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Kombinace inhibitortl transferniho proteinu cholesterylesteru a

derivatd kyseliny fibrové pro kardiovaskularni indikace.
Tato p¥ihlagka narokuje prioritu US prozatimni pr¥ihla3ky
&. 60/142,616 podané 7. Cervence 1999 a US prozatimni

prihladky &. 60/113,955 podané 23. prosince 1998.

Oblast techniky

Pfedkléadany vynédlez se tyké zpﬁsdbu léceni
kardiqvaskulérnich nemoci, zejména se tyka kombinaci
sloudenin, prostfedkl a zplsobl pro jejich pouZiti
v lékafstvi, zejména v profylaxi a lécbé hyperlipidemickych
stavia, jako jsou stavy spojené s aterosklerdzou,
hypercholesterolémii a ostatnich nemoci koronarni artérie u
savcl. Zejména se vynalez tyké sloucdenin inhibujicich aktivitu
transferniho proteinu cholesterylesteri. Vyndlez se také tyka

derivatl kyseliny fibrové (fibraty).

Dosavadni stav techniky

Je dobfe znamé, Ze hyperlipidemické stavy spojené se
zvySenymi koncentracemi celkového cholesterolu a cholesterolu
s lipoproteiny o nizké hustoté (LDL cholesterolu) Jsou
hlavnimi rizikovymi faktory pro koronarni srdecni choroby a
zejména aterosklerézu. Rada studii uvadi, Ze nizkd koncentrace
cholesterolu s lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL
cholesterolu) v plazmé je silny rizikovy faktor pro vyvoj
aterosklerdzy (Barter a Rye, Atherosclerosis, 121, 1-12
(1996) . HDL je jednou z hlavnich t¥id lipoproteint, které
pusobi pti pfenosu lipidd v krvi. Bylo zjisténo, Ze hlavni
lipidy, spojené s HDL zahrnuji cholesterol, cholesterylester,
triglyceridy, fosfolipidy a mastné kyseliny. Dals$i tridy

lipoprotein nalezené v krvi jsou lipoprotein o nizké hustoté



(LDL), lipoprotein o st¥edni hustoté (IDL) a lipoprotein o
velmi nizké hustot& (VLDL). JelikoZ nizké Urovné HDL
cholesterolu zvyéuji nebezpeli aterosklerdzy, zpusoby
zvy3ujici Groven HDL cholesterolu v plazmé& by mohly byt
terapeuticky pfiznivé pro lécbu aterosklerdzy a ostatnich
nemoci spojenych s akumulaci lipidu v krevnich cévach. Tyto
nemoci zahrnuji, nikoliv v3ak s omezenim, koronarni srdecCni
nemoc, nemoci perifernich cév a mrtvici.

Aterosklerbdza je puvodcem fady nemoci koronarnich tepen
(CAD) a je hlavni pficinou nemocnosti a umrtnosti v moderni
spole&nosti. Vysoké Urovné LDL cholesterolu (vice neZz okolo
180 mg/dl) a nizké tirovné& HDL cholesterolu (pod 35 mg/dl) jsou
dileZitymi pficinami pro rozvoj aterosklerdzy. Dal3i nemoci
nebo rizikové faktory, jako jsou nemoci perifernich cév,
mrtvice a hypercholesterolemie jsou negativné ovlivnény
nepriznivymi poméry HDL/LDL.

Zabranénl recirkulace ZlucCovych kyselin z lumenu
intestindlniho traktu sniZuje hladