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Sposob liecenia restenédzy

Oblast techniky

Predkladany vynadlez sa tyka prostriedkov vhodnych na pre-
venciu, inhibiciu alebo zmensenie restenézy (ktora je v odbore
niekedy oznadovand ako "akcelerovand arterioskleréza" alebo
"ziZenie po angioplastike").

Doterajsi stav techniky

Podas poslednej dekady sa mechanické prostriedky na
vykonanie revaskularizdcie zuZenych aterosklerotickych ciev
zna¢ne zlepS$ili. Postupy perkutannej transluminalnej koro-
nadrnej angioplastiky (PTCA) zahrfiaji napriklad, balénkovu
dilataciu, excisni aterotémiu, endolumindlne stentovanie,
rotadni ablaciu a laserovi ablaciu. AvSak revaskularizacia
indukuje trombézu a hyperpldziu neointimy, ¢o v svojom do-
sledku sposobuje restenézu pri vyznamnom poctu korondrnych
artérii po uspesnej baldénkovej angioplastike a pri aortoko-
ronarnych by-passov vyuZivajuicich Stepy z véna saphena a inych
korondrnych Stepov. Dalej hyperpldzia intimy spdsobuje reste-
nézu pri mnohych superficidlnych femoralnych angioplastikach,
endarterektémiach karotidov a femoro-distdlnych venéznych by-
-passoch. Vkladanie endovaskularnych stentov prispelo k zni-
3eniu incidencie restenéz, ale tento problém je stdle vyznamny
(1'9). Aj napriek intenzivnemu vyskumu tykajucemu sa inciden-
cie, nadasovania, mechanizmu a farmakologickych intervencii
u &éloveka a na zvieracich modeloch doposial neexistuje tera-
pia, ktora by brénila uU¢inne vzniku kXorondrnej restendzy
(10"12). Preto si kompozicie a spdsoby na zniZenie alebo
prevenciu restenézy v sucasnosti znacne Ziadice.

Bisfosfonaty (BP) (predtym difosfondty) su zluceniny
charakterizované dvoma C-P vazbami. Pokial si tieto dve véazby



umiestnené na rovnakom atému uhlika (P-C-P), potom sui tieto
zluceniny oznacované ako zdvojené bisfosfonaty. BP su analégy
endogénnych anorganickych pyrofosfore&nanov, ktoré sa ucastnia
tvorby a resorpcie kosti. Termin bisfosfondty sa zvyéajne po-
uZiva pre zdvojené a nezdvojené bisfosfonaty. BP a pyrofosfo-
rec¢nany mdzu niekedy vytvarat polymerické retazce. BP pésobia
na kosti v dbésledku svojej afinity k minerdlom kosti a si
U¢innymi inhibitormi resorpcie kosti a ektopickej kalcifika-
cie. BP alebo pyrofosfore¢nany sa klinicky vyuZivaji najmia ako
(a) antiosteolytické ¢inidlad u pacientov so zvysSenou destru-
kciou kosti, najmd pri Pagetovej chorobe, nadorového posti-
hnutia kosti a osteoporéze; (b) skeletdlne markéry pre dia-
gnostické uéely (naviazané na 29Mqc); (c) inhibitory kalci-
fikacie u pacientov s ektopickou kalcifikéciou a osifikéciou;
a (d) ako ¢inidla pésobiace proti zubnému kamenu, ktoré sa
priddvaju do zubnych past (13).

Podstata vyndlezu

Podla predkladaného vyndlezu si BP alebo pyrofosfore¢nany
(tu sihrnne oznac¢ované ako "aktivna zlozka") pouzité na liedbu
alebo prevenciu restenézy. Termin "bisfosfonaty (BP)" oznaduje
ako zdvojené, tak nezdvojené bisfosfonaty. Termin "aktivna
zloZzka" zahrna tiez polymerické retazce BP alebo pyrofosfored-
nanu, najmid také retazce, ktoré sa skladaji z az 40 monomérov.
Vyhodnymi aktivnymi zlozZkami si zliceniny vsSeobecného vzorca

(I):

O=P-R-P=0 (1)



kde

R znamend O alebo skupinu CR1R2;

rl znamend H, OH alebo halogén; a

R znamend halogén; priamy alebo rozvetveny C,-Cypalkyl alebo
C,-C;palkenyl volitelne substituovany heteroarylom alebo
heterocyklylom C,-C,jalkylamino alebo Cy-Cgcykloalkylamino,
kde aminoskupina mdéZe byt primdrna, sekunddrna alebo ter-
ciarna; -NHY, kde Y znamena vodik, C3-Cgcykloalkyl, aryl
alebo heteroaryl; alebo R2 znamena -SZ, kde Z znamenéd fenyl
alebo pyridinyl substituovany chlérom.

Predkladany vynalez sa tyka pouzZitia uvedeného aktivneho
¢inidla, komplexu uvedeného aktivneho ¢éinidla alebo jeho far-
maceuticky prijatelnej soli alebo esteru, na pripravu lieku na
prevenciu alebo liecbu vaskularnej restenézy.

Predkladany vyndlez tieZ poskytuje spdsob lied¢by reste-
nézy, ktory zahrna podanie u¢inného mnozZstva uvedeného aktiv-
neho ¢inidla, komplexu uvedeného aktivneho ¢inidla alebo jeho
farmaceuticky prijatelnej soli alebo esteru pacientovi, ktory
potrebuje taku liecbu.

