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A taldlmény gyogyszerkészitményekre és azok eldallitasi el-
jarasara vonatkozik, amelyek alkalmasak kiilonb6z6 kardiovasz-
kuldris betegségek kezelésére és amelyek valamely kévetkez6 alta-
lanos képletnek megfelel§ nem-toxikus ditio-karbamat hatasos
mennyiségét taftalmazzék:

RISC(S)NR’R® vagy RZR®N(S)CS-SC(S)NR’R’
a képletben
R' jelentése hidrogénatom vagy gyogyaszatilag elfogadhatd
kation, elény6sen natrium vagy kélium, vagy NR‘R’R’R’
altalanos képletd csoport, amely képletben
R, R’ R%és R’ jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogéna-
tom, 1-6 szénatomos, linearis, egyenes vagy elagaz6
lanca vagy ciklusos alkilcsoport, hidroxi-1-6 széna-

tomos alkilcsoport, ahol egy vagy tobb hidroxil-
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csoport kapcsolodhat barmelyik szénatomhoz, vagy
arilcsoport, és
R? és R’ jelentése egymastol fiiggetleniil 1-10 szénatomos egyenes
vagy eldgazo6 lanca vagy ciklusos alkilcsoport
-(CHOH),(CH,),OH csoport, ahol n értéke 0, 1, 2, 3, 4, 5
vagy 6, (CH,),CO,R' vagy -(CH,),CO,R" 4ltaldnos képle-
td csoport, hidroxi-1-6 szénatomos alkilcsoport vagy R’ és
R’? egyiittesen egy hidat képeznek, amely lehet egy -(CH,),,
altalanos képletii csoport, ahol m értéke 3-6, és
R*  jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy aralkil-csoport, elényo-

sen acetil-, propionil-, vagy butiril-csoport.
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A talalmény ditio-karbamatok alkamazasara vonatkozik
ateroszklerdzis és mas kardiovaszkularis és gyulladasos beteg-
ségek kezelésénél, valamint vonatkozik ilyen vegyiileteket tar-
talmaz6 gyogyszerkészitményekre €s ezek eldallitisara is.

A leukocitidk endotéliumhoz valé adhézidja egy alapvetd és
korai jelenség a kiilonb6z6 gyulladasos betegségek esetén, bele-
értve az ateroszklerdzist, az autoimmun elvaltozasokat és bak-
terialis, valamint virus fert6zéseket. Ezt a folyamatot részben az
endotelidlis sejtfeliileti adhézidés molekulak, igy példaul az
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1), a VCAM-1
(vascular adhesion molecule-1), és az ELAM-1 (endothelial
leukocyte adhesion molecule-1) indukalt expresszidja kdzvetiti.
Ezek az adhézios molekuldk az immunsejtekhez kotédnek, ami
meginditja és tovabb viszi a gyulladdsos vélaszt. Az egyik ilyen
adhéziés molekula a VCAM-1 kilonosen jelentds szerepet jat-
szik a monocitdk megkotésénél. Tobb jel indukalja a sejtfeliileti
adhézios molekuldk expresszidjat.

Az ateroszklerdzis az artérids intima kronikus gyulladasos
betegsége, amelyre a leukocitdk, simaizomsejtek, lipidek és
extracellularis matrix goécos akkumuldciéja jellemzé. Az
ateroszkler6tikus vérlemezkék patogenézisénél egy alapvetd
jellemzd és egyike a legkorabban kimutathat6 jeleknek a
mononuklearis leukocitdk adhézidja az artérids endotélium
diszkrét szegmenseihez egy VCAM-proteinen keresztiil a
vaszkularis endotelialis sejtek feliiletén. Az endotelialis sejtek
kotddése utdn a mononukledris leukocitdk lipidtartalma
makrofagokka alakulnak vagy “habsejeteket” alkotnak. Az

ateroszklerdzis az érfalakon belil nagymértékd gocos sériilések
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formajaban alakul ki, 4ltalaban ott, ahol a véraram normalis
laminalis &raml4dsa meg van zavarva, igy példaul a véredény at-
folyas elvalasztoknal. Ezeket az “alacsony nyirofesziiltségl’” te-
riilleteket az oxidative médositott kis stirliségi lipoproteinek
ox-LDL) abnormalis helyi akkumulacié6ja jellemzi.

Emlitették mar, hogy az ateroszkler6zis patogenézisének
korai jelenségeit egy kis strlségii liporpotein kdzvetiti, amely
reakci6képes oxigén révén egy ox-LDL formava alakult 4t
(Steinberg és mtarsai, "Beyond cholesterol: Modifications of
lowdensity lipoprotein that increase its atherogenicity,” N. Engl. J.
Med. 320: 915-924 (1989); Parthasarathy és mtérsai, "Probucol
inhibits oxidative modification of low density lipoprotein," J. Clin.
Invest. 11(2): 641-4 (1986)). Nem teljesen tiszta, hogy az LDL
milyen mechanizmus révén oxidalodik akar intracellularisan,
akar extracellulérisan.

A kardiovaszkularis betegségek és kiilondsen az
ateroszklerdzis jelenlegi terdpidindl nem a betegség okat keze-
lik, hanem a betegség szimptomait vagy a betegséggel kapcsola-
tos alacsonyabb rizik6 faktorokat.Az ilyen tiinetek kezelésére
el8irt gyogyszerek kozé tartoznak a lipidcsokkent6 szerek, igy
példaul a probukol és a nikotinsav, az aszpirin (ez gatolja a
vérlemezkék G6sszetapadasat), antitrombotikus szerek, igy pél-
d4ul a coumadin, a kalciumcsatorna blokkoldk, igy példaul a
varapamil, diltiazem és nifedipin, angiotenzin konvertdl6 enzim
(ACE) inhibitorok, igy példaul a captopril €s enalopril,
B-blokkoldk, igy példaul a propanalol, terbutanol és labetalol.
Mivel ezek a terdpias szerek nem szelektivek, ezek szdmos

kiil6nb6z6 szervre egyarant hatnak és szignifikdns mellékhata-



saik is vannak. Jelenleg nem ismert olyan hatéanyag, amely a
monocitaknak a sejtfeliileti adhéziés molekuldkhoz, igy példéul
a VCAM-1-hez vald kot6dését gatolnak.

Tekintve, hogy a kardiovaszkularis betegségek jelenleg a
vezet$ okok kozé tartoznak a halalozasban az Egyesiilt Alla-
mokban és a kardiovaszkularis betegségek 90%-at ateroszkle-
rozisként diagnosztizaljak, igen nagy szikség van 14j kezelési
modozatokra és gyogyszerekre ezek kezeléséhez.

A ditiokarbamatok atmenetifém-kelatorok, amelyeket kli-
nikailag alkalmaznak a nehézfémek detoxikaldsaban (Baselt,
R.C., és mtarsai, "Comparisons of antidotal efficacy of sodium
diethyldithiocarbamate, D-penicillamine and triethylenetetramine
upon acute toxicity of nickel carbonyl in rats," Res. Commun.
Chem. Pathol. Pharmacol. 18(4): 677-88 (1977); Menne, T., and
K. Kaaber, "Treatment of pompholyx due to nickel allergy with
chelnting agents, Contact Dermatitis 4(5): 289-90 (1978);
Sunderman, F.W., "Clinical response to therapeutic agents in
poisoning from mercury vapor,”" Ann. Clin. Lab. Sci. 8(4): 259-69
(1978); Sunderman, F.W., "Efficacy of sodium
diethyldithiocarbamate (dithiocarb) in acute nickel carbonyl
poisoning," Ann. Clin. Lab. Sci. 9(1): 1-10 (1919); Gale, G.R., és
mtarsai, "Diethyldithiocarbamate in treatment of acute cadmium
poisoning," Ann. Clin. Lab. Sci. 11(6): 476-83 (1981); Jones,
M.M., és M.G. Cherian, "The search for chelate antagonists for
chronic cadmium intoxication," Toxicolgy 62(1): 1-25 (1990);
Jones, S.G., és mtarsai, "A comparison of diethyldithiocarbamate
and EDTA as antidotes for acute cadmium intoxication," Res.

Commun. Chem. Pathol. Pharmacol. 38(2): 211-8 (1982); Pages,



A. és mtarsai, "Dithiocarbamates in heavy metal poisoning:
complexes of N,N-di(1-hydroxyethyl)dithiocarbamate with Zn(II),
Cd(11), Hg(1I), C H3 Hg(II), and 35 Cqlislig (II), " J. Inorg.
Biochem. 25 (1) : 35-4Z (1985) ; Tandon, S.K., és mtérsai, "The
lead-chelating effects of substituted dithiocarbamates, Biomed.
Environ. Sci. 3(3): 299-305 (1990)).

A ditio-karbamatokat ugyancsak hasznaljék a cisz-platina
kemoterapias kezelésekkel egyiittesen a vese toxicitis megaka-
dalyozéasara (Hacker, M.P. és mtérsai, “Effect of disulfiram
(tetraethylthiuram disulfide) and diethylditiocarbamate on the
bladder toxicity and antitumor activity of cyclophosphamide in
mice, Cancer Res. 42(11): 4490-4499 (1982); Bodenner, “Selected
protection against cisdiamminedichloroplatinum (II) - induced
toxicity in kideny, gut, and bone marrow by
diethyldithiocarbamate”, Canc. Res. 46: 2751-2755 (1986)). Az
atmeneti fémek kelat formaban valé megkotésének az lehet a hata-
sa, hogy intracellularisan blokkoljak a hidroxil-gyok képzddést a
Haber-Weiss-Fenton reakcid révén.

(Saran, M. és mtarsai, Radical reactions in vivo - an
overview”’, Radiat. Environ. Biophys. 29(4) 249-62 (1990)).

Jelenleg egy dito-karbamaétot hasznalnak az alkoholfiiggé-
ség kezelésére, ez a disulfuram, ami egy dietil-ditio-karbonat
dimer. A disulfuram gatolja a mdj aldehid-dehidrogenazt (Inoue,
K. és mtarsai, “Effect of disulfuram and its reduced metabolite,
diethyldithiocarbamate on aldehyde dehydrogenase of human
erythrocytes”, Life Sci. 30(5): 419-24 (1982)).

Leirtak azt is, hogy a ditio-karbamétok gatoljak a HIV vi-

rus replikaciot és ugyancsak fokozzak specifikus T sejt



alpopulacidk érlelédését. Ez vezetett oda, hogy a dietil-dito-
-karbamatot klinikai vizsgalatoknal alkalmazzdk AIDS betegek-
nél (Reisinger, E. és mtarsai, “Inhibition of HIV progression by
dithiocarb” Lancet 335: 679 (1990)).

A fentiek alapjan a taldlmanyunk ateroszklezdzis és mas
kardiovaszkularis és gyulladisos begeteségek kezelésére vonat-
kozik.

Vonatkozik tovabba a talailmany az ateroszklerdzis és
kardiovaszkularis és gyulladisos betegségek kezelésére alkal-
mas gyogyszerkészitményekre is.

