirazinil)—4—metil—1,2~ditiol—3—tiont és gydgyaszati szem-
pontbél elfogadhaté vivdanyagot tartalmazd gydégyaszati ké-
szitmény képezi.

A talalmany targyat képezd oltipraz majfibrdzis és
m&jcirrdzis gydgykezelésére és megelézésére szolgald gyodgy-
szerként alkalmazhat6, amely még viszonylag alacsony dézis-
ban is majfibrézist gatld hatast fejt ki. A taldlmany sze-
rinti, optimalis oltipraz adagot tartalmazd kiszerelések
meglepden j6 eredménnyel alkalmazhaték a majfibrézis és
majcirrdzis gyégykezelésére és megelézésére, emellett biz-
tonsagosan alkalmazhatéd, az emberi szervezetre csupan kis-
mértékben toxikus készitménynek tekinthetdk.

As alabbiakban az abrak rovid leirasat kozoljuk.

Az la abra egészséges allat majszovetének képe [hema-
toxilin-eozin (H-E) festés].

Az 1b abra oltipraz kezelésben részesiult allatcsoport-
bol szarmazd majszovet képe (H-E festés).

Az 1c abra DMN kezelésben részesilt dllatcsoportbdl

szarmazd majszovet képe (H-E festés) .



Az 1d abra egyideji DMN és oltipraz kezelésben része-
siilt allatcsoportbdl szarmazd madjszévet képe (H-E festés).

A 2a abra DMN kezelésben részesiilt &llatcsoportbdl
szarmazé majszovet képe (Van Gieson festés).

A 2b &bra egyidejii DMN és oltipraz kezelésben része-
stilt &llatcsoportbdl szarmazé majszovet képe (Van Gieson
festés).

A 2c &bra DMN kezelésben részesiilt &llatcsoportbdl
szarmazd majszovet képe (Masson-féle trikrém festés).

A 2d &bra egyidej(i DMN és oltipraz kezelésben része-
siilt &allatcsoportbdl szarmazdé majszovet képe (Masson-féle
trikrém festés).

A 3. abra az oltipraz DMN-nel kezelt patkany majszove-

tében a TGF-P 1 mRNS expresszidjara gyakorolt gatld hatasat

szemlélteti.

A 4. abra az oltipraz LPS hatésara kialakuldé TNF-a
koncentracid emelkedésre gyakorolt gatléd hatasat szemlélte-

ti patkanyban.

Az alébbiakban részletesen ismertetjik a taldlmany
szerinti megoldast.

példa nélkiil 4116 felfedezésiink alapjat az a varatlan
felismerés képezi, hogy az oltipraz a TGF-B termelés meg-
akadadlyozasan keresztul meglepden hatékonynak bizonyult a
majfibrézis és majcirrdzis kezelésében és megeldézésében.

Amint a fentiekben bemutattuk, az oltipraz védelmet
nyajt a toxikus majkarosodas ellen és gadtolja a daganatkép-
z6dés folyamatat. Az oltipraz majfibrézis és majcirrdzis

jelen talédlmany szerinti kezelése és megeldzése céljabol




[

.
see
XXX
scee

e o

térténd alkalmazasanak hatékonysdgardél azonban ezidaig
egyetlen kozlemény sem tett emlitest.

A cirrézist megeldzd stadiumnak szamitd fibrdzis sza-
mos, sulyos foku majkarosodast kivaltd tényezd kovetkezmé-
nye lehet. A cirrdzis részben Osszefligg a karcinogenezis-
sel, a majcirrbézisban megbetegedett személyek esetében je-
lentds mértékben fokozdédik a majrak kialakulasanak veszé-
lye. A majcirrdzis koéorfejldédése azonban élesen elvalasztha-
t6 a majrak kialakulasadnak folyamatatol. Majfibrdzis akkor
alakul ki, amikor a m&jszovetet idult, sulyos foki ka&roso-
das éri. A majkarosodas virusok, parazitak, alkoholfogyasz-
tas, kémiai anyagok és gyodgyaszati készitmények hatésara
egyarant kialakulhat. A majfibrézis a majban taladlhatdé nem-—
parenchymalis sejtek, pl. a Kupffer-sejtek, a nyulvanyos
sejtek stb. aktivalddasa kovetkeztében kialakult tulzott
mértékd extracellularis matrix (pl. I., III. és IV. tipusu
kollagén) képzd&dés kévetkezménye. Kozelebbrdél, a fibrdzis a
nylilvanyos sejtek aktivalédasa, majd myofibroblast sejtekké
alakulasa miatt jon létre. Az aktivalt nyualvanyos sejtek
ezutan tulsagosan nagy mennyiségld extracelluldris matrixot
termelnek. A fibrdézis és a cirrdzis a virusos majgyulladas-
t61 és a majraktdl egyértelmlen elkildnithetd kérképek. En-
nek megfelelden gyégykezelésiik és megeldzeésik mbédjai is el-
téréek. Jelenleg azonban a majcirrdzis kezelésére nem all
rendelkezésre klinikai korilmények kozott alkalmazhaté ha-
tdanyag.

A taldlmany szerinti megoldas azon a felismerésen ala-

pul, hogy a majrak megeldzésében ismerten hatékony oltipraz



a majraktdél teljes mértékben eltérd kédérfejlédésli majfibro-
zis és majcirrdzis ellen is hatasos. Mindezeket a kovetke-
z8kben bemutatott kisérletek eredményei bizonyitjak.

Az oltipraz csokkenti a dimetil-nitrdzamin (DMN) altal
felgyorsitott fibrézist jelzd, kérszovettani vizsgalattal
megallapitott Gn. fibrdézis- és Knodell-pontszamokat. Emel-
lett az oltipraz lényeges mértékben gatolja egyes toxikus
majkarosodast jelzé anyagok, mint pl. az alanin-amino-
transzferdz (ALT), az aszpartdt-aminotranszferaz (AST), a
bilirubin, valamint a gamma-glutamil transzpeptidaz (gamma-
GT) mennyiségének noévekedését. Az oltipraz a fibrézishoz
vezetd folyamatok lassitédsaval csokkentheti annak sulyossa-
gdt. Az oltipraz fibrézisellenes hatdsa a TGF-f expresszid
gatlasan alapul. Mennyiségi RT-PCR vizsgalataink eredményei
alapjan az oltipraz teljes mértékben meggatolja a dimetil-
nitréozamin kivaltotta fokozott TGF-B mRNS expressziét. Ez
azt bizonyitja, hogy az oltipraz képes meggatolni a majfib-
rézis és majcirrdzis kialakulasat és sulyosbodasat. Az
oltipraz potencidlisan kivaldé fibrézisellenes hatdanyagnak
tekinthetd, mivel erds fibrézisgatld hatassal rendelkezik,
indukalja a majbeli detoxikalasért felelds GST enzimet, fo-
kozza a GSH mennyiségét, valamint gyokkonjugald aktivitas-
sal is rendelkezik. Az oltipraz még alacsony dézisban al-
kalmazva is varhatéan kielégitd gydgyaszati hatast bizto-
sit.

Az oltipraz majfibrézis kezelésében mutatott gyodgyha-
tasat kileénbozé DMN adagokkal kezelt patkanyokon figyeltik

meg. Az eredmények alapjan a DMN-kezelt csoport plazma ALT-
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és AST-aktivitadsa a normdlérték négyszeresére ndvekedett.
Az oltipraz adagolas ddézisfiggéd mértékben gatolta a plazma
ALT- és AST-aktivitas fokozddasat. A plazma GT-aktivita-
sdnak és bilirubin-tartalmanak meghatédrozasat a majfunkcid
értékelésére veszik igénybe. Az oltipraz patkanyokban 70-
80%-ban meggadtolta a DMN-adagolas eld&idézte gamma-GT akti-
vitas fokozédast. A DMN adagoléas hatdsdra a kisérleti alla-
tokban a bilirubin-tartalom nyolcszoros emelkedést muta-
tott. A DMN és oltipraz egyittes adagolédsakor a vérplazma
bilirubin-tartalmanak emelkedése 65%-kal alacsonyabb mérté-
ki volt. A koérszovettani vizsgalattal meghatarozott fi-
brézis- és Knodell-pontszamok vizsgélatakor kiderilt, hogy
az oltipraz Jjelentdés mértékben gatolta a DMN kivaltotta
méjfibrézis sulyosbodasat. Az emlitett jelenségek elsésor-
ban az oltipraz TGF-f termelédést gatld hatdséanak tulajdo-
nithatdk. Feltételezhetd, hogy az antioxidéns enzimek in-
dukcidéja és a GSH-aktivitas fokozddasa is hozzajarul az
oltipraz fibrézisellenes hatasahoz.