Predkladany vyndlez dalej poskytuje farmaceuticky pro-
striedok na prevenciu alebo lie¢bu restendzy, ktory obsahuje
ako aktivnu zlozku, u¢inné mnoZstvo uvedeného aktivneho ¢&i-
nidla, komplexu uvedeného aktivneho ¢inidla alebo jeho farma-
ceuticky prijatelnej soli alebo esteru, volitelne spoloéne
s farmaceuticky prijatelnym nosidom alebo riedidlom. Osobitne
vyhodnym nosicdom je lipozdm.

Termin "G¢inné mnoZstvo" oznac¢uje mnoZstvo aktivneho
¢inidla, ktoré je dostato¢né na dosiahnutie poZadovaného te-
rapeutického vysledku, konkrétne prevencie alebo redukcie
cievnej restenézy. Uéinné mnoZstvo mdéZe zdvisiet od mnohych



faktorov, vratane: hmotnosti a pohlavia lie¢eného jedinca;
typu lekarskeho z&kroku, napriklad od toho, &i restendza,
ktorej ma byt zabrdnené, je po baldénkovej angioplastike, ba-
lénkovej angioplastike nasledovanej zavedenim stentu, apod.;
od spésobu podania aktivneho ¢inidla (od toho, ¢i je podané
systémovo alebo priamo do ohrozeného miesta); od typu pouzi-
tého nosiéa (napriklad od toho, &i ide o nosié& rychlo uvoliiu-
jici aktivnu zlozku alebo nosi¢, ktory uvolfiuje aktivnu zlozZku
podas uréitého ¢asu); od terapeutického reZimu (&i je aktivna
zloZka podavana raz denne, niekolkokrat za den alebo raz za
niekolko dni); klinickych faktorov ovplyvihujtdcich rychlost
vzniku restenézy, ako je diabetes, fajcéenie, hypercholestero-
lémia, ochorenie obli¢iek apod.; anatomickych faktorov, ako
je tazka stenéza pred angioplastikou, Uplny uzaver, lokali-

zacia
Stepe
alebo
apod.

v lavej prednej zostupnej korondrnej artérii, lézie v

z véna saphena, dlzky lézie, PTCA vo viacerych cievach
na viacerych miestach cievy; ddvkovej forme prostriedku;
Dalej rézne dalsie vplyvy méZu takisto ovplyviiovat

davku, ako je vaésia rezidudlna stenbéza po PTCA, zavazna dis-
sekcia, poranenie intimy, vhodna velkost balénku a pritomnost
trombu. Davka méZe byt pre kazdého jedinca urcend odbornikom
bez zbytod&ného experimentovania.

Vynalez je pouZitelny na prevenciu, redukciu alebo liecbu
cievnej restenézy a najma, ale nielen, koronarnej restendzy po
angioplastike. Cievna restenéza vznika po réznych angioplasti-
ckych zakrokoch vratane balénkovej angioplastiky, intravasku-
larnej implantdcii stentu a inych spésoboch perkutannej angio-
plastiky (vratane angioplastiky korondrnych artérii, karotidov
a inych ciev vhodnych na angioplastiku), rovnako ako je vyna-
lez vhodny na lieébu restenézy vzniknutej v ddésledku stendzy
cievneho stepu (napriklad po by-passu) (16). Okrem toho je
predkladany vyndlez takisto pouZitelny na prevenciu, redukciu

alebo lie&bu cievnej stenézy v periférnych artéridch a vénach.



Jednym prikladnym pouzitim vyndlezu je prevencia a liecba
restenézy v stente. VSeobecne sa pouiiva zavadzanie stentov do
ciev v ramci angioplastickych zakrokov, kde stenty podporuju
stenu cievy. AvSak velmi éasto déjde k restenédze bez ohladu
na pritomnost stentu v cieve. Podla predkladaného vynalezu
mdéze byt aktivne &inidlo podané bud systémovo alebo priamo
do miesta za u&elom prevencie alebo inhibicie takej restenézy.
Potencidlne méZu byt uvedené aktivne ¢inidla pripravené tak,
aby bola umoZnenéd ich inkorporacia do stentu, &¢im bude do-
siahnuté uvolnovanie uvedeného aktivneho ¢éinidla priamo do
pozadovaného miesta. Aktivne ¢&inidlo mbze byt pripravené na-
priklad ako zloZka potahu stentu. Prikladmi potahov si poly-
mérové potahy, vyrobené napriklad z polyuretanu alebo gélu.