Vonatkozik tovabba a talalmany készitményekre és eljaras-
ra, amelyek blokkoljak a sejtek azon képességét, hogy olyan
géntermékeket expreszszaljanak, amelyek felelések a
leukocitiknak a sejtekhez val6 tapadasdhoz, valamint a sejtek
aktivalaséért.

Felismertiik, hogy a ditio-karboxilatok és kiilondsen a
ditio-karbamdatok blokkoljak az endotelidlis sejtfelitleti adhézids
molekula, a VCAM-1 indukalt expresszidjat és ily médon al-
kalmazhatdk ateroszklerdzis, érplasztika uténi resztenézis,
koronarids, artérids betegségek, angina és mas kardiovasz-
kularis betegségek, valamint nem-kardiovaszkularis gyulladasos
betegségek kezelésére, amelyket a VCAM-1 kozvetit.

Igen fontos, hogy bizonyos ditio-karbamatok, igy példaul a
natrium-pirrolidin-N-ditio-karbamat (PDTC) szignifinkdns
mértékben nem blokkolja az egyéb endotelidlis sejtfeliileti ad-
héziés molekulik, igy példiul az ICAM-1 vagy ELAM-1 indu-
kalt expressziojat és ily médon nem befolyédsolja ellentétesen

azokat a gyulladasos vélaszokat, amelyeket a VCAM-1 nem
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kozvetit. Felismertiik tovabba azt is, hogy a PDTC jelentds
mértékben toxikus a vaszkularis simaizomsejtek szaporodaséara
vagy abnormalis osztodasara. Egy mésik ditio-karbamat a natri-
um-N-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioat ugyancsak gatolja a
VCAM-1 expresszidjat anélkiil, hogy szignifikans hatassal len-
ne az ICAM-1-re, de nem fejt ki kiemelt toxicitast a vaszkularis
simaizomsejtek abnormalis osztédasara. Egyéb aktiv ditio-
-karbamatok azon képességét, hogy szelektiven gatoljak a
VCAM-1 expresszi6jat (anélkiil, hogy gatolnak az ELAM-1
vagy ICAM-1 expresszi6jat), valamint azt, hogy kiemelten toxi-
kusak az abnormalisan oszt6d6 simaizomsejtekre, a kovetke-
z6kben leirt modszerekkel vizsgaltuk.

A talalmény szerinti, az ateroszklerdzis és mas kardiovasz-
kularis és gyulladasos betegségek kezelésére alkalmazhat6
ditio-karbamatokat a korlatozés szandéka nélkiil a kovetkez6
képletekkel irjuk le:

R'SC(S)NR’R® vagy R’R’N(S)CS-SC(S)NR’R’
a képletekben
R' jelentése hidrogénatom vagy gyogyaszatilag elfogadhaté
kation, el6nyOsen natrium vagy kalium, vagy NR*R’R°R’
altalanos képletd csoport, amely képletben
R* R’, R% és R’ jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogéna-
tom, 1-6 szénatomos, linearis, egyenes vagy elagazo
lancu vagy ciklusos alkilcsoport, hidroxi-1-6 széna-
tomos alkilcsoport, ahol egy vagy tobb hidroxil-
csoport kapcsolodhat barmelyik szénatomhoz, vagy

arilcsoport, és
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R? és R’ jelentése egymastol fliggetleniil 1-10 szénatomos egyenes
vagy elagazo lanct vagy ciklusos alkilcsoport
-(CHOH),(CH,),OH csoport, ahol n értéke 0, 1, 2, 3,4, 5
vagy 6, -(CH,),CO,R' vagy -(CH,),CO,R" 4ltaldnos képle-
td csoport, hidroxi-1-6 szénatomos alkilcsoport vagy R? és
R’ egylittesen egy hidat képeznek, amely lehet egy -(CH,),,
altalanos képleti csoport, ahol m értéke 3-6, és

R4

jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy aralkil-csoport,
elényosen acetil-, propionil-, vagy butiril-csoport.

Az emlitett aktiv ditio-karboxildtokat és kiilon6sen a ditio-
-karbamétokat alkalmazhatjuk akut és kronikus, a VCAM-1 al-
tal kozvetitett gyulladasos betegségek kezelésére, ezek a korla-
tozas szandéka nélkiil lehetnek rheumatikus és oszteoartritisz
eredetiiek, lehet tovabba asztma vagy dermatitisz, tovabba al-
kalmazhat6k sclerosis multiplex kezelésénél is.

A vegyﬁleték egyarant alkalmazhat6k a kardiovaszkularis
betegségek primer vagy kapcsolt kezelésére. Kapcsolt kezelés
esetén olyan szerekkel alkalmazhat6k kombinaciéban példaul,
amelyeket a betegségek rizik6janak csokkentésével alkalmaznak
az LDL és szérum koleszterinszint csokkentésére. A taldlmény
szerinti alkalmazéasnak a kardiovaszkularis betegségek kezelé-
sénél az a kiilénleges elénye, hogy az tilmegy a jelenlegi tera-
pidkon, amelyeket egyszerlien a betegség progresszidjanak
galtasara alkalmaznak és lehetGvé teszi a megfelel$ alkalmazés-
sal, hogy orvosilag kezeljék az ateroszkler6zist azaltal, hogy
megakadalyozza az 4j sériilések kifejlédését és a mar meglévo
sériiléseket visszafejleszti. A vegyiiletek alkalmazhatok a kis

véredény betegségek kezelésére is, amelyek nem kezelhetdk se-
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bészi vagy érplasztikai Gton vagy mas olyan véredény beteségek
esetén, ahol a sebészi beavatkozas nem megoldas. A vegyiiletek
alkalmazhatdk tovabba a betegek stabilizalasara a
revaszkularizacios terdpiat megelézden.

Az aktiv vegyiileteket vagy azok keverékét barmilyen meg-
felel6 moédon adagolhatjuk, igy példaul ordlisan vagy intravéna-
san. A dézis altalaban 0,5-500 mg/testtomeg kg kozotti érték €s
a d6zis adagolasat a naponként kétszeri adagolasi gyakorisagtol
a két naponkénti adagolasi gyakorisigig végezziik. Az adagolas
hossza is széles hatarok kozott valtozhat és egyetlen dozistol,
amelyet naponta egyszer vagy kétszer adagoltak, egészen a 2-6
honapig torténé adagolasig terjedhet.

A vegyiileteket adagolhatjuk kozvetlen az érfalba is,
perfazios ballon-katéter alkalmazéasaval a korondrias vagy mas
artérids érplasztikat kovetSen vagy ahelyett. Péld4ul 2-5 ml
fizologids s6oldatot adagolhatunk 1-5 atmoszférikus nyomason,
amely s6oldat 100 umoél mennyiségl vegyiiletet vagy vegyiilet
keveréket tartalmaz. Ezutin a kovetkez6 6 honapos peridodus so-
ran, amikor a restenosis rizik6ja a legnagyobb, az aktiv vegyii-
leteket mas megfeleld moédon és dézisban adagoljuk.

Relative rovid ideig tarté kezelést alkalmaznak az aktiv ve-
gyiiletekkel az olyan koronarias artérids sériilések “zsugori-
tdsara”, amelyek érplasztikaval vagy sebészi beavatkozassal
nem kezelhet8k. Ilyen rovid idejd kezelésnél péld4ul a korlato-
zas szandéka nélkiil 2-6 honapon at 0,5-500 mg/kg hatéanyagot
adagolnak kétnaponkénti egyszeri-t6l a napi haromszori adago-

lasig terjed6 gyakorisaggal.
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A hosszabb ideig tarté kezelést alkalmazzuk a nagy riziké
faktor betegeknél a sériilések kialakuldsanak megakadalyoza-
sara. A hosszu ideig tart6 kezelés évekig tarthat, a dozis
0,5-500 mg/kg és az adagolasi intervallum a kétnaponkénti egy-
szeri adagolastol a napi hdromszori adagolasig terjed. A hatoa-
nyagokat adagolhatjuk kozvetleniil a korondrias érplasztikai be-
avatkozas el6tt vagy azt kovetden, annak érdekében, hogy
csokkentsiik vagy eliminédljuk a proliferativ és gyulladdsos vila-
szok kialakuldsat, amelyek altalaban a klinikailag szignifikéans
restenosis-hoz vezetnek.

A hatéanyagot adagolhatjuk egyiitt mas szerekkel is, ame-
lyeket a kardiovaszkularis betegségek kezelésénél alkalmaznak,
ilyenek példaul a kovetkezdk: lipidcsokkentd szerek, igy pél-
daul nobukol és nikotinsav, vérlemezkeaggregéaciot gatlok, igy
példéul az aszpirin, antitrombotikus szerek, igy péladul a
coumadin, kalciumcsatorna blokkolok, igy példaul varapamil,
diltiazem és nifedipin, angiotenzin konvertalé enzim (ACE) in-
hibitorok, igy példaul captopril és enalopril, tovabba
B-blokkoldk, igy példaul propanolol, terbutanol és labetalol. A
vegyiileteket adagolhatjuk tovabb4 nem-szteroid gyulladasgatlo
szerekkel egyiitt is, ilyenek példaul az ibuprofen, indometacin,
fenoprofen, mefenaminsav, flufenaminsav vagy szulindak, to-
vabbé adagolhatjuk kortikoszteroidokkal egyiitt is.

Az 1. abrén az alabbiakban ismertetett moédon eléallitott
mRNS autoradiogramjat mutatjuk be, az mRNS-t vagy
>2p_jelzett human VCAM-1 specifikus cDNS-hez (A panel)
E-szelektin (ELAM-1) specifikus cDNS-hez (panel B) vagy
ICAM-1-specifikus cDNS-hez (panel C) hibridizaltuk. Egy 30
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perces 50 pmol natrium-pirrolidin-ditiokarbamattal (PDTC)
végzett kezelés utdn a HUVE (human k6ldok véna) sejteket
IL-1b hatasnak tettiik ki (10 U/ml) 50 um6l PDTC folyamatos
jelenlétében. A parallel végzett kontroll kisérletet hasonlokép-
pen végeztiik, kivéve, hogy PDTC-t nem alkalmaztunk. A meg-
jelélt idépontokban az 6sszes RNS-t izolaltuk, és 20 ug 1%-os
agar6z-formaldehid gélelektroforézis denaturalassal me-
ret-frakcionalt anyagot mikrocelluldzra vittiik, a fentiek szerint
hibridizaltuk, majd autoradiografidval lathatova tettiik. Sav 1 - 0
Ora, sav 2, 4, 6, 8-Ol-1 6nmagaban 2, 4, 8 és 24 Orén &t, sav 3,
5,7,9 -IL-1 PDTC-vel 2, 4, 8, illetve 24 6raig.