Az oltipraz klinikai korilmények kozott 1is hatékonyan
alkalmazhatdé a majfibrézis és majcirrdzis gybégykezelésére
és megel&zésére. A talalmany szerinti gydgyaszati készit-
mény klinikai alkalmazasa esetén a szadjon A&t torténd be-
adasra szant gyodégyszeradagok kiszerelése és adagolasa az
gybégyaszati terulet szabalyai szerint torténhet. A szajon
4t térténd beadasra szant kiszerelések kozé tartoznak a ke-
mény vagy lagy kapszuldk, a tabletta, a por stb. Az ilyen
kiszerelések az oltipraz, mint aktiv hatdanyag mellett egy

vagy tobb, gydgyaszati szempontbél inaktiv hagyomanyos vi-
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v8anyagot is tartalmazhatnak. A sza&jon at tdrténd beadasra
szant kiszerelés tartalmazhat vehiculumokat, pl. keményi-
t&t, laktédzt, karboximetil-celluldzt és kaolint; kotdanya-
gokat, pl. vizet, =zselatint, alkoholt, glikdézt, gumiardbi-
kumot, tragantmézgat; dizintegraldé szereket, pl. keményi-
tét, dextrint vagy natrium-algindtot; sikositd szereket,
pl. sztearinsavat, magnézium-sztearatot, vagy folyékony pa-
raffint.

A taldlmany szerinti készitmény napi adagja kiulonbozd
tényez8k flggvényében hatdrozhatdé meg, ilyenek pl. a paci-
ens majkarosodasanak mértéke, a mdjgyulladads kialakulasanak
ideje, a paciens életkora, egészségi allapota, egyéb megbe-
tegedései stb. Atlagos testtomegld felndétt betegnek az
oltipraz naponta egy vagy két alkalommal, 10-1000 mg/nap,
elénybsebben 50-300 mg/nap Osszes ddézisban adagolhatd. Su-
lyos fokl majkarosodds esetén, vagy majrak mitéti eltdvoli-
tasat kovetden a kiujulads meggatlasa céljabdl alkalmazva a
taldlmany szerinti gydégyédszati készitmény az el&bb emlitet-
teknél magasabb dézisban is adagolhato.

A talalmany targyat a kivald madjfibrézis- és majcirrd-
zis-sulyosbodas gatlé hatéssal rendelkezd oltipraz alacsony
toxicitasu és mellékhatasokkal szinte nem rendelkezd, nem
csupan gydgykezelési, hanem megeldézési célbdl is igénybeve-
het$, hosszu ideig, biztonsagosan alkalmazhatdé készitmény
eldallitasara torténd alkalmazasa képezi. A talalmany sze-
rinti gyoégyaszati készitmény hosszu ideig biztonséagosan al-
kalmazhatdé majfibrdézis és majcirrdzis gyégykezelésére és

megeldzésére.



A taldlmany szerinti megoldast az alabbi, a taldlmany
hatékorét nem korlatozd munkapéldakon ("working examples")
keresztil ismertetjiik részletesebben.

A taldlmany szerinti megoldast az alabbi kisérleti

példakon . ("test examples") keresztiil ismertetjlik részlete-

sebben.

1. kisérleti példa

Az oltipraz fibrézisellenes hatdsa I.

A négy héten keresztul folyamatosan dimetilnitrdzamin-
nal (DMN) kezelt patkanyok vérplazmdjdban négyszeresére
emelkedett az ALT- és az AST-aktivitadsa. Az 50 mg/kg olti-
prazzal végzett eldzetes kezelés hatéasara a vérplazma ALT-
és AST-aktivitds fokozdédasanak 50%-os gatlasa volt megfi-
gyelheté (1. téablazat).