Aktivna zloZka pouzita podla predkladaného vyndlezu mdZe
byt pripravena vo forme farmaceutickych prostriedkov pomocou
akychkolvek beznych technik znamych v odbore (pozri napriklad
Alfonso et al., 1995 (17)). Prostriedky mézu mat rézne formy,
ako su napriklad kapsuly, tablety, aerosoly, roztoky, suspen-
zie, potahy medicinskych zariadeni, ako su napriklad stenty
(pozri hore), apod. Dalej mézu byt farmaceutické prostriedky
podla predkladaného vyndlezu pripravené vo forme vhodnej na
lokdlne podanie s nosi¢om alebo vo forme umoZiiujuce] prienik
aktivneho ¢inidla kozZou do tela na dosiahnutie systémového
pdsobenia. Vyhodna forma podania zavisi v kaZdom pripade od
pozadovaného spdsobu podania, ktorym je zvycajne ten spésob,
ktory je najviac fyziologicky zlucitelny so stavom pacienta,
inymi terapeutickymi rezimami, ktoré pacient dostava apod. Vo
vyhodnom rozpracovani predkladaného vynalezu je uvedenda aktiv-
na zloZka pripravend vo forme castic. To mbze byt dosiahnuté
enkapsuldciou alebo impregnaciou aktivnej zloZky do &astic,
napriklad polymerickych éastic, lipidovych vezikul alebo li-
pozémov. Takymi ¢asticami mdzZu byt &éastice polymerizovanej
aktivnej zlozky (pozri dalej). Osobitne vyhodné su lipozomalne
pripravky uvedenej aktivnej zlozky. Lipozémy mézu byt pri-



pravené akymkolvek spdsobom znamym v odbore (pre spbésoby pri-
pravy lipozémov pozri Monkkonen et al., 1994 (14) a Monkkonen
et al. (18)). Lipozémy mézu mat pozitivny ndboj, méZu byt ne-
utrdlne alebo méZu mat negativny naboj (v sdicasnosti sa za
najvyhodnejsSie povaZujui lipozémy s negativnym nabojom), a mézu
byt jednolamelarne alebo multilameldrne. TieZ mézu byt pouzité
prostriedky obsahujice kombindciu volnej aktivnej zloZky (tzn.
neenkapsulované) a uvedené aktivne zloZky enkapsulované

v lipozémoch.

Vo vyhodnom rozpracovani predkladaného vynalezu je
aktivna zloZka vyhodne vybrani zo skupiny takych zlG&enin,
ktoré mézu byt spracované intraceluldrnym metabolizmom. Jednou
vyhodnou aktivnou zloZkou pre tito skupinu je zld&enina clo-
dronat (13) majuica nasledujici vzorec (II):

OH Cl OH

N
0O=P-C-P=0 (11)

I

OH Cl OH

Je opisané pouZitie clodronatu na lieébu hyperkalcémie
vzniknutej v désledku malignity pri osteolyze kosti (13), a
je opisané, Ze je inhibitorom makrofagov (14:18),

Dalsimi vyhodnymi aktivnymi zloZkami tejto skupiny si
etidronat a tiludronat, ktoré maju nasledujice vzorce (III)
a (Iv), v prisluénom poradi.

OH CH; OH

O=P~-C-P=0 (III)

L

OH OH OH



OH H OH
I
0=P-C=-P=0 (IV)
I
OH § OH
l
Cl

Dal&ie BP majiuce podobné aktivity ako clodronat su tiez
pouzitelné v predkladanom vyndleze. Také BP mdzu byt vybrané
podla ich schopnosti napodobriovat biologicku aktivitu clodro-
natu. Tato aktivita napriklad zah¥na: in vitro aktivitu v
inhibicii fagocytadrnej aktivity fagocytujucich buniek, napri-
klad makrofdgov a fibroblastov; inhibiciu sekrécie IL-1 a/
alebo IL-6 a/alebo TNF-a z makrofagov; in vivo aktivitu, na-
priklad schopnost testovanych BP branit alebo redukovat re-
stendézu na zvieracich modeloch, ako je napriklad krdalic¢i model
poranenia karotidmi opisany v priklade 1, alebo prasac¢i model
restenézy; apod.

Inou vyhodnou skupinou aktivnych zloZiek podla predklada-
ného vyndlezu sui amino-BP a akékolvek iné BP obsahujice dusik
majici nasledujuci vSeobecny vzorec (V):



OH

0O =

OH

P-C-P=0

OH OH

|
(V)
||

X OH

kde X znamena cl—cloalkylamino alebo C3-C8cykloalkylamino,

kde aminoskupina méZe byt primdrna, sekunddrna alebo tercidrna;

alebo X znamend NHY, kde Y znamena vodik, C;-Cgcykloalkyl, aryl

alebo heteroaryl.

Predpokladd sa, Ze BP patriace do tejto skupiny nie si

metabolizované a bolo preukdzané, Ze pri relativne nizkych

koncentraciach indukuju sekréciu interleukinu IL-1 a spdso-

buji, pri relativne vysokych koncentracidch, apoptézu makro-

fagov (18). Vyhodné BP patriace do tejto skupiny s\, napri-

klad, pamidronat a aledronat, ktoré maju nasledujice vzorce

(Vi) a (VII), v prislusnom poradi.

OH

O=P

OH

OH OH
| |

-¢c -P=0 (VI)
I |

(CH,), OH
|
NH,

OH OH
l |

-¢c -P=0 (VII)
| |

(CH,)4 OH

NH,



Hoci sui zdvojené BP vyhodnymi BP pre predkladany vyndlez,
mdéZu byt v predkladanom vynaleze pouzité tieZ nezdvojené BP,
monofosfonaty BP vSeobecne oznacdované ako fosfonaty.

Inou vyhodnou aktivnou zloZkou je pyrofosforednan vzorca
(VIII)

OH OH
| |
0=P - 0- P=0 (VIIT)
| |
OH OH

Pyrofosfore¢nan je zvyCajne pripraveny a podany v lipo-
zéme alebo v pripravku tvorenom polymerickymi &asticami.