A 2. 4bran az aldbbiakban ismertetett modon eldéllitott
mRNS autoradiogramjat mutatjuk be, amelyet 32p_jelzett human
VCAM-1 specifikus DNS-hez (panel A), E-szelektin (ELAM-1)
specifikus cDNS-hez (panel B) vagy ICAM-1 specifikus
c¢DNS-hez (panel C) hibridizéltuk. A HUVE sejteket a megadott
koncentraciéja PDTC-vel el6kezeltiik, majd Il-1b hatdsédnak
tettiitk ki PDTC jelenlétében 4 6ran 4t, majd vizsgaltuk a
VCAM-1 mRNS akkumulci6jat Northern sziir6 hibridizacios
analizissel. Sav 1 -kontroll, sav 2 -IL-1 (U/ml), sav 3 -IL-1b +
PDTC (0,05 umol), sav 4 -IL-1 LB+PDTC (0,5 umol), sav 5
-IL-1b+PDTC (5 umél), sav 6 -IL-1b+PDTC (50 umol), sav
-IL-1b+PDTC (100 pmél).

A 3. abran az alabbiakban ismertetett modon eldallitott
mRNS autoradiogramjat mutatjuk be, amelyet 32p_human
VCAM-1 specifikus cDNS-hez (panel A), E-szelektin
(ELAM-1) specifikus cDNS-hez (panel B) vagy ICAM-1 speci-
fikus cDNS-hez (panel C) hibridizéltunk. A HUVE sejeteket az
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1. 4bra ismertetésénél leirt modon eldkezeltiik 50 umol
PDTC-vel, majd 4 6ran at az aldbbiakban ismertetett szerek ha-
tasanak tettiik ki, majd vizisgaltuk a VCAM-1 (panel A) és
ICAM-1 (panel B) mRNS akkumulaciét. Sav 1 -TNFa (100
U/ml), sav 2 -THFa+PDTC, sav 3 -lipopoliszacharid (LPS) (100
ng/ml), sav 4 -LPS+PDTC, sav 5 -poli(I:C) (100 mg/ml), sav 6
poli(I:C)+PDTC.

A 4. 4bran bemutatjuk a VCAM-1 és ICAM-1 relativ
sejtfeliileti expresszidjat PDTC jelenlétében (sotét oszlopok)
vagy anélkiil (fehér oszlopok) tobb kiilonb6z6 tipust indukilé
inger jelenlétében. Az 6sszefolydo HUVE sejteket vagy eldkezel-
tiikk, vagy nem (CTL csak) 30 percig 50 umé6l PDTC-vel, majd a
megadott ideig a megadott szerek hatasanak tettiik ki PDTC je-
lenlétében vagy anélkiil (CTL csak). A sejtfeliileti expressziot
VCAM-1 specifikus (4B9) és ICAM-1 specifikus (80H10) egér
monoklon antitestek primer kotésével, majd ezt kovetSen tor-
ma-peroxidaz kecske anti-egér (IgG) szekunder koétésével hata-
roztuk meg. A kvantitativ értékelést a TMB kalorimetrikus
konverzidjanak meghatirozésaval végeztiik 450 nm-nél. A 4.
abrabol kitilinik, hogy tobb szabalyoz6 jel indukalja a
VCAM-1-et, de nem indukélja az ICAM-1-et a szokasos
ditio-karbamat érzékeny ut révén a humén vaszkularis
endotelidlis sejtekben.

Az 5. dbran bemutatjuk a relativ VCAM-1 sejtfeliileti
expressziot (O.D. 595 nmo6l) humdan kdldok véna endotelialis
sejtekben, TNFa-val aktivalva a kiilonb6z6 antioxidans koncent-
raciok fliggvényében. (A PDTC natrium-N-pirrolidin-dito-
-karbamat, a DETC natrium-N,N-dietil-N-karbo-ditiolat, ezt
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natrium-dietil-ditio-karbamatként is emlitik, az NAC
N-acetil-cisztein és a DF dezferoximin).

A 6. abran lathat6 a relativ VCAM-1 sejtfeliileti expresszid
(0.D. 595 nm) human k61dok véna endotelidlis sejtekben,
TNFa-val aktivalva, a megadott mennyiségi antioxidénsok je-
lenlétében. A PDTC nétrium-N-pirrolidon-N-ditiokarbamat, a
DIDTC néatrium-N,N-dietil-N-karboditioat, az SarDTC nétri-
um-N-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioat, az IDADTC
trinatrim-N,N-di(karboxi-metil)-N-karboditioat, az MGDTC
natrium-N-metil-D-gliikkamin-N-karboditioat, az MeOBGDTC
natrium-N-(4-metoxi-benzil)-D-gliikamin-N-karboditioat, a
DEDTC natrium-N,N-dietil-N-karboditioat, a Di-PDTC natri-
um-N,N-diizopropil-L-karboditioat, az NAC N-acetil-cisztein.

A 7. 4bran bemutatjuk a HUVE sejtekhez kot6dott Molt-4
sejtek szazalékos mennyiségét TNFa-val (100 U/ml) stimulalva
vagy nem stimuldlva 6 6ran 4t, PDTC jelenlétében vagy anél-
kul.

A 8. 4bran a kovetkezd aktiv ditio-karbamatok képletét mutat-
juk be: (1) natrium-pirrolidin-N-karboditioat, (2) natrium-N-
-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioét, (3) trinatrium-N,N-
-di(karboxi-metil)-N-karboditioat, (4) natrium-N-metil-D-
-gliikkamin-N-karboditioat, (5) natrium-N-(4-metoxi-benzil)-
-D-gliikamin-N-karboditioat, (6) natrium-N,N-dietil-N-
-karboditioat (natrium-dietil-ditio-karbamaét), és (7) natri-
um-N,N-diizopropil-N-karboditioat.

A taldlmany szerinti vegyliletekkel kapcsolatban az
alkilcsoport, hacsak masképp nem jeldljiik, telitett, egyenes vagy

elagaz6 lancu vagy ciklusos 1-10 szénatomos szénhidrogéncsopor-
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tokat jelent, kiilondsen metil-, etil-, propil-, izopropil-, butil-,
izobutil-, terc-butil-, pentil-, ciklopentil-, izopentil-, neopentil-,
hexil-, izohexil-, ciklohexil-, 3-metil-pentil-, 2,2-dimetil-butil-
vagy 2,3-dimetil-butil-csoport.

Az alkenilcsoport, hacsak masképp nem jeloljiik egyenes
vagy elagaz6 lanch vagy ciklusos 2-10 szénatomos szénhidro-
géncsoportot jelent, émely legalabb egy kettGskotést tartalmaz.

Az alkinilcsoport, hacsak masképp nem jeldljik, 2-10 széna-
tomos egyenes vagy eldgazo lanca szénhidrogéncsoportot jelent,
amely legalabb egy harmaskotést tartalmaz.

Az aralkilcsoport arilcsoportot jelent, amely legalabb egy
alkilcsoportot tartalmaz szubsztituensként.

Az alkarilcsoport alkilcsoportot jelent, amely legalabb egya
rilcsoportot tartalmaz szubsztituensként.

A halogén- (alkil-, alkenil- vagy alkinil-)-csoport olyan alkil-,
alkenil- vagy alkinil-csoportot jelent, amelyekben legalabb egy
hidrogénatom helyén halogénatom van.

Az arilcsoport, hacsak masképp nem jeloljiik fenil- vagy
szubsztitualt fenilcsoportot jelent, ahol a fenilcsoporton 1évé egy
vagy tobb szubsztituens valamely kovetkez6 csoport: hidroxi-,
CO,H vagy gyogy4aszatilag elfogadhaté s6ja, CO,(alkil)-, alkoxi-,
alkil- vagy gliikamincsoport.

Az alkoxicsoport, hacsak méasképp nem jeloljiik -O-csoportot
jelent.

A halogénatom jelentése fluor-, klér-, brom- vagy jodatom.

A hidroxi-alkil-csoport 1-6 szénatomos alkilcsoportot jelent,
amelyben legalibb egy hidrogénatom barmelyik szénatomon

hidroxilcsoporttal van helyettesitve.
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A tiol-antioxidans kifejezés kéntartalmua vegyiiletre utal,
amely lassitja az oxidaciét.

A gyoOgyaszatilag elfogadhaté szarmazék kifejezés olyan
szarmazékra utal, amely adagolas utan kdzvetve vagy kozvetleniil
az anyavegyliletté alakul vagy annak aktivitdsaval rendelkezik.

I. Aktiv vegyiiletek |

Felsimertiik, hogy a ditio-karboxilatok alkalmazhatok az
ateroszkler6zis és mas kardiovaszkularis és gyulladasos betegsé-
gek kezelésére. A ditio-karboxilatok, beleértve ditio-karbamatokat
is, alkalmazhat6 a sejtek, beleértve az endotelidlis sejteket is, azon
képességének blokkolaséra, hogy expresszaljak a VCAM-1-et,
amely egy gén termék és amely felelds a leukocitaknak a sejtekez
valé tapadaséaért. Az a tény, hogy a ditio-karboxilatok, beleértve a
ditio-karbamatokat is, gatoljak a VCAM-1 gén expresszidjat,
erGteljesen aldhuzza az oxidaci6é fontossagat abban, hogy az egy
kezedeti jel a megvéaltoztatott ér-gyulladdsos sejt kolcsonhatasok-
ban. A specifikus molekularis mechanizmus, amellyel a
ditio-karboxilatok hatnak a VCAM-1 gén expresszié gatlasaban,
nem ismert.

Legalabb egy a vegyiiletek ko6ziil, a natrium-pirrolidin-
-ditiokarbamat (PDTC) A VCAM-1 gén expressziot kisebb mint 1
umol mennyiségben gatolja. Ez a vegyiilet tovabba kifejezett to-
xicitast mutat a vaszkularis simaizom sejtek szaporoddsara vagy
abnormaélis osztddasara. Felismertiik, hogy a nétrium-pirrolidin-
-ditio-karbamat szignifikans mértékben nem blokkolja az ELAM-1
vagy ICAM-1 expressziot és ily modon az ezen vegyiilettel végiett
kezelés ellentétesen nem befolydsolja az ELAM-1 vagy ICAM-1

altal kozvetitett gyulladasos valaszokat. Igy az ltalanositott
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immunoszupresszi6 elkeriilhetd. Ez elkeriilheti az adhéziés mole-
kulak altalanos gatlasabol eredd szisztémas komplikacidkat szé-
mos mas sejttipus esetén is, amelyekrdl ismert, hogy azokat
expresszaljak.