A plazma gamma-GT-aktivitésédnak és bilirubin-tartal-
manak meghatarozasat a majfunkcidé értékelésére veszik
igénybe. Az oltipraz DMN-nel kezelt patkanyokban 70-80%-ban
meggatolta a DMN-adagolas eldidézte gamma-GT-aktivitéds fo-
kozdédast. A DMN adagolas hatésdra a kisérleti allatokban a
kontrollokhoz képest a bilirubin-tartalom nyolcszoros emel-
kedést mutatott. A DMN és az 50 mg/kg oltipraz egylttes

adagolasakor a vérplazma bilirubin-tartalménak emelkedése

65%-kal alacsonyabb mértékid volt.



1. tablézat: ALT-, AST, gamma-GT- és bilirubin-értékek

Csoport ALT AST gamma-GT bilirubin
Kontroll 49 t 2 113 + 6 0,2 * 0,1 {0,2 * 0,01
DMN 190 + 12° | 412 + 39" |12,1 + 4,1"{ 0,9 + 0,27

DMN + 50 mg/kg| 116 * 4* |246 + 32*| 2,6 £ 0,5 |0,3 = 0,03"

oltipraz

Az értékeket Atlag * standard eltérés alakban tintet-
tiik fel. Az egyes csoportokban 8-16 &llatot alkalmaztunk. A
csoportok kozodtti killonbségeket Newman-Keuls tobbszords
Osszehasonlitdsi teszttel &llapitottuk meg. A statisztikai
szignifikancia mértékét a kovetkezdképpen jeloltik: "= p <
0,05 a kontrollhoz képest; * ~ p < 0,05 a DMN-kezelt cso-

porthoz képest.

2. kisérleti példa

Az oltipraz fibrdzisellenes hatasa II.

Az oltipraz DMN-induk&lta madjfibrdézisban kifejtett ha-
tasat &allati modellben, kérszévettani vizsgdlattal allapi-
tottuk meg. A négy héten keresztil heti harom alkalommal
DMN-kezelésben részesiilt patkdnyokban egyértelmi mé&jfibrdo-
zis volt megfigyelheté. A négy héten keresztil, heti harom
alkalommal 5-50 mg/kg adagban szajon &t adott oltipraz és
DMN egyiittes alkalmazdsa a csak DMN-kezelésben részestlt
4llatokhoz képest enyhébb mértékd majszovetbeli fibroézist

eredményezett. A majelhalds- és -—fibrdzis mértékét Van




Gieson festés és Masson-féle trikrém festés segitségével
hatdroztuk meg.

Az la &bra egészséges allat majszovetének képe (H-E
festés); az 1lb abra oltipraz kezelésben részesilt allatcso-
portbél szarmazdé majszovet képe (H-E festés); az 1lc abra
DMN kezelésben részesililt allatcsoportbdél szarmazd majszovet
képe (H-E festés); az 1d abra egyidejd DMN és oltipraz ke-
zelésben részeslilt allatcsoportbdél szarmazdé majszovet képe
(H-E festés). A 2a &bra DMN kezelésben részesilt allatcso-
portbdl szarmazd majszovet képe (Van Gieson festés); a 2b
adbra egyidejd DMN és oltipraz kezelésben részesiilt allat-
csoportbdél szarmazé majszovet képe (Van Gieson festés); a
2c abra DMN kezelésben részesilt &allatcsoportbdl szarmazd
majszovet képe (Masson-féle trikrdém festés); a 2d abra egy-
idejd DMN és oltipraz kezelésben részesiilt allatcsoportbdl
szarmazé majszovet képe (Masson-féle trikrém festés).

Az oltipraz 50 mg/kg-os adagja hatékonynak bizonyult a
DMN-kivaltotta fibrézis megel&zésében (2. tabléazat). A
fibrézis mértékét a majkarosodas és majfibrdzis sulyossagat
jelz& fibrézis- és Knodell-pontszam meghatarozasaval alla-
pitottuk meg. A csupan DMN-kezelésben részesult csoporthoz
képest a DMN + oltipraz csoportban alacsonyabb fibrdzis- és
Knodell-pontszémot allapitottunk meg, ami a majkarosodéas és