Prostriedky podla predkladaného vynalezu mézu obsahovat
uvedenui aktivnu zlozku bud vo forme volnej kyseliny, v komple-
xe s katidénmi kovov, ako je vapnik alebo horéik, alebo s orga-
nickymi bdzami, alebo méZu byt vo forme soli alebo esterov
alebo mdézu byt polymerizované za vzniku polymérov tvorenych az
40 monomérmi. Soli méZu byt sodné, draselné, aménne alebo va-
penaté soli alebo soli tvorené s akymkolvek inym vhodnym ba-
zickym katiénom (napriklad organickou aminozltG&eninou). Soli
alebo polyméry mbézu byt vo forme mikronizovanych ¢astic maja-
cich priemer v rozmedzi od pribliZne 0,01-10 um, lepsie v roz-
medzi od pribliZne 0,1-5 pm. Aktivna zlozky v prostriedkoch
podla predkladaného vyndlezu vo forme volnej kyseliny alebo
soli méZe byt s, alebo bez krystalickej vody (mézu byt bez-
vodé alebo ako hydréaty).

Vo vyhodnom rozpracovani je aktivna zloZka enkapsulovana
v lipozdéme pripravenom akymikolvek spésobmi zna&mymi v odbore.
Vhodnymi lipozémami v predkladanom vyndleze sui vyhodne ne-
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toxické lipozdémy, ako su napriklad lipozémy pripravené z fos-
fatidylcholinu fosfatidylglycerolu a cholesterolu, ako su
lipozémy opisané dalej. V mnohych pripadoch vedie pouzitie
aktivnej zloZky enkapsulovanej v lipozémoch k zvysSenému vy-
chytdvaniu aktivnej zloZky bunkami prostrednictvom endocytézy
(14/18) (take vychytavanie mdéZe mat vyznam pre terapeuticky
i¢éinok). Priemer lipozémov pouzitych v prikladoch bol medzi
0,15 a 300 nm. AvSak tato velkost nie je zavazna a mézu byt
pouzité lipozémy s inou velkostou.

Aktivna zloZka mézZe byt tieZz enkapsulovana alebo zanorena
v inertnych polymérovych ¢asticiach, ako sui napriklad mikro-
kapsuly, nanokapsuly, nano¢astice, nanosféry, mikrosféry, mi-
kroc¢astice, apod. zname v odbore (19). Uvolnovanie aktivnych
zloZiek z takych éastic mézZe byt riadené uvolrovanie, ktoré
vedie, v niektorych pripadoch, k prediZenému a zosilnenému

efektu a vychytavaniu uvedenych aktivnych zloziek.

Farmaceuticky nosié¢ pouZity v prostriedkoch podla pred-
kladaného vynalezu méZe byt akykolvek z beZnych pevnych alebo
kvapalnych nosi¢ov zndmych v odbore. Pevnym nosic¢om méze byt
napriklad laktéza, sacharéza, talk, Zelatina, agar apod. Kva-
palnym nosic¢om méZe byt napriklad podzemnicovy olej, fosfo-
lipidy, voda apod. Ked je pevny nosi& pouzity na ordlne po-
danie, tak méZe byt prostriedok vo forme tablety, tuhej kap-
suly (napriklad Zelatinovej kapsuly), vo forme prasku alebo
vo forme pelety. Pokial sa pouZije kvapalny nosié&, tak méze
byt prostriedok vo forme sirupu, emulzie, lipozdémov, kapsul
z makkej Zelatiny alebo sterilnej injekénej kvapaliny, ako su
napriklad lipozomdlne pripravky, vodné alebo nevodné Kvapalné
suspenzie alebo roztoky (17).

Prostriedky podla predkladaného vynalezu pouZité na
injekcie mézu byt vybrané z emulzii, roztokov, suspenzii,
koloidnych roztokov obsahujucich vhodné prisady a podobne.
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Prostriedky podla predkladaného vyndlezu mézu byt podané
akymkolvek spdsobom, ktory u¢inne dopravi aktivnu zld&eninu do
vhodnych alebo Ziaducich miest G¢inku. Vyhodnymi spésobmi po-
dania v predkladanom vyndleze sU intravenézne (i.v.) a intra-
arteridlne (i.a.) podanie (predovsetkym vhodné na on-line po-
danie). Medzi dalSie spdsoby podania patri intramuskularne
(i.m.) alebo podkoZné (s.c.) podanie. Také podanie méze byt
vykonané bolusovou injekciou alebo infuiziou. Prostriedky mézu
byt takisto podané lokdlne do ochorenim postihnutého miesta
artérie, napriklad pomocou vhodného presakujiceho/poddajného
balénku znadmeho v odbore. Inym spésobom podania méze byt peri-
vaskularne podanie, potiahnutie systému na podanie na balénik
alebo stent alebo akékolvek iné metdédy na kardiovaskuldrne po-
danie liekov znadme v odboru. V predkladanom vyndleze mézu byt
tieZz pouzité kombindcie akychkolvek hore uvedenych spbsobov
podani.