A ditio-karboxilatok az A-SC(S)-B szerkezetnek felelnek meg
és azon altalanos vegyiiletcsoportnak tagjai, amelyek tiol-antioxi-
dansként ismertek és ezeket még karboditiolként vagy karbodi-
tiolatként is emlitjiik. Ugy tlinik, hogy az SC(S) molekularész a
lényeges a terdpias aktivitds szempontjabol és az A és B jelentése
lehet barmilyen csoport, amely hatranyosan nem befolyéasolja a
vegylilet hatasat vagy toxicitdsat. Az A és B csoportot a szakterii-
leten jartas szakember valaszthatja meg ugy, hogy a kivant
jellemzd&jd vegyiiletet nyerje, beleértve a vegylulet méretét, tolté-
sét, toxicitdsat, valamint a stabilitds mértékét (beleértve a
stabilitast savas kornyezetben, igy példdul a gyomorban, vagy ba-
zikus kérnyezetben, igy pédaul a béltraktusban). Az A és B meg-
vélasztasdnak tovabba fontos szerepe van a vegyiilet szovetben
vald eloszlasaban, valamint a farmakokinetikai tulajdonsagokban
is. Altalaban a kardiovaszkularis betegségek kezelésénél kivana-
tos, hogy a vegyiilet a vaszkularis endotelidlis sejteket tartalmaz6
artéris intimalis rétegben akkumulalédjon vagy lokalizalédjon. A
vegyliletek elényosen vesén keresztiil eliminal6dnak.

Nem korlatoz6 példaként az A €s B csoport jelentése lehet
példaul egymastol fuggetleniil valamely kdvetkez6 csoport: alkil-,
alkenil-, alkinil-, alkaril-, aralkil-, halogén-alkil-, halogén-alkenil-,
halogén-alkinil-, aril-, alkaril-, hidrogén-, 1-6 szénatomos
alkoxi-1-10 szénatomos alkil-, 1-6 szénatomos alkil-tio-1-10

szénatomos alkil-, 1-10 szénatomos szubsztitualt alkil- (ahol a



. .
des H Y .
. - . e 0
- 17_ see se e eeng

szubsztituens jelentése lehet egymastol fiiggetleniil hidroxil-,
karbonil-, vagy karbonsav-csoport barmelyik szénatomon), NR’R’,
-(CHOH),CH,O0H csoport, ahol n értéke 0, 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6,
-(CHz)nCOZR1 csoport, beleértve az acetil-, propionil- vagy
butiril-csoportot, hidroxi-1-6 szénatomos alkil- (ahol az egy vagy
tobb hidroxilcsoport barmelyik szénatomhoz kapcsolédhat), to-
vabba A jelentése lehet egy gyogyészatilag elfogadhat6 kation,
elényodsen példaul natrium vagy kalium vagy NRR’R°R’ csoport
is. Egy maésik kiviteli forménal dimert, igy példaul
B-C(S)S-SC(S)-B vegyiletet is adagolhatunk.

A ditio-karboxilatokat az ateroszkleré6zis és méas kardio-
vaszkuldaris és gyulladésos betegségek kezelésénél ugy kell megva-
lasztani, hogy a megfelel§ lipofilicitastiak legyenek, hogy a beteg
résznél lokalizdlédjanak. A vegyiilet nem keriilhet be az alacsony
atmeneti szakaszokba, igy példaul a zsirlerak6dasokba. A
kardiovaszkularis betegségek kezelésének egy elényos kiviteli
form4janal a vegyiilet farmakokinetikai tulajdonsagait nem befo-
lyasolhatja nagyobb mértékben a pangédsos szivelégtelenség vagy
veseelégtelenség.

A ditio-karboxilat fizioldgiailag elfogadhat6 kell, hogy le-
gyen. Altalaban a vegyiilet terdpids indexe legalabb 2, elénydsen 5
vagy 10. A terapias index jelentése EC,y/ICs,, ahol ECs, jelentése
az a vegyiiletkoncentraci6, amely 50%-os értékben gatolja a
VCAM-1 expresszidjat és ICs, jelentése az a vegyiiletkoncentra-
ci6, amely 50%-ban toxikus a célsejtre nézve. A celluléris toxici-
tdst meghatarozhatjuk kozvetleniil a sejtek szamanak meghataro-
zasaval, tovabba trypan kék kizérassal, vagy kiillonboz6
metabolikus aktivitas vizsgalatokkal, igy példaul 3H-timidin
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inkorporacioval, ezek a szakember szaméra ismertek. A PDTC te-
rapias indexe szdvet kultardkban 100 folétti érték, ezt gy hataroz-
tuk meg, hogy a sejt toxicitast osztottuk a TNFa-val aktivalt
VCAM-1 expresszi6 galtasaval HUVE (human ko6ldok véna) sej-
tek esetén. A gyorsan oszt6dé HT-18 humén glioma sejttipusok
esetén végzett vizsgilatok nem mutattak ki toxicitast a terapias
koncentraciénal 100-szor nagyobb koncentracié esetén sem. Az
oralisan adagolhat6 dietil-ditio-karbamat a disulfiram, amelyet
oralis adagolissal alkalmaznak alkoholfiiggdség kezelésére, alta-
laban nem fejt ki 1ényeges klinikai toxicitast ha megfeleléen ada-
goljak.

Ismertek ugyanakkor bizonyos ditio-karbamatok, amelyek
genotoxikusak. Ezek a vegyiiletek nem esnek a taldlmany oltalmi
korébe, amely csak a fizioldgiailag elfogadhaté anyagok alkalma-
zasara vonatkozik. Ilyen genotoxikus ditio-karbamat példaul a
fungicid hatdsa cink-dimetil-ditio-karbamat. Tovabba, bizonyos
ditio-karbam4tok anti-kolineszteraz tulajdonsagai neurotoxikus
hatasokat eredményezhetnek (Miller, D., Neurotoxicity of the
pesticidal carbamates, Neurobehav. Toxicol. Teratol. 4(6): 779-87
(1982)).

A taldlmany szerint alkalmazhaté ditio-karboxilatok k6zé
tartoznak a korldtozas szdndéka nélkiil példaul a kovetkezd képle-
td ditio-karbamatok:

R!SC(S)NR’R® vagy R’R’N(S)CS-SC(S)NR’R’
a képletekben
R jelentése hidrogénatom vagy gyogyaszatilag elfogadhato
kation, elénydsen natrium vagy kélium, vagy NR*R’R°R’

altalanos képletd csoport, ahol R, R’ R®esR’ jelentése
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egymastol fuggetleniil hidrogénatom, 1-6 szénatomos egye-
nes vagy elagaz6 lanca vagy ciklusos alkil-, hidroxi-1-6
szénatomos alkil- (ahol egy vagy tobb hidroxilcsoport he-
lyezkedik el barmelyik szénatomon) vagy aril-csoport, €s

R%és R’ jelentése egymast6l fiiggetleniil 1-10 szénatomos egyenes
vagy eldgazo6 lanca vagy ciklusos alkil-,
-(CHOH),(CH,),OH, ahol n értéke 0, 1, 2, 3, 4, 5 vagy 6,
-(CH,),CO,R, -(CH,),CO,R" altalanos képletii csoport,
hidroxi-1-6 szénatomos alkil-csoport vagy RZés R’ egylit-
tesen egy hidat képeznek, amely lehet -(CH,),,, csoport, ahol
m értéke 3-6, és R* jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy
araikil-csoport, igy példaul acetil-, propionil- vagy
butiril-csoport.

Ko6zelebbrdl emlitjiik a 8. 4brdn bemutatott ditio-karbama-
tokat: (1) natrium-pirrolidin-N-karboditioat, (2) natrium-N-
-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioat, (3) trindtrium-N,N-
-di(karboxi-metil)-N-karboditioat, (4) nétrium-N-metil-D-
-gliikkamin-N-karboditioét, (5) natrium-N-(4-metoxi-benzil)-
-D-gliikamin-N-karboditioat, (6) natrium-N,N-dietil-N-
-karboditioat (natrium-dietil-ditio-karbamat), €s (7) natri-
um-N,N-diizopropil-N-karboditioét.

Az aktiv ditio-karboxilatok és kiilondsen a ditio-karbamatok
kereskedelmi forgalomban beszerezhetSk vagy ismert modszerek-
kel eldallithatok.

Molekularis szinten a PDTC-r6l1 kimutattuk, hogy gétolja az
Nf-kB transzkripcids szabalyozé faktor aktivalasat bizonyos
citokin és nem-citokin ingerekre valaszképppen (Schreck, R., és

mtarsai, “Reactive oxygen intermediates as apparently widely used
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messengers in the activation of the NF-kappa B transcription
factor and HIV-1”, EMBO J. 10(8): 2247-58 (1991); Schreck, R.,
és matrsai, “Dithiocarbamates as potent inhibitors of nuclear factor
B activation in intact cells”, J. Exp. Med. 115:1181-1194 (1992)).

Azonban a HUVE sejtmag extraktumok kiillonboz6 kB-szerid
fokozo6 motifokkal végzett gél mobilitasos eltolasi vizsgilatanal
felismertiik, hogy az endotelialis sejtek a VCAM-1 expresszidjat
egy latszolag j, Nf-kB-t6] eltérd transzkripcids szabalyoz6 fakto-
ron keresztiil aktivaljak. Ez azt sugallja, hogy a PDTC szabalyoz-
hatja az endotelialis sejt gén expresszidjat az 0j transzkripcios
szabalyozé proteinra kifejtett hatdsin keresztiil. Kimutattuk azt is,
hogy a VCAM-expressziot tenyésztett Kaposi szarkoma sejtekben
tobb faktor indukalja, amelyek fontosak lehetnek a patogenézise-
ben. A PDPC blokkolja VCAM-1 expressziét Kaposi szarkoma
sejtekben, amelyeket TNF, IL-1 és poli(I:C) anyagokkal aktival-
tunk.

Felismertiik azt is, hogy a simaizom sejtek a VCAM-1 oldha-
t6 formajat termelik, amelyeket a sejtek kivalaszthatnak és amely
természetes antihisztaminként hathat.

I1. Biol6giai aktivitas

A ditio-karboxilatok azon képességét, hogy gatoljak a
VCAM-1 expresszidjat, kiilonb6z6 moédon hatarozhatjuk meg,
ilyenek azok a médszerek, amelyeket részletesen az 1-7. példak-
ban ismertetiink. Az 1-3. és 6-7. példakban a natrium-pirrolidin-
-N-karboditioat (PDTC) biolégiai aktivitasat mutatjuk be. Ezekkel
a példikkal azonban nem kivanjuk a taldlmény oltalmi korét korla-
tozni, ebbe beletartozik barmely fentiekben ismertetett vegytlet

alkalmazéasa a VCAM-1 altal kozvetitett ateroszklerdzis és mas
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gyulladasos és kardiovaszkularis betegségek kezelésére. Barmely
fentiekben emlitett vegyiilettel a PDTC helyettesithet6 és hasonl6
modon értékelhetd.

A 4. és 5. példakban 6sszehasonlitdé adatokat mutatunk be
kiilonboz4 ditio-karbamatoknak a VCAM-1 gén expressziot gatld
hat4sara vonatkozo6an. A példakbol kitlinik, hogy a taldlmany sze-
rinti ditio-karbamatok specifikusan blokkoljdk a VCAM-1
vaszkularis sejtek 4ltal térténé expresszalddasat, ami az
ateroszklerézis és gyulladasos valasz esetén aktivként ismert sza-
mos jelzésre kovetkezik be.