-fibrézis enyhébb voltara utalt.
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2. tablazat: Az oltipraz majfibrdézis kialakulésat gatld ha-

tésa

Fibrézis pont- Knodell pont-
Csoport
szam szdam
Kontroll 0 0
DMN 3,7+ 0,5 16,1 + 2,9
DMN + 5 mg/kg oltipraz 3,1+ 0,4" 11,1 + 1,7
DMN + 15 mg/kg oltipraz 2,9 * 0,8 12,1 + 1,97
DMN + 50 mg/kg oltipraz 2,5 £ 0,9 8,0 =+ 1,6""

Az értékeket atlag * standard eltérés alakban tintet-
tik fel. Az egyes csoportokban 8-16 allatot alkalmaztunk. A
csoportok kozotti kilodnbségeket Newman-Keuls tobbszoros

dsszehasonlitasi teszttel allapitottuk meg. = p < 0,05;

= p < 0,01. A fibrbézis mértékeéet a kovetkezd pontozasos

rendszerrel értékeltik: 0 = ép szévet, 1 = enyhe fokua
fibrézis, 2 = kozepes mértékd fibroézis, 3 = kifejezett
fibrézis, 4 = sulyos foku fibrézis. A Knodell-pontszamot a
periportalis hidképzdédés ("bridging") (a legmagasabb érték

= 10), az intralobuléaris sejtpusztulas (a legmagasabb érték
= 4), a portalis gyulladasos sejtes besziirédés (a legmaga-
sabb érték =‘4) és a fibrdézis (legmagasabb érték = 4) pont-

szamainak Osszegzésével allapitottuk meg.
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3. kisérleti példa

Az oltipraz fibrézisellenes hatdsanak farmakoldgiai

alapja

A TGF-B 1 a szévetkadrosodas kovetkeztében fibrédzis so-
radn fokozott mértékben expresszalt f&6 citokin. A csak DMN-
kezelésben, valamint egyidejd DMN és oltipraz kezelésben
részesiil allatokban RT-PCR segitségével a TGF-f8 1 mRNS
expresszi6jat figyeltik meg. A négy hétnél tovabb DMN-nel
kezelt allatokban a visszafordithatatlan, sulyos fokua kotd-
szdvet-szaporodds eredményeként a TGF-B 1 mRNS expresszidja
mar nem volt megfigyelhetd. A TGF-B 1 mRNS expresszidjat
DMN egyszeri adagjanak beadasat kovetden értékeltik. A DMN
beadasat kovetden 18 oéraval oltiprazt adtunk az allatoknak,
majd 24 o6raval késdébb meghatéroztuk a TGF-f 1 mRNS
expressziéjat. A DMN-nel kezelt allatok majszovetében je-
lentds mértékben fokozédott a TGF-B 1 mRNS expresszidja. A
100 mg/kg oltipraz adagoldsa ugyanakkor teljes mértékben
meggatolta a DMN-indukalta TGF-p 1 mRNS expresszidét. A
GAPDH mRNS expresszidéja sem a csak DMN-nel, sem a DMN-nel
és oltiprazzal egy iddében végzett kezelés hatidsdra nem val-
tozott. Az oltipraz tehat a TGF-B 1 expresszidjanak gatla-
sdt eldidézd mechanizmuson keresztil akadalyozza meg a

majfibrézis kialakulasat (3. abra).

4. kisérleti példa

Az oltipraz TGF-f termelést gdtld hatasanak értékelése

Annak megallapitasara, hogy az oltipraz kozvetlenil

gatolja-e a makrofagokban egyébként nagy mennyiségben



expresszalt TGF-PB termelését, valamint az ezzel kapcsolatos
molekularis farmakoldégiai mechanizmusok vizsgadlata érdeké-
ben RAW264.7 makrofagok alkalmazasaval végeztiink kisérlete-
ket. A TGF-B-t expresszald RAW264.7 sejtek oltipraz-
kezelése ddzisfiiggdé mdédon meggatolta a TGF-P expresszidjat.
Ez alapjan az oltipraz a majbeli Kupffer-sejtek TGF-f ter-
melésének megakadalyozadsaval fibrézis-ellenes hatdanyagként
mikddhet. A TGF-PB expresszid novekedése EGTA-val vagy tiro-
zin-kindz inhibitor geniszteinnel is meggdtolhatdé. Mindezek
alapjadn az oltipraz TGF-B termelést gatlé hatasa a sejten
beliili kalcium szabdlyozdsban és a proteinkindz aktivitas-

ban bekdvetkez8 valtozasok eredménye lehet (3. tédblazat).