Pouzita davka aktivnej zlozky takisto zavisi od Specifi-
ckej aktivity pouzitého aktivneho ¢inidla, od spésobu podania
(napriklad od toho, &i sa pouZije systémové alebo lokalne po-
danie), od formy aktivnej zloZky (napriklad od toho, &i je vo
forme lieku, polyméru, ¢i je enkapsulovana v &astici ako je
lipozém apod.) a od inych znamych faktorov.

Vo vyhodnom rozpracovani predkladaného vynalezu je lieéba
jedinca aktivnym ¢inidlom vykonand za ldelom prevencie reste-
nézy pred jej vznikom. Na prevenciu méze byt aktivne &inidlo
podané jedincovi pred angioplastikou, pocdas angioplastiky alebo
po angioplastike, rovnako ako pred, podas aj po angioplastike.

V inom rozpracovani predkladaného vynidlezu je aktivne
¢inidlo podané jedincovi s vzniknutou restenézou za ucelom
redukcie alebo liedby restenézy. V takom pripade méze byt
aktivne ¢inidlo tieZ podané v réznych ¢asoch po zisteni re-
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stenézy, bud samostatne, alebo v kombindcii s inymi typmi
liecby.

Dalej mdZe byt aktivne &inidlo takisto podané pred akym-
kolvek inym stavom, ktory méZe viest k akcelerdcii ateroskle-
rézy, rovnako ako ihned po vzniku takého procesu, za udelom
inhibicie dalsieho vyvoja stavu.

Opis obrazkov na pripojenych vykresoch

Obr. 1-3 su stipcové grafy ukazujice efekt clodronatu
enkapsulovaného v lipozémoch na redukciu restenézy v modele
s potkanim poranenim karotidy katétrom v porovnani s efektom
kontrolnych lipozémov neobsahujicich clodronat na rovnaké
potkany.

Na tychto obr.:

Obr. 1 ukazuje rozsah priemernej tvorby intimy v lumeni
a priemerny pomer neointima:média pri potkanoch lieéenych 1li-
pozémami obsahujicimi clodronat v porovnani s potkanmi liede-

nymi kontrolnymi lipozdémami;

Obr. 2 ukazuje % stendézy pri potkanoch lie&enych lipozé-
mami obsahujucimi clodronat v porovnani % stendézy pri potka-
noch liec¢enych kontrolnymi lipozémami; a

Obr. 3 ukazuje plochu lamina média ako nepriameho indexu
zivotaschopnosti buniek hladkého svalu, ktora je urdena ako
rozdiel medzi celkovou plochou artérie a pévodnym liimenom
artérie pri potkanoch lie¢enych lipozémami obsahujicimi clo-
dronat v porovnani s potkanmi lie¢enymi iba kontrolnymi lipo-~-

zémami .
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Priklady uskutoénenia vyndlezu

Priklad 1
Materialy a metédy
Lipozémy obsahujuce clodronat

Rezervné roztoky clodronatu sa pripravia rozpustenim
lieku v deionizovanej vode v koncentracii 0,11 M, pH = 7.

Priprava lipozdémov

38,9 mg distearoylfosfatidylglycerolu (DSPG), 118,5 mg
distearoyl-fosfatidylcholinu (DSPC) a 38,7 mg cholesterolu sa
presne odvaZi a rozpusti sa v 20 ml chloroformu:metanolu (9:1)
v skimavke s gulatym dnom. Skumavka sa opatrne zahreje. Roz-
pustadlo sa potom odpari v rotacnej odparke. Potom sa prida
20 ml hydratovaného diizopropyléteru a skumavka sa ulozi do
vodného kupela, kym sa nerozpusti jej obsah. Potom sa prida
8 ml roztoku clodronatu pripraveného spdsobom uvedenym hore
a roztok sa sonikuje pri 55°C poéas 45 mindit. Organicka faza
sa potom odpari na rotacnej odparke (55°C, 100 rpm). Podobnym
spbésobom mézZu byt pripravené lipozémy obsahujice iné lieky.

Pre¢istenie pripravenych lipozémov

Sephadex gél sa pripravi rozpustenim 2,6 g Sephadex G-50
v 40 ml vody a stabilizovanim cez noc. Koléna sa premyje 100
ml tlmivého roztoku (50 mM Mes + 50 mM HEPES + 75 mM NaCl, pH
7,2). Lipozémy sa vnesu do kolény a koléna sa potom premyje
tlmivym roztokom. Lipozémy sa potom pozoruju ako pruzok, ktory
mdéze byt sledovany v koldéne podla svojej farby. Do kaZdej sku-
mavky sa z kolény odoberie pribliZne 20 kvapiek.
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Zvierata

Zvierata sa ziskali a chovali v izbe na chov zvierat
Faculty od Medicine, The Hebrew University of Jerusalenm,
spliiujicej Standardy pre chov a pouZitie laboratérnych zvierat
Hebrew University of Jerusalem. Pouzili sa samcovia potkanov
kmeri Sabra s hmotnostou 350-420 g. Zvierata sa k¥mili Stan-
dardnym laboratédrnym krmivom a vodou podla potreby. Vsetky
pokusy in vivo sa uskuto¢nili pri celkovej anestéze vykonanej

80 mg/kg ketaminu a 5 mg/kg xylazinu, ktoré boli podané i.p.
Potkani model poranenia karotidy katétrom

Distdlna lavd spoloénd a vonkaj$ia artéria carotis sa
obnaZili strednou incisiou v oblasti krku. Z lavej spoloénej
artérie carotis sa odstranil endotel intralumindlnym protla-
¢enim 2F baldnkového katétru zavedeného cez artériu carotis
externa. Katéter sa pretlacil trikrat s balénkom dostatocne
roztiahnutym salinickym roztokom, aby bol dosiahnuty mierny
odpor. Katéter sa potom odstrénil a artéria carotis externa

sa ligovala a rana sa uzatvorila chirurgickymi svorkami.