Kisérleti eljarasok

Sejtkulturak: a HUVE sejteket human koldok vénabél izolal-
tuk, kaniileztiik, Hanks oldattal atoblitettiik a vér eltavolitasara,
majd 1% kolagenaz jelenlétében 15 percig 37°C hémérsékleten
inkubaltuk. Ezutdn a kollagenazt eltavolitottuk, és a sejteket a ko-
vetkez8 Osszetételd kozegben tenyésztettiik: M199 kozeg a kovet-
kezSkkel kiegészitve: 20% szarvasmarha embrié szérium
(HyClone), 16 pg/ml heparin (ESI Pharmaceutical, Cherry Hill,
NJ), 50 ug/ml endotelilis sejt novekedési kiegészitd
(Collaborative Research Incorporated, Bedford MA), 25 mmol
Hepes puffer, 2 mmol L-glutamin, 100 pg/ml penicillin és 100
ug/ml sztreptomicin, a tenyésztést 37°C homérsékleten szovette-
nyészeti lemezen végeztiik, amelyet 0,1% zselatinnal boritottunk.
A sejteket 1:4 osztassal 6sszefolydsig passzéltuk. Az els6 nyolc
passzalasnal nyert sejteket alkalmaztuk. -

Citokinekkel és mas reagensekkel végzett inkubalas: az
osszefolyt HUVE sejeteket foszfattal pufferalt sdoldattal mostuk,
majd Gj tipkozeget adagoltunk. A megadott PDTC koncentraciokat
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adagoltuk el6kezelésként 30 perccel a cytokinek adagolasa el6tt. A
cytokineket és egyéb kivaltokat kozvetleniil a kdzeghez adagoltuk
a megadott id6n 4t és a megadott koncentraciokban. A human |
rekombinans IL-1b-t az Upjohn Company (Kalamazoo, MI) nagy-
lelkd ajandékaként kaptuk. A TNFa-t a Bohringer Engelheim cég-
t61 szereztiik be, a bakterialis ‘lipopoliszacharidot (LPS), a
poliinozinsav:policitidilinsav (Poly 1:C) anyagot €s a pirrolidin-
-ditiokarbamétot (PDTC) a Sigma Chemical cégtdl (St. Louis,
MO) szereztiik be. Az dsszes tobbi reagens reagens tisztasagu
volt.

RNS izolalas: az dsszes celluldris RNS-t egyetlen
extrakcioval valasztottuk el, ehhez savas guanidium-tiocianat-
-fenol-klorofom keveréket alkalmaztunk. A sejeteket foszfattal
pufferolt s6oldattal oblitettiik, majd 2 ml guanidim-izotidcianéttal
lizaltuk. Az oldatot 0,2 ml natrium-acetattal megsavanyitottuk
(pH=4), majd 2 ml fenollal és 0,4 ml klorofom:izoamil-alkohol
eleggyel (24:1) extrahaltuk. Az RNS-t kétszer etanolal kicsaptuk,
miel8tt a Northern blot analizishez alkalmaztuk.

Northern blot analizis: az 6sszes cellularis RNS-t (20 pg)
méret-frakcionéltuk, ehhez 1% agaréz formaldehid gélt
alkalmatunk 0,1 pg/ml etidium-bromid jelenlétében. Az RNS-t
nitrocelluléz szlirdre vittiik at és kovalensen kotottiik ultraviola
besugarzassal Stratlinker UV térhéalosit6 alkalmazéasaval
(Tratagene, LA Jolla, CA). A hibridizaciét 42°-on 18 6ran at ve-
geztiik 5X SSC (1X=150 mmol NaCl, 15 mmo6l Na-citrat), 1%
natrium-dodecil-szulfat, 5X Denhart oldat, 50% formamid, 10%
dextran-szulfat és 100 ug/ml vagott denaturatl lazac sperma DNS
jelenlétében. Kb. 1-2x10° cpm/ml jelzett probat (specifikus aktivi-
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tas > 10° cpm/ug DNS) alkalmaztunk minden hibridizacional. A
hibridizaciot kévetden a szilirbket 0,2XSSC végsé mennyiséggel
dtmostuk 55°C hémérsékleten. A nitrocellulozt forré viz alkalma-
zaséval tisztitottuk, a t6bbi mintaval valo rehibridaziot megel6z6-
en. Az autoradiografiat egy intenzifikal6 szilrével végeztiik -70°C
hémérsékieten.

Mintak: a P jelzett DNS mintakat random primer oligo-
nukleotid médszerrel készitettiik. Az ICAM-1 minta human cDNS
Eco R1 fragmense volt, az ELAM-1 minta humédn cDNS 1,85 kb
Hind III fragmense, a VCAM-1 minta 132-1814-ig terjed6
nukleotidot tartalmazé human cDNS Hind III-Xho I fragmense
volt.

Enzim-kapcsolasi immunoszorbens vizsgalat (ELISA): a
HUVE sejeteket 96-lyuku szovettenyészt6 lemezre vittiik 48-72
Oraval a vizsgalat elStt. Minden lyukba primer antitesteket adagol-
tunk M199 kézegben, amely még 5% FBS-t tartalmazott €s 37°C
hémérsékleten 1 6ran 4t inkubéltuk. A sej eteket ezutin mostuk és
tovabbi 1 6ran at kecske anti-egér IgG-vel (Bio Rad) konjugalt
peroxidazzal inkubaltuk, amelyet 1/500 ardnyban M199+5%FBS
tapkozeggel higitottunk. A lyukakat ezutdn mostuk €s az antitestek
kot6dését detektaltuk 100 pl mennyiségd 10 mg/ml 3,3,5,5’-tetra-
metil-benzidil (Sigma) plusz 0,003% H,0, adagolaséval. A reak-
ci6t 25 ul 8 n kénsav adagoldsaval allitottuk le. A lemzeket ELISA
leolvas6 berendezéssel (Bio Rad) értékeltiik OD 450 nm-nél miu-
tan kivagtuk a sorokat, amelyeket csak méasodik 1épés antitesttel
festettiink. Az adatok harom parhuzamos mérés atlagat jelentik.

Antitestek: a vaszkularis sejt adh€ziés molekula-1-et
(VCAM-1) felismeré monoklon antitest (Mab) 4B9 Dr. John



_94. RIS

Harlan nagylelkii ajandéka volt (University of Washington). Az
endotelialis sejt adhézios molekulat (ELAM-1) felsimerd MAb
E9A1F1 Dr. Swerlick (Emory University) nagylelkii ajdndéka volt.
Az intracellularis adhézios molekula-1-et (ICAM-1) felismerd
MAD 84H10-et termel8 hibridoméakat rutinszerden sajat laboratori-
umunkban tenyésztettiik és az antitestet mint szovettenyészet fe-
lilasz6t alkalmaztuk.

1. példa

PDTC blokkolja az IL-1b kozvetitett HUVE sejt VCAM-1

mRNS akkumulaciot, de nem blokkolja ICAM-1 vagy

ELAM-1 esetén

Annak meghatarozasara, hogy az endotelidlis sejt oxidativ
allapota képes-e megvéltoztatni a sejtadhéziés molekula gének
alap vagy indukalt expresszi6jat, tenyésztett human vaszkularis
endotelialis sejteket indukalé cytokin, IL-1b (10 U/ml) hatasanak
tettiink ki tiolezett fémkelator antioxidéans, pirrolidin-ditiokarbamat
jelenlétében (PDTC, S0umol) vagy anélkiil max. 24 6ran at. Mint
az az 1. bran lathat6 az IL-1b 6nmagaban ( sav 2,4,6,8,) indukalja
a vart gyors és tranziens VCAM-1 (panel 1), E-szelektin (ELAM-
1, panel 2) és ICAM-1 ( panel 3) mRNS akkumul4cidt, ennek max.
értéke 4 6ranal van. Azonban, PDTC jelenlétében az IL-1b - indu-
kalt VCAM-1 mRNS akkumulacié erésen gatolva van, tobb mint
90%-kal (panel A, sav 3,5,7,9). Ezzel szemben, bar az ELAM-1
IL-1b kozvetitett indukcidja enyhén gatolt 2 és 24 6ranal ( 1asd sav
2,3,8,9 panel B), a PDTC nem gatol 4 és 8 6ranal ( sav 5 és 7, pa-
nel B). Az IL-1b kozvetitett ICAM-1 mRNS akkumul4cié nincs
befolydsolva (panel B, sav 3,5,7,9). Ténylegesen az IL.-1b kozveti-
tett ICAM-1 mRNS akkumulécidban gyenge novekedés volt meg-
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figyelhet6 (~30%) ( lasd sav 4 és 5 a panel B-n). Azonos mennyi-
ségl nitrocelluloz-atvitt RNS volt kimutathaté sdvonként etidium-
bromiddal végzett festéssel és vizualizalassal.

Doézis-valasz analizist végeztiink annak megallapitisara, hogy
a PDTC doézis-fuggben gatolja-e az IL-1b - indukalt VCAM-1 gén
expressziot. Mint az a 2. 4brabol 1athat6, a PDTC egy meredek
do6zis-valasz gorbének megfeleléen gatolja az IL-1b altal kdzveti-
tett VCAM-1 gén expressziot ( 2. abra, panel A) a kalkulalt, kb 10
umoél, EC50 értéknél, mig ugyanezen koncentracional a PDTC
nem gatolja az ELAM-1 expresszié IL-1b éltal kozvetitett induk-
cidjat (2. abra, panel B). Az IL-1b - kozvetitett ICAM-1 mRNS
akkumuléciot a PDTC 0,5 umol-nél nagyobb koncentracid estén
noveli ( 1asd 2. dbra s&v 2 és 4-7. panel C).

Ezek az adatok demonstraljak, hogy az IL-1b hasznosit egy
ditiokarboxilat €s kiillondsen egy ditiokarbamat érzékeny 1épést a
jelzérendszerének részeként a VCAM-1 gén expresszi6 indukcio-
jaban. Az adatok tovabb azt is mutatjak, hogy ez a ditiokarbamat-
érzékeny 1épés nem jatszik jelentSs szerepet az ELAM-1 vagy
ICAM-1 gén expresszié IL-1b k kozvetitett indukcidjaban.

2. példa

A PDTC blokkolja a HUVE sejt VCAM-1 mRNS akkumu-

laciojat tobb inger esetén

Annak meghatarozdsara, hogy mas j6l ismert VCAM-1 gén
expresszi6 aktivatorok szintén hasznositjédk-e a PDTC-szenzitiv
1épést, harom kiilonboz6 aktivatorcsoportot vizsgaltunk: egy masik
klasszikus receptor-kozvetitett indukalészer ( tumor nekrozis fak-
tor, TNFa), nem-receptor kozvetitett indukaloszer

(lipopoliszacharid, LPS) és egy nemrégen ismertetett 4j indukalo



26 SRR

anyag (kettGs szala RNS, poli(I:C)). Mindharom esetben a PDTC
igen jelent6sen gatolta a VCAM-1 mRNS akkumulaciot HUVE
sejtekben négy 6ra utan ( 3. dbra, panel A). Bar a TNFa - koz-
vetitett ELAM-1 gén expresszi6 bizonyos mértékig visszanyomott,
az LPS és poli(I:C) altal kozvetitett ELAM-1 mRNS akkumuléaci6
nem valtozott ( 3. dbra, sav 3-6, panel B). Az ICAM-1 mRNS ak-
kumulacié indukciéja szintén nem valtozott ( 3. abra, panel C).
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy szerkezetileg eltérd, eltérd uta-
kon hat6 indukaldszerek, a szokasos, a VCAM-1 gén expressziora
specifikus szabalyozo6 1épést fejtik ki.