3.tablazat: Makrofadgok TGF-B expresszidéjanak gatlasa

oltiprazzal

Kontroll 30 UM 100 pM 1 mM 100 uM

oltipraz | oltipraz | EGTA |genisztein

Szazalékos
0 30 60 80 80

TGF-B gatlés

5. kisérleti példa

Az oltipraz TNF-a termelést gatlo hatasa

A TNF-o a makrofagok &ltal kibocsatott citokin, amely
a kiilonbodzé mikrobak, pl. baktériumok elpusztitasaval 1lé-
nyeges szerepet tolt be a gazdaszervezet védekezd reakcidi-

ban. A tulzott mértékli TNF-a termelés miatt felerdsodd
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gyulladasos valaszreakcidé azonban sejtpusztulast idéz eld.
Ezért alkalmaznak anti-TNF-a ellenanyagokat vagy TNF-a ter-
melést gatld anyagokat szisztémas gyulladasos megbetegedé-
sek esetében. Ebben a kisérletben annak igazoléasara, hogy
az oltipraz gatolja a Kupffer-sejtek aktivitasat, endo-
toxinnal (LPS-sel) kezelt patkdnyokban vizsgaltuk az olti-
praz TNF-a termelésre gyakorolt hatasat. Az oltiprazzal ke-
zelt patkdnyokban az LPS altal kivaltott TNF-a termelés do-
zisfiiggé gatlasat allapitottuk meg. Ez alapjan megallapit-
haté, hogy az oltipraz gétolja a TNF-oa termelést, igy meg-
akadalyozza a majszovet gyulladasos reakcidjat, hatasat pe-
dig a Kupffer-sejtekre fejti ki. Az oltipraz majvédsd hatéasa
a TGF-P termelés megakadadlyozasan tul a majbeli gyulladésos
reakcidk gatlasan is alapulhat (4. abra, az LPS kezelésben
részesilt allatcsoport adataihoz képest megédllapitott elté-

* %k

rés szignifikanciaja "~ = p < 0,05; =p < 0,01).

1. munkapélda

oltipraz 25 mg
laktéz 50 mg
keményitd 10 mg
magnézium-sztearat megfeleld mennyiségben

A fenti 6sszetev8kbdl azok Osszekeverése utan hagyoma-

nyos tablettakészitési eljardssal tablettat készitettink.



2. munkapélda
oltipraz
laktéz
keményitd

magnézium-sztearat

100 mg
50 mg
10 mg

megfeleld mennyiségben

A fenti Osszetevékbd&l azok Osszekeverése utan hagyoma-

nyos tablettakészitési eljarassal tablettat készitettink.

3. munkapélda
oltipraz
laktéz
keményitd

magnézium-sztearat

250 mg
50 mg
10 mg

megfeleld mennyiségben

A fenti Osszetevd8kbd&l azok Osszekeverése utan hagyoma-

nyos tablettakészitési eljarassal tablettat készitettink.

4. munkapélda
oltipraz |
laktéz
keményitd
talkum

magnézium-sztearat

25 mg
30 mg
28 mg
2 mg

megfeleld mennyiségben

A fenti Osszetevdket Osszekevertiik, majd a keveréket

hagyomanyos kapszulakészitési eljarassal kemény zselatin-

kapszulédba toltve kapszulat allitottunk eld.
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5. munkapélda

oltipraz 100 mg

laktéz 30 mg

keményité 28 mg

talkum 2 mg
magnézium-sztearat megfeleld mennyiségben

A fenti Osszetevéket oOsszekevertik, majd a keveréket
hagyomanyos kapszulakészitési eljarassal kemény zselatin-

kapszulaba toéltve kapszulat allitottunk eld.