7 potkanov sa pouZilo ako kontrolnd skupina a 6 potkanov
ako pokusna skupina (potkany boli vybrané ndhodne). Lipozomalny
clodronat sa injektoval i.v. "pokusnej skupine" jeden den pred
poranenim artérie (6 mg clodronatu na potkana) a injekcia sa
opakovala v den 6. Kontrolnej skupine sa podali podobné inje-
kcie, ale pri pouZiti "prazdnych" lipozémov (neobsahujicich
clodronat).

VSetky zvieratd boli usmrtené 14 dni po poraneni nad-
mernou davkou pentobarbitalu. Artérie boli perfizne fixované
150 ml 4% roztokom formaldehydu, pH 7,4, pri 100 mm Hg. Roz-
rezala sa pravd komora a 18G katéter napojeny na perfizny sy-
stém sa zaviedol do lavej komory. Arteridlne segmenty sa dis-
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sekovali, rozstrihli, opatrne separovali od polyméru a post-
fixovali sa podas aspon 48 hodin v rovnakom fixaénom roztoku.
Arteridlne segmenty sa ponorili do parafinu a narezali sa na
8-10 miestach vzdialenych od seba 600 um a rezy s hribkou 6 um
sa spracovali a farbili Verhoeffovym elastinovym farbenim pre
histologické spracovanie.

Morfometricka analyza

Rezy sa vySetrovali mikroskopicky pracovnikom, ktory ne-
mal znalosti o pokusnych skupinach. 6-8 rezov v kazdom prepa-
rate sa hodnotilo po&¢itadovou morfometrickou analyzou a prie-
merné udaje pre preparat sa potom pouzili ako reprezentativne
tidaje pre preparat na porovnanie medzi skupinami. Priamo sa
merala plocha ohranidena vnitornou lamina elastica (pévodny
limen) a plocha ohrani¢end vonkajsSou lamina elastica ("celkova
plocha artérie"). Stupen zhrubnutia neointimy sa vyjadril ako
pomer medzi plochou neointimy a pévodnym lumenom (% stendzy)
a ako pomer medzi plochou neointimy k ploche lamina média
(N/M). Plocha lamina média, ako nepriamy index Zivotaschopno-
sti buniek hladkého svalu, sa urc¢ila ako rozdiel medzi celko-
vou plochou artérie a plochou pdvodného limenu.

Vysledky

Chirurgicky zakrok a liecba nespdsobovali mortalitu alebo
zjavni morbiditu zvierat.

Ako je uvedené na obr. 1, rozsah priemernej tvorby neo-
intimy a priemerny pomer neointima:média (N/M) sa po liecdbe
clodronatom enkapsulovanym v lipozdémoch vyznamne zniZil. N/M
pomer pri potkanoch liec¢enych clodronatom bol 0,28 + 0,23
v porovnani s 1,42 * 0,26 v kontrolnej skupine (priemer * SD,
p < 0,01). Podobne, ako je uvedené na obr. 2, v lieenej sku-
pine bola dosiahnuta vyznamna inhibicia % stenézy: 9,8 + 7,76
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vs. 41,53 + 7,9, lieCené a kontrolna skupina, v prislusSnom
poradi ((priemer * SD, p < 0,01). Neboli pozorované Ziadne
zjavné systémové vedlaj$ie G¢inky ani Ziadne Uéinky na soma-
ticky rast, ako je uvedené na obr. 3.

zZaver

Liec¢ba potkanov lipozdémami obsahujucimi clodronat vy-
znamne redukuje restendézu pozorovanui ako tvorbu neointimy po
balénkovom poraneni artérie carotis.

Priklad 2
Materialy a metdédy

Antirestenotické U¢inky injekciou lipozdémdlneho clodro-
natu boli s$tudované na potkanich modeloch poranenia karotidy
balénkom a na krali¢om modele aterosklerotickych karotidov.
Potkany boli liec¢ené lipozdémami obsahujicimi clodronat, prazd-
nymi lipozémami (kontrolnymi) a clodronatom v roztoku (dalSou
kontrolou). Davka clodronatu podaného v injekcii bola 1,5 a
15 mg/kg a bola podand jeden den pred zakrokom (-1) a/alebo
v den 6 (+6) po zdkroku. Kralici (po 30 dennej aterosklerotic-
kej diéte) boli liec¢eny jeden den pred baldénkovou angioplasti-
kou lipozomdlnym clodronatom (10 mg/kg). Plochy a objemy 1lid-
menu, neointimy, média a cievy sa merali pri liecenych a kon-
trolnych skupinach zvierat digitdlnou planimetriou histologic-
kych rezov, v denn 14 a 30 po poraneni pri potkanich a kralic¢ich
modeloch, v prislu$nom poradi.