3. példa

A PDTC blokkolja a tobb inger altal indukalt VCAM-1

HUVE sejt feliileti expressziojat

Annak meghatarozasara, hogy - hasonléan az mRNS-éhez - a
VCAM-1 endotelialis sejtfeliileti protein expresszidjanak induk-
cidja szintén gatolhat6 PDTC-vel, monokl6n antitesteket alkalmaz-
tunk az ELISA analizisnél a sejtfeliilleti VCAM-1 és ICAM-1 in-
dukcidjanak szamszerisitésére tenyésztett HUVE sejtekben. Mint
az a 4. 4bran lathat6 a kiilonb6z6 csoportokba tartoz6 aktivalosze-
rek PDTC nélkiil (-PDTC) gyors és tranziens VCAM-1 akkumu-
laciot indukalnak a sejtfeliileten ( bal felsé panel), ennek maxi-
muma hat 6rdnal van. PDTC jelenlétében ( +PDTC, jobb felsé pa-
nel), a VCAM-1 sejtfeliileti expresszidjat minden vizsgalt szer je-
lent6s moédon gétolja (80-90%). Ezzel szemben a sejtfeliileti
ICAM-1 expresszi6 indukcidja valtozatlan maradt ( als6 jobb és
bal panelek).

Ezek az adatok mutatjak, hogy az mRNS akkumuldciéhoz ha-

sonlban a sejtfeliilleti VCAM-1 expressziot is szelektive gatoljak a
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ditiokarbamatok és hogy tobb csoportja az aktivaloszereknek ha-
sonlo, ditiokarbamat-szenzitiv mechanizmust hasznosit a VCAM-
gén expresszid indukalasaban.

4. példa

Antioxidansok hatasossaganak Gsszehasonlitasa a

TNFa-indukalt VCAM-1 blokkolasban

Annak meghatarozasara, hogy a szerkezetileg hasonl6 vagy
nem hasonl6 antioxidansok gatoljak-e a VCAM-1 gén expresszié
indukcidjat és ha igen milyen hatékonysaggal, HUVE sejteket
négy kiilénb6zd antioxidans jelenlétében vagy azok nélkiil. Mint
az az 5. 4brabdl kitiinik, mind a dietil-ditiokarbamat (DETC), mind
az N-acetil-cisztein (NAC) gétolja a VCAM-1 expresszi6 induk-
cidjat 5 pmdl ill. 30 umal koncentracidkban. Ezzel szemben a
PDTC 5 és 50 umdl koncentracioknal volt hatasos. A vas-kelator,
a dezferroximin, a vizsgalt koncentraciékban nem volt hatasos

5. példa

A PDTC gatolja a VCAM-1/VLA-4 kozvetitett adhézid

TNF indukciojat

A 4. példaban leirt médon vizsgéltuk kiilonbozo
antioxidansok képességét a a VCAM-1 TNFa indukcidjanak gatla-
sara HUVE sejtekben. A 6. dbran bemutajuk a relativ VCAM-1
sejtfeliileti expresszid értékét (0.D.595 nmol) TNFa - aktivalt
HUVE sejtekben a PDTC ( natrium-N-pirrolidin-ditiokarbamat),
DIDTC (natrium-N,N-metil-dietil-N-karboditioat), SarDTC
(natrium-N-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioat), IDADTC (tri-
nétrium-N,N-di(karboxi-metil)- N-karboditioat, MGDTC (natrium-
N-metil-D-gliikamin-N-karboditioat), MeOBGDTC (natrium-N-(4-
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metoxi-benzil)-D-glilkamin-N-karboditioat), DEDTC (natrium-
N,N-dietil-N-karboditioat), Di-PDTC (nétrium-N,N-diizopropil-N-
karboditioat) és NAC (N-acetil-cisztein) koncentraciok fuggvé-
nyében. A legkevésbé aktiv vegylilet a MeOBGDTC és NAC.

6. példa

A PDTC gatolja a VCAM-1/VLA-4 kozvetitett adhézio

TNF indukcidjat

Annak meghatarozaséira, hogy a VCAM-1 szabélyozis PDTC
gatlasa funkcionalis konzekvencidkkal is jar-e, vizsgalatuk Molt-4
sejtek HUVE sejtekhez vald kotodését TNFa-val stimulalva (100
U/ml) vagy stimulalas nélkiil hat 6ran 4t PDTC jelenlétében vagy
anélkiil. A Molt-4 sejtekrdl kordbban kimutattuk, hogy kétédnek
az aktivalt HUVE sejtekhez egy VCAM-1 fiiggé mechanizmussal.
Mint az a 6. 4brabol kitiinik, a HUVE sejtekhez kotott Molt-4 sej-
tek %-os mennyisége csokkent PDTC jelenlétében.

7. példa

A PDTC gatolja a monocitak kot6dését a mellkasi aorta-

hoz koleszterines tappal kezelt nyulak esetén

A kisérletet annak meghatarozéséara végeztik, hogy a tiol
antioxiddns PDTC hatésos-e az ateroszklerozis els6 monocita k6td
komponensének blokkoladsaban kisérleti 4llat modell esetében. Ki-
fejlett ujzélandi fehér nyalnak (3,5 kg) naponta egyszer, 6t napon
at intravénasan PDTC-t adagoltunk ( 20 mg/kg, 20 mg/ml PBS-
ben). Az injekcidkat egy alland6ra behelyezett kaniilon keresztiil
adagoltuk a marginélis fiili vénaba, amelyet nyitott 4llapotban
tartottunk heparinizalt séoldattal végzett 6blitéssel. A PDTC olda-
tot minden nap vagy minden masnap (fényt6l védve taroltuk 4°-

on) frissen készitettiik és sziirtiik (0,45 mm porusu szlirén) kozvet-
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len a felhasznalas el6tt. Az elsd injekcid utdn, amikor a kaniilt be-
helyeztiik, a hatdanyagot a nyulaknak éber allapotukban adagoltuk
észrevehetd diszkomfort vagy mas hatds megjelenése nélkiil. A
masodik napon az allatoknak 1 t% koleszterint tartalmazo tapot
adtunk és az etetést a kisérlet hatralevé részében folytattuk. Az 5.
napon az allatokat végleg elaltattuk és a mellkasi aortat kimetszet-
tilk és fixaltuk. A megfelel$ preparélas utdn a mintat LaB
emmitterrel felszerelt ISI DS-130 scanning elektronmikroszképpal
leképeztiik. Kettds-szlirds leképez6 és a CRT sziirn transzparens
racs alkalmazasaval 620x-os nagyitdsnal 64 szomszédos mezdt
hatiroztunk meg, ezek kb. 1,3 mm? teriiletet foglatak el. Minde-
gyik mez06n belil megszamlaltuk és feljegyeztiik a feltapadt
leukocitak ( WBC) és eritrocitdk (RBC) szamat. Az ivbdl szarma-
z06 mintak esetén nyert adatok a kovetkez6k: 5 WBC és ~25 RBC
per 1,3 mm? teriileten. A WBC adhézi6 ezen szintje hasonl6 a
szokdasos tappal taplalt kontroll allatok szintjéhez ( mez6nként kb
7 &llapithaté meg az iv és mellkasi mintakon 2 "negativ kontroll"
kisérletben). A "pozitiv kontroll" 4llatoknak 1% koleszterint ada-
goltunk 4 napon at, de nem adagoltunk antioxidéanst, ezeknél az
allatoknal 5-szoros novekedést 4llapitottunk meg az adhézidban,
38 WBC/1,3 mm’. Minden ivmintahoz odatapadva, jelentés
mennyiségl, tulnyomorészt sejtméretl tormeléket figyeltiink meg.
Nem tisztazott, hogy ez egy valtozés a készitményben vagy in
vivo van jelen, és ha igen kapcsolatban van-e a PDTC adagolassal.
Ez a tanulméanyozas azt suggalja, hogy a PDTC infuzi6 hatasosan
blokkolja a kezdeti monocita adhéziét a mellkasi endoteliumhoz.

IT1. Gyégyszerkészitmények
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VCAM-1 kézvetitett kardiovaszkularis elvaltozasokban vagy
gyulladasos betegségekben szenvedé human egyedeket és allato-
kat és kiilondsen emlbsoket kezelhtiink oly médon, hogy betegek-
nek egy vagy tobb fentiek szerinti vegyiiletet vagy annak gyogy-
szerészetileg elfogadhatd szarmazékat vagy so6jat adagoljuk
gyoOgyszerészetileg elfogadhat6 hordozéanyaggal vagy
higitbanyaggal elkeverve. A hatéanyagot megfelel formaban, igy
példaul oralisan, parenteralisan, intravéndsan, intradermalisan
vagy szubkutdn adagoljuk.

A gybgyszerészetileg elfogdahaté s6 vagy komplex kifejezés
olyan sékra vagy komplexekre utal, amelyek megtartjak a fentiek-
ben emlitett vegyiiletek bioldgiai aktivitasat és minimalis nem ki-
vénatos toxikus mellékhatassal rendelkeznek. A korlatozas szan-
déka nélkiil ilyen s6ként emlitjik példaul a kdvetkezbket: a)
savaddicios s6k, amelyeket valamely kovetkezd szervetlen illetve
szerves soval allitunk elS: s6sav, hidrogén-bromid, kénsav, fosz-
forsav, salétromsav, illetve ecetsav, oxdlsav, borkdsav, boros-
tyankdsav, almasav, aszkorbinsav, benzoesav, tanninsav,
pamoinsav, alginsav, poliglutaminsav, naftalinszulfonsav,
naftalindiszulfonsav, vagy poligalakturonsav, b) bazisokkal kép-
zett addicids sok, példaul a kdvetkezdk: tobbértéki fémkationok,
igy példaul cink, kalcium, bizmut, barium, magnézium,
aluminium, réz, kobalt, nikkel, kadmium, natrium, kalium, stb.
vagy N,N-dibenzil-etilén-diamin, D-gliik6zamin, ammoénium,
tetraetil-ammonium, vagy etilén-diamin, vagy c) az a) és b) pont
kombinacidja, igy példaul cink-tannat sk stb.