6. munkapélda

oltipraz 250 mg
izomerizalt cukor 10 g
cukor 30 mg
natrium-CMC 100 mg

citromizd izesitSanyag megfeleld mennyiségben

(a keverékhez 100 ml ossztérfogat eléréséig tisztitott
vizet adunk)

A fenti Osszetevékbdl hagyomanyos szuszpenzid-készité-
si eljarassal szuszpenziot 4llitottunk eld. A szuszpenziodt

100 ml-es barna uUvegbe toltottik és sterilizaltuk.



7. munkapélda

oltipraz

izomerizalt cukor

cukor

natrium-arginat
narancsizl izesitdanyag

tisztitott viz

500 mg
20 g
20 mg

100 mg

megfeleld mennyiségben

100 ml ossztérfogatig

A fenti Osszetev6kbdél hagyomanyos szuszpenzid-készité-

si eljaradssal szuszpenzidt allitottunk elés.

A szuszpenzidt

100 ml-es barna uvegbe toltottik és sterilizaltuk.

8. munkapélda

oltipraz 250 mg

laktoéz 30 mg

keményité 20 mg
magnézium-sztearat megfeleld mennyiségben

Porkészitmény eldadllitdsa érdekében a fenti Osszetevd-

ket Osszekevertiik, polietilén-bevonatu tasakba toltottik,

majd azt lezartuk.

9. munkapélda

1 lagy kapszula tartalma:

oltipraz 100 mg
polietilén-glikol 400 mg
koncentralt glicerin 55 mg
tisztitott viz 35 mg

A polietilén-glikolt o6sszekevertiik a koncentralt gli-

cerinnel, majd tisztitott vizet adtunk a keverékhez. Ezutan



a keverékhez a hémérsékletet 60°C-on tartva oltiprazt ad-
tunk, majd azt kb. 1500 fordulat/perc sebességgel Osszeke-
vertik. Egynem(ivé valasa utan a keveréket lasst kevergetés
k&zben szobahdmérsékletlre hitottik. A légbuborékok vakuum-
pumpaval tértént eltdvolitasat kovetden kaptuk meg a lagy
kapszula tartalmat.

A lagy kapszula burkat hagyomanyos eljarassal, 132 mg
zselatint, 52 mg koncentralt glicerint, kapszulanként 6 mg
70%-0s diszorbitol oldatot, megfeleld mennyiségld etilvani-
lin izesitdszert tartalmazd kozismert lagy zselatin-képlé-
kenyitészer keverék és karnaubaviasz bevonészer alkalmaza-
sdval &allitottuk eld.

Ipari alkalmazhatésag

A talalmany szerinti, oltiprazt tartalmazd gydgyaszati
készitmény meglepden kivald hatékonysagunak bizonyult a

majfibrézis és majcirrdzis terapiajaban és megeld&zésében.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. 5-(2-pirazinil)-4-metil-1,2-ditiol-3-tion (olti-
praz) alkalmazidsa majfibrézis vagy majcirrdzis eldrehalada-
sanak megeldzésére vagy kezelésére szolgald gydgyaszati ké-
szitményként.

2. Gyodégyaszati készitmény madjfibrédzis vagy majcirrdzis
elérehaladasanak megeldézésére vagy kezelésére, amely 5-(2-
pirazinil)-4-metil-1,2-ditiol-3-tiont és gydgyaszatilag el-
fogadhaté kotdanyagot tartalmaz.

3. A 2. 1igénypont szerinti gydégyaszati készitmény,
melynek kiszerelése a kovetkez&8k barmelyike: kapszula, tab-
letta, lagy kapszula, szuszpenzid, szirup, 1injekcid vagy
por.

4. A 2. 1igénypont szerinti gydgyadszati készitmény,
amely szajon at torténd beaddsra alkalmasan kiszerelt ké-
szitmény.

5. 5-(2-pirazinil)-4-metil-1,2-ditiol-3-tion alkalma-
zdsa majfibrdzis vagy méjcirrdzis eldrehaladdsdnak megeld-
zésére vagy kezelésére szolgdld gydgyadszati készitmény eld-
allitéasara.

6. Eljadrds majfibrdézis vagy majcirrdézis eldrehaladasa-
nak megelézésére vagy kezelésére, azzal jellemezve, hogy 2.

igénypont szerinti gydgyaszati készitményt emlésnek be-

adunk.

A meghatalmazott:
Szehadatmi ¥s V&
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