Vysledky

Vysledky su uvedené v nasledujucej tabulke 1.
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Typ liecby Zviera Dni N/M %
(pocet) podania - stendézy
davky
Prazdne lipozémy Potkan -1, +6 1,62 44,5
(20) 0,1 2,0
Clodronat Potkan -1, +6 1,2 % 40,2 £
(10) 0,2 7,2
Lipozomdlny clodronat Potkan -1 0,45 15,4 £
(15 mg/kg) (10) 0,1 3,4
Lipozomdlny clodronat Potkan -1, 46 0,35 12,0
(15 mg/kg) (10) 0,07 2,3
Prazdne lipozémy Kralik -1 1,94 £ 86,6 t
(10) 0,3 4,0
Lipozomalny clodronat Kralik -1 1,11 + 71,5 %
(10 mg/kqg) (10) 0,2 2,1
Castice oxidu kremi¢itého Potkan -1 0,8 24,2 %
(1000 mg/kg) (10) 0,1 3,8

Ako je uvedené, neboli zistené Statisticky vyznamné roz-

diely medzi liedbou prdzdnymi lipozémami a volnym clodronatom

roztoku (pozri tabulku), pri ktorych dochadzalo k zjavnej
tvorbe neointimy. Rozsah priemernej tvorby neointimy, priemer-
ny pomer neointima:média (N/M) a % stenézy sa po liedbe clo-
dronatom enkapsulovanym v lipozémoch vyznamne zniZili. Plocha
médie nebola ovplyvnend zZiadnou liedbou, &o ukazuje, Ze nie siu
neziaduice u¢inky na pokojové bunky. Okrem toho, neboli pozo-
rované Ziadne zjavné systémové neZiadice G&inky ani Ziadne
U¢inky na kosti a somaticky rast. Signifikantne najucinnejsou
lieCbou boli, bez Statisticky vyznamnych rozdielov medzi ty-
mito typmi liec¢by, 1 x 15 mg/kg (-1) a 2 x 15 mg/kg (-1, +6)
injekcie. Podobné vysledky z hladiska absencie neziadicich
uc¢inkov boli zistené v $tddii na krélikoch. Lipozémalny clo-
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dronat bol Statisticky vyznamne uc¢inny v redukcii tvorby neo-
intimy a % stendzy.

Injekcie ¢éastic oxidu kremi¢itého tiezZ zniZovala tvorbu
intimy (tabulka 1). Tento efekt mdzZe byt pristdeny znémemu
inhibi¢nému efektu oxidu kremi¢itého na makrofagy.

Vysledky ukazuji, Ze liec¢ba lipozdmami obsahujucimi clo-
dronat Statisticky vyznamne zniZuje tvorbu neointimy po balén-
kovom poraneni ako v potkanich, tak v krali&ich modeloch. Ne-
boli pozorované Ziadne zjavné systémové ani lokdlne neZiadice
u¢inky ani Ziadne uc¢inky na somaticky rast. Je potrebné uviest,
Ze hoci je o BP zname, Ze ovplyviuji kost, neboli pri liedébe
lipozomdlnym clodronatom pozorované Ziadne vplyvy na kosti ani
na koncentracie vapnika alebo fosforu v kostiach a v krvi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie bisfosfonatu (BP) vo forme ¢&astic, komplexu
alebo soli BP vo forme éastic, polyméru BP vo forme ¢astic,
ako aktivnej zloZky na pripravu farmaceutického prostriedku
na prevenciu alebo liec¢bu vaskuldrnej restenédazy.

2. Pouzitie podla naroku 1, kde farmaceuticky prostriedok
je uréeny na intravenézne (i.v.), intramuskularne (i.m.) alebo

podkozné (s.c.) podanie.

3. Pouzitie podla ndroku 1, kde uvedend aktivna zlozka vo

forme cGastic mad vseobecny vzorec (I):

oi Rl oH
|
0O=P-C-P=0 (1)

OH R? OH

R znamend H, OH alebo halogén; a

R2 znamend halogén; priamy alebo rozvetveny Cl—cloalkyl alebo
Cz—cloalkenyl volitelne substituovany heteroarylom alebo
heterocyklyl cl-cloalkylamino alebo c3—c8cykloalkylamino-
skupinou, kde aminoskupina méze byt primarna, sekunddrna
alebo terciarna; -NHY, kde Y znamend vodik, C3-Cgcyklo-
alkyl, aryl alebo heteroaryl; alebo R? znamena -S2, kde
7 znamena fenyl alebo pyridinyl substituovany chlérom;

na pripravu farmaceutického prostriedku na prevenciu alebo lieCbu
vaskuldrnej restenézy.

4. Pouzitie podla naroku 2, kde uvedenad aktivna zloZka je
vybrani zo skupiny zahrriajicej clodronat, etidronat, tiludronat,



- 21 - N

pamidronat alebo aledronat.

5. Pouzitie podla akéhokolvek z nadrokov 1-az 3, kde uve-

dend restendéza je arteridlna restendza.

6. Pouzitie podla akéhokolvek z ndrokov 1 az 5, kde

aktivna zloZka vo forme éastic je enkapsulovana v lipozdémoch.

7. Pouzitie podla akéhokolvek z ndrokov 1 aZ 5, kde
aktivna zloZka vo forme éastic je obsiahnutd v polymerickych
¢asticiach.