A hatbanyagot olyan mennyiségi gyogyszerészetileg elfo-

gadhat6 hordozéanyaggal vagy higitéanyaggal egyiitt adagoljuk a
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betegnek, hogy a kivant terapias hatast biztositsuk komoly toxikus
mellékhatasok nélkiil. A hatéanyag eldnyds mennyisége az 6sszes
fentiekben emlitett tiinetek esetén altaldban 0,5-500 mg/kg, elo-
nyosen 1-100 mg/kg naponta. A gyogyszerészetileg elfogadhat6
szarmazékok hatasos mennyiségét az adagolni kivant anyavegyiilet
tomege alapjan szamitjuk. Ha a szarmazék 6nmagaban is aktiv, a
hat4sos dozist a fentiek alapjan allapitjuk meg a szdrmazék tome-
gének alkalmazésaval vagy pedig mds a szakteriileten ismert mo-
don.

A vegyiileteket altalaban barmilyen alkalmas do6zis egység
formajaban adagolhatjuk, amely dozis egység tartalmazhat peldaul
1-3000 mg, elénydsen 5-500 mg hatéanyagot. Az orélis d6zisok-
ban altalaban 25-250 mg hatéanyagot alkalmazunk.

A hatbéanyagot tgy kell adagolni, hogy a cstiicskoncentracid a
plazmaban 0,1-100 umol, elényosen 1-1 pumdl legyen. Ezt peldaul
intravénas injekcioval érhetjiik el, ami a hatéanyag oldata vagy
készitménye, a hatéanyagot elénydsen sdoldatban vagy egyéb vi-
zes kozegben és bolusként adagoljuk.

A hatéanyag koncentaricoja a gyogyszerkészitményben fligg
a vegyiilet abszorpcijatoél, eloszlasatél, inaktivalasatdl, valamint a
kivalaszt6dasatol, valamint a szakteriileten ismert faktortol. Meg-
jegyezziik, hogy a dézis értéke fligg tovabba még a kezelendd tii-
netek komolysagatol. Nyilvanval6 tovabbé, hogy minden adott
betegnél az adott dozist az egyéni sziikséglett6l és a kezelGorvos
szakmai megitélésétdl fiiggSen meghatarozott ideig kell adagolni,
tovabba hogy a fentiekben emlitett koncentracidhatarok csupan

példaképpen szolgalnak és semmiképpen sem korlatozzak a gya-
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korlati alkalmazast. A hatéanyagot adagolhatjuk egyszer vagy
tobb hasonlé dobzisra osztva kiillonbodzd iddintervallumokban.

Az oralis adagolasu készitmények éltaldban inert
higitéanyagot vagy egy ehet6 hordozéanyagot tartalmaznak. A ké-
szitmények lehetnek zselatinkapszuldk vagy sajtolt tablettak. Az
oralis kezelés céljara a hatdbanyagot vivéanyagokkal tablettakka,
ostyakka vagy kapszulakka alakitjuk. Gyogyszerészetileg
kompatibilis két6anyagokat és/vagy adjuvansokat szintén alkal-
mazhatunk.

A tablettdk, piruldk, kapszuldk, ostydk és hasonlé készitme-
nyek esetén példaul a kovetkezd vegyiileteket vagy alkotokat al-
kalmazhatjuk: kétSanyagok, igy példaul mikrokristalyos celluléz,
tragantgumi vagy zselatin; vivéanyagok, igy példaul keményitd
vagy laktéz; dezintegriloszerek, igy példaul alginsav, Primogel
vagy kukoricakeményitd; csiisztatbanyagok, igy példdul magnézi-
um-sztearat vagy Sterotes; glidansanyag, igy példaul kolloid elosz-
14s0 szilicium-dioxid; édesitGszer, igy példaul szachr6z vagy sza-
charin; tovabba izesitGszerek, igy példaul borsmenta, metil-
-szalicilat vagy narancsiz. Amennyiben a d6zis egység egy kap-
szula, az tartalmazhat még a fentiekben emlitett anyagokon kivil
folyékony hordozét is, igy példaul egy zsirsav olajat. Tovéabb4, a
dozis egységek tartalmazhatnak még kiilonb6z6 egyéb anyagokat
is, amelyek megvaltoztatjdk a fizikai formajat a dozis egységnek,
igy példaul tartalmazhatnak még cukor, sellak vagy mas enteralis
bevonodszert.

A hatbéanyagokat vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté so6ikat
vagy szarmazékaikat adagolhatjuk egy elixir, szuszpenzid, szirup,

ostya, rAgdégumi vagy mas hasonlé komponenseként is. A szirup
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tartalmazhat a hatéanyag mellett szacharozt mint édesit6szert, bi-
zonyos konzervaloszereket, festékeket, szinezGanyagokat €s iza-
nyagokat.

A hatéanyagot vagy gyo6gyaszatilag elfogadhat6 szarmazékait
“vagy so6it adagolhatjuk tovabba mas hatéanyagokkal egyiittesen is,
amelyek nem befolyésoljék a kivant hatést, ilyenek lehetnek pel-
daul a kévetkezSk: antibiotikumok, gomba-elleni szerek, gyulla-
dasgatlok,vagy virusellenes vegyiiletek. A hatéanyagokat adagol-
hatjuk lipidcsdkkent szerekkel egyiitt is, ilyenek példaul a
probucol és a nikotinsav, vérlemezkeaggregaci6t gatlé anyagok-
kal, ilyen péld4ul az aszpirin, antitrombotikus szerekkel, ilyen
példaul a coumadin, kalciumcsatorna blokkoldkkal, ilyenek pél-
d4ul a varapamil, a diltiazem és a nifedipin, angiotenzin konverta-
16 enzim (ACE) inhibitorokkal, ilyen péld4ul a captopril €s az
enaropril, tovabba B-blokkolokkal, ilyen péladul a propanolol,
terbutalol és labetalol. A vegyiileteket adagolhatjuk tovébba kii-
16nb6z8 nem-szteroid gyulladasgatlokkal egyiitt is, ilyenek példaul
az ibuprofen, indometacin, aszpirin, fenoprofén, mefenaminsav,
flufanaminsav, szulindak. A vegyiileteket kortikoszteroidokkal
egylitt is adagolhatjuk.

A parenteralis, intradermalis, szubkutan vagy topikélis adago-
last oldatok vagy szuszpenzidk példaul a kévetkez6
komponensekt tartalmazhatjak: steril higitok, igy példaul injekcid
céljara alkalmas viz, s6oldat, fixalt olajok, polietiléglikolok, gli-
cerin, propilénglikol vagy szintetikus oldészerek; antibakterialis
szerek, igy példaul benzil-alkohol vagy metil-parabens;
antioxidansok, igy péld4ul aszkorbinsav vagy natrium-biszulfit;

kelatképzdszerek, igy példaul etilén-diamin-tetraecetsav; pufferek,
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igy példaul acetatok, citratok vagy foszfatok, tovabba a tonicitas
beéllitasara alkalmas szerek, igy példdul a natrium-klorid vagy
dextréz. A parenteralis készitmények lehetnek ampulldk, eldobha-
t6 fecskenddok vagy tobb adagot tartalmazo fiolak tivegbdl vagy
muianyagbol.

Intravénds adagolas esetén az eldnyds hordozdéanyagok kozé
tartozik a fiziologiai s6oldat vagy a foszfattal pufferolt séoldat
(PBS).

A taldlmany szerinti hatéanyagokat adagolhatjuk
transzdermalis tapaszokkal is. Ezen transzdermalis tapaszok eld-
allitasa a szakteriileten ismert (példaul Brown, L., és R. Langer,
“Transdermal Delivery of Drugs”, Ann. Rev. Med., 39:221-229
(1988)).

Egy tovabbi kivitelezési formanal a hatéanyagot olyan hordo-
zokkal keverjlik el, amelyek védik a vegyiiletet a szervezetbdl vald
gyors kiliriiléssel szemben, ilyenek a szabédlyozott felszabaduldst
készitmények, beleértve az inplantdtumokat és mikrokapszuldzott
hordozoérendszereket. Erre a célra bioldgiai uton lebomlani képes
biokompatibilis polimereket alkalmazunk, példaul a kovetkezGket:
etilén-vinil-acetét, polianhidridek, poliglikolsavak, kollagén,
poliortoészterek vagy politejsav. Ezen készitmények el6allitasa a
szaktertiileten jartas szakember szdmara ismert. Az anyagokat ke-
reskedelmi forgalomban beszerezhetjiik példaul az Alza
Corporation €s Nova Pharmaceuticals Inc cégektdl.

Liposzdma szuszpenzidkat szintén alkalmazhatunk mint
gyoégyszerészetileg elfogadhato hordozéanyagokat. Ezeket a
szakteriileten jartas szakember szamara ismert modon allitjuk el

(példaul USP 4 522 811 szadmu szabadalmi leiras). Péld4ul
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liposzéma készitményeket allithatunk el oly médon, hogy a meg-
felel6 lipidet vagy lipideket (példaul sztearoil-foszfatidil-
-etanolamin, sztearoil-foszfatidil-kolin, arachadoil-foszfatidil-
-kolin, és koleszterin) megfeleld szervetlen old6szerben feloldunk,
majd elparologtatjuk, amikoris egy vékony film vagy egy szaritott
lipidréteg marad vissza a tartdly felilletén. A hatéanyag vagy
monofoszfatja, difoszfatja és/vagy trifoszfatja vizes oldatat ezutan
beadagoljuk a tartalyba. A tartilyt ezutan kézzel razzuk, hogy a
lipidet a tartaly falatol elvalasszuk, majd a lipid aggregatumokat
diszpergaljuk és igy képezziik a liposzéma szuszpenziot.

A taldlméany szerinti megoldas kiilonbdz6 modositasai és
véltozatai, amelyek a szakember szdmara nyilvanval6ak, szintén a

talalmany oltalmi korébe tartoznak.
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Szabadalmi igénypontok

1. A kovetkez6 képleteknek megfelelé nem-toxikus ditio-
-karbamatok alkalmazasa human kardiovaszkularis betegségek
kezelésére alkalmas gydgyszerkészitmények eléallitasanal:

R'SC(S)NR’R’ vagy R*R’N(S)CS-SC(S)NR’R’
a képletben
R! jelentése hidrogénatom vagy gyogyaszatilag elfogadhato
kation, el6nydsen natrium vagy kélium, vagy NRR’R°R’
altalanos képletl csoport, amely képletben
R*, R’ R°ésR’ jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogéna-
tom, 1-6 szénatomos, lineéris, egyenes vagy elagazo
lancu vagy ciklusos alkilcsoport, hidroxi-1-6 széna-
tomos alkilcsoport, ahol egy vagy tobb hidroxil-
csoport kapcsolédhat barmelyik szénatomhoz, vagy
arilcsoport, és
R?és R’ jelentése egymastol fliggetleniil 1-10 szénatomos egyenes
 vagy elagazé lanca vagy ciklusos alkilcsoport
-(CHOH),(CH,),OH csoport, ahol n értéke 0, 1,2, 3,4, 5
vagy 6, -(CH,),CO,R' vagy -(CH,),CO,R* 4ltalénos képle-
td csoport, hidroxi-1-6 szénatomos alkilcsoport vagy R? és
R’ egyluttesen egy hidat képeznek, amely lehet egy -(CH,),,,
altalanos képletd csoport, ahol m értéke 3-6, és
R* jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy aralkil-csoport,
elényodsen acetil-, propionil-, vagy butiril-csoport.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazésa a kovetkez6

ditiokarbamétoknak: natrium-pirrolidin-N-karboditioat, natri-

um-N-metil-N-karboxi-metil-N-karboditioat, trindtrium-N,N-
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-di(karboxi-metil)-N-karboditioat, natrium-N-metil-D-
-gliikkamin-N-karboditioat, natrium-N,N-dietil-N-karboditioat
(natrium-dietil-ditio-karbamat), és natrium-N,N-diizo-
propil-N-karboditioat.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas ahol a ditiokarbamat
natrium-pirrolidin-N-karboditioat.

4. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas ateroszklerézis kezelé-
sére alkalmas gyo6gyszerkészitmények eldallitasahoz.

5. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas érplasztika utani
restenosis kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmények el6allitasa-
hoz.

6. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas koronarids artérias
betegségek kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmények eldallita-
sdhoz.

7. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas angina kezelésére al-
kalmas gy6gyszerkészitmények el6allitasdhoz.

8. Az 1. igénypont szerinti alkalmazasa kis véredény betegsé-
geinek kezezlésére alkalmas gydgyszerkészitmények el6allitasa-
hoz.

9. Az 1. igénypont szerinti alkalmazés, amelynél a ditio-
-karbam'étot 0,5-500 mg/kg testtomeg mennyiségben alkalmazzuk.

10. Az 1. igénypont szerinti alkalmazés, ahol a ditio-
-karbamatot perfuzids ballonkatéteren keresztil torténd adagolésra
alkalmas gyogyszerkészitményekhez alkalmazzuk.

11. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amelynél a
ditio-karbamatot valamely kovetkezé gyogyhatasa szerrel kombi-
néltan alkalmazzuk a gyogyszerkészitmény eldallitasanal: lipid

csokkentd szer, vérlemezkeaggregaciot galtd szer, antitrombotikus



-38-

szer, kalciumcsatorna blokkold, angiotenzin konvertalé enzim
(ACE) inhibitor, B-blokkold, nem szteroid gyulladdsgatl6 vagy
kortikoszteroid.
12. Gyogyszerkészitmény, amely a kardiovaszkularis beteg-
ségek kezelésére hatdsos mennyiségben valamely kovetkez6 kép-
letnek megfeleld nem-toxikus ditio-karbamatot tartalmaz:
R'SC(S)NR?R® vagy R*R*N(S)CS-SC(S)NR’R’

a képletben

R! jelentése hidrogénatom vagy gyogyaszatilag elfogadhato

kation, elényosen natrium vagy kélium, vagy NR‘R°R°R’

4ltalanos képleti csoport, amely képletben

R4, R’ , R®és R’ jelentése egymastodl fiiggetleniil hidrogéna-
tom, 1-6 szénatomos, linedris, egyenes vagy elagazd
lancu vagy ciklusos alkilcsoport, hidroxi-1-6 széna-
tomos alkilcsoport, ahol egy vagy tobb hidroxil-
csoport kapcsolédhat barmelyik szénatomhoz, vagy
arilcsoport, és

R? és R’ jelentése egymastél fiiggetleniil 1-10 szénatomos egyenes
vagy eligaz6 lanca vagy ciklusos alkilcsoport
-(CHOH), (CH,),OH csoport, ahol n értéke 0, 1, 2, 3,4, 5
vagy 6, -(CH,).CO,R! vagy -(CH,),CO,R* altaldnos képle-
ti csoport, hidroxi-1-6 szénatomos alkilcsoport vagy R% és
R? egyiittesen egy hidat képeznek, amely lehet egy -(CH,),,
altalanos képleti csoport, ahol m ért€ke 3-6, és
R* jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy aralkil-csoport,

elénydésen acetil-, propionil-, vagy butiril-csoport -

gyogyszerészetileg elfogadhat6 higitbanyaggal vagy hordozoa-
nyaggal egyutt.
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13. A 12. igénypont szerinti gyogyszerkészitmény, amely
ditio-karbamatként valamely kdvetkez6 vegyiiletet tartalmaz: nat-
rium-pirrolidin-N-karboditioat, natrium-N-metil-N-karboxi-
-metil-N-karboditioat, trinatrium-N,N-di(karboxi-metil)-
-N-karboditioéat, natrium-N-metil-D-glilkamin-N-karboditioat, nat-
rium-N,N-dietil-N-karboditioat (natrium-dietil-ditio-karbamat), és
natrium-N,N-diizopropil-N-karboditioat.

14. A 12. igénypont szerinti gyogyszerkészitmény, amely
ditio-karbamatként natrium-pirrolidin-N-karboditioatot tartalmaz.

15. Eljaras kardiovaszkularis betegségek kezelésére alkalmas
gyogyszerkészitmények eldallitasira azzal jellemezve, hogy va-
lamely kovetkez6 képletnek megfelelé nem-toxikus ditio-
-karbamatot gyogyszerészetileg elfogadhat6é hordozéanyaggal
vagy higitéanyaggal elkeveriink:

R'SC(S)NR’R’ vagy R’R’N(S)CS-SC(S)NR’R’
a képletben
R jelentése hidrogénatom vagy gy()gjfészatilag elfogadhat6
kation, elény0sen natrium vagy kdlium, vagy NR‘R’R°R’
altalanos képleti csoport, amely képletben
R*, R’,R%¢s R’ jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogéna-
tom, 1-6 szénatomos, linedris, egyenes vagy elagazoé
lanca vagy ciklusos alkilcsoport, hidroxi-1-6 széna-
tomos alkilcsoport, ahol egy vagy t6bb hidroxil-
csoport kapcsolodhat barmelyik szénatomhoz, vagy
arilcsoport, és
R%és R’ jelentése egymastol ﬁiggetleniﬂ 1-10 szénatomos egyenes
vagy eldgaz6 lancua vagy ciklusos alkilcsoport

-(CHOH),(CH,),OH csoport, ahol n értéke 0,1, 2, 3,4, 5
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vagy 6, -(CH,),CO,R' vagy -(CH,),CO,R" altalénos képle-
td csoport, hidroxi-1-6 szénatomos alkilcsoport vagy R’ és
R’ egyiittesen egy hidat képeznek, amely lehet egy -(CH,),,
altalanos képletd csoport, ahol m értéke 3-6, és

jelentése alkil-, aril-, alkaril- vagy aralkil-csoport, elény6sen

~ acetil-, propionil-, vagy butiril-csoport.

A meghatalmazott:

DANUBIA

O Szabadalmi Vedj egy Iroda Kft
SR T ] A
{ ~—



122909 C ENmERa

1. abra KOZZETETEL! PELDANY
1dG/0ra | o 2 4 8 24
PDTC | ={- +| - +]= +|a +
IL-1B} = |+ +] 4+ +{+ + ]|+ +
288
- w
A - VCAM-1
185 —
28S — L.
B. - ~ - E-selectin
18S —
28S -
C. W wwW = ~-- | jcAM
18S

1 2 3 4 5 86 7 8 9

DA 1A :
Szabadalmi %Sé jeg)tlroda Kit.



KOZZETETELI PELDANY

2. dbra

PDTC M) O O 0.050.5 § 50 100
[L-18 - + + 4+ + + +

28S —
v v

A. did VCAM-1
18S—
285

B. E-selectin
188
285

C. ICAM-1
185 —

D BIA
Szabada!miégli;{/e\g( Iroda Kft.
1



PDTC

. 3. ébra

TNF LPS PIC
- -4 - 4+

28S —

185 —

) - @

288 —

188 —

285 —

188 —

‘-ai!!

123456

KOZZETETELI PELDANY

VCAM-1
E-selectin

ICAM-1

) BIA
sz&badalrﬁ»fjjfy hosca ke
11.



A\ o~ ~

V . soee ve . b
A U}«",\./ Tee 3 2ttt
.
L]

A : e

' 4. abra
KOZZETETELI PELDANY

0.140 + —
0.120 +
0.100 4
0.080 +
0.060 -
0.040 4
0.020 +

0.000 e EL'L'—

0.250 +

L 4

T

L4

Relativ VCAM-1

Akkumulacid

0.200 +

0.150 4+

0.100 +

Relativ VCAM-1
Akkumulacié

0.050 A

0.000 L_l‘
5

IL-1p

LPS
TNFa
PIC

' ANUB!
Szabadalmig\%;j{ gy hroca k»
11



0.4

5. abra

K®ZZETETEL! PELDANY

0.1

R

Relativ VCAM-1 sejtfeliileti expresszié (0.D.595nM)

L

0.05 PDTC

5 DETC

30 NAC

DF

ANUBI -
stbadam@c\ﬁ%y Iroda Kit.
1



5mM NAC + TNFa vcam

Relativ VCAM-1 expresszi6

o

+10°0

-¢0'0
-€0°0
-v0'0
-G0°0

TNFa vcam

4
S00uM PDTC + TNFa
vcam

L L

50uM PDTC + TNFa |
vcam A

500uM DIDTC + TNFa

vcam

500uM PyDTC + TNFa |
vcam
500uM SarDTC + TNFa |
vcam -

500uM MGDTC + TNFa
’ vcam
500uM DEDTC + TNFa |

L L

vcam ]

500uM IDADTC + TNFa |
vcam

500uM MeOBGDTC + |

6/8
KOZZETETELI PELDANY
o o
o
[

TNFa vcam

500uM NAC + TNFa |

vcam

-

=

ANUBJA
Szabadalmig%(egy e K
1Y



% Molt-4 kotés

7. dbra

KOZZETETELI PELDANY

05

N N B
5T
30t
25 4

NS
20 4 -
1s
10 1 '
S 4
0 CTL TNF PDIC TNF  TNF
+PDTC +PDTC +mABp3cd




8. dbra

Natrium-pirrolidin-N-karboditio4t

NaOOCCH:-N-CS:Na

CH:COONa

Trinatrium-N,N-di(karboxi-metil)-N-
-karboditioat

(vagy imino-di-ecetsav-ditiokarbamat,
trinatrium)

S'Na*

Natrium-N-(4-metoxi-benzil)-D-
-glikkamin-N-karboditioat

oooooo

------

KOZZETETELI PELDANY

CHi3-N-CSiNa
CH:CO0H
Nétrium-N-metil-N-karboxi-metil-N—

-karboditioat
(vagy nétrium-sarkozin—ditiokarbamét)

o — N7 (CHOMCHH 4
CSa

Natrium-N-metil-D-gliikamin-N-
-karboditioat

CH3CH2-N-CS2Na

CH2CH3

Natrium-N,N-dietil-N-karboditio4t
(vagy nétrium-dietil-ditiokarbarnét)

(CH3)2CH-N-CS2Na
CH(CH3)a

Natrium-N,N-diizopropil-N-karboditio4t
(vagy natrium-diizopropil-N-karboditioat

DANUBIA .
Szabadalmiéffij:?y lroda Kft.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