8. Pouzitie podla akéhokolvek z narokov 1 aZ 7 na pri-
pravu prostriedku na parenterdlne podanie.

9. Pouzitie podla akéhokolvek z narokov 1 aZ 4, kde uve-
dené pouzitie zahrna pripravu aktivnej zloZky vo forme ¢astic
na zapracovanie do stentu.

10. Spbsob liecby restenézy, vy znac¢ujuci sa
t ¥ m, Ze zahffia podanie uU¢inného mnoZstva aktivnej zlozky
vybranej zo skupiny skladajuce]j sa z bisfosfonatu (BP) vo
forme cGastic, komplexu alebo soli BP vo forme castic alebo
polyméru BP vo forme &astic, jedincovi, ktory potrebuje taku
liecbu.

11. Spésob podla naroku 9, vy zna ¢u juci sa
t ¥y m, Ze podanie je intravenézne (i.v.), intramuskularne

(i.m.) alebo podkoZné (s.c.).

12. Spdsob podla naroku 10, vy zna ¢ujuci sa
t ¥y m, Ze zahrna podanie aktivnej zloZky vsSeobecného vzorca

(I):



- 22 - .

oi R! onm
I
O=P-C-P=0 - (1)

OH R2 OH

Rl znamend H, OH alebo halogén; a

R znamenid halogén; priamy alebo rozvetveny C,-C;galkyl alebo
C2—Cloalkenyl volitelne substituovany heteroarylom alebo
heterocyklyl Cl—Cloalkylamino alebo C3-Cscykloalkylamino-
skupinou, kde aminoskupina mdze byt primdrna, sekundarna
alebo tercidrna; -NHY, kde Y znamend vodik, C3-Cgcyklo-
alkyl, aryl alebo heteroaryl; alebo R? znamend -SZ, kde
Z znamena fenyl alebo pyridinyl substituovany chlérom;

uvedenému jedincovi.

13. Spésob podla ndroku 12, vy znac¢ujuci sa
t ¥y m, Ze uvedend aktivna zloZka je vybrana zo skupiny zahr-
fiajucej clodronat, etidronat, tiludronat, pamidronat, aledro-

nat alebo pyrofosforeénan vo forme &astic.

14. Spésob podla akéhokolvek z narokov 10-13, vy zn a -
d&ujhiaci ss tym Ze uvedend restenéza je koronarna

restendza.

15. Sposob podla naroku 10, vy znac¢ujuci sa
t ¥y m, Ze zahrna podanie lipozémov obsahujicich uvedeniu aktivnu
zlozku.

16. Spdsob podla akéhokolvek z narokov 10-15, vy zn a -

dujuiuci sa tym, 2e uvedend aktivna zloZka je podana
systémovo.
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17. Farmaceuticky prostriedok, vy zna ¢ u jiaci sa
t ¥ m, Ze obsahuje ako aktivnu zloZku bisfosfonat (BP) vo forme
gdastic, komplex alebo sol BP vo forme castic, polymér BP vo
forme éastic, spoloéne s farmaceuticky prijatelnym nosicom
alebo riedidlom, na prevenciu alebo liec¢bu vaskularne]j reste-

nézy.

18. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 17, vy zna -
Gujidci sa tym, Ze je uréeny na intravendzne (i.v.),
intramuskuldrne (i.m.) alebo podkozZné (s.c.) podanie.

19. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 17, vy zna -
dujuci sa tym Ze uvedend aktivna zlozka ma vSeobecny

vzorec (I):

o Rl oH
I
0O=P-C-P=0 (1)

OH R? oH

Rl znamend H, OH alebo halogén; a

R znamena halogén; priamy alebo rozvetveny Cl-cloalkyl alebo
C,-C;galkenyl volitelne substituovany heteroarylom alebo
heterocyklyl Cl—Cloalkylamino alebo C3-C8cykloalkylamino—
skupinou, kde aminoskupina mdzZe byt primdrna, sekundarna
alebo tercidrna; -NHY, kde Y znamend vodik, C3-Cgcyklo-
alkyl, aryl alebo heteroaryl; alebo R2 znamena -SZ, kde
Z znamend fenyl alebo pyridinyl substituovany chlérom.

20. Farmaceuticky prostriedok podla ndroku 19, vy z na -
dujicisatym, Ze uvedena aktivna zloZka je vybrana zo
skupiny zahrnajuicej clodronat, etidronat, tiludronat, pamidro-

nat alebo aledronat.
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21. Farmaceuticky prostriedok podla akéhokolvek z narokov
18=20, vy znacd¢ujici sa tym, Ze uvedenou reste-
nézou je korondrna restendza.

22. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 19, vy z n a -

dujlici sa tym, Ze uvedenymi Casticami su lipozdémové
¢astice obsahujice uvedend aktivnu zlozZku.

23. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 22, vy zna -
ujhici sa tym Ze uvedend aktivna zloZka je obsia-
hnutd v polymerickej d&astici.

24. Farmaceuticky prostriedok podla akéhokolvek z narokov
14 az 24, vyznacéujuici sa tym Ze uvedend aktivna
zloZka je vo forme nerozpustnych ¢astic majucich velkost vyssiu
ako 1 nM.
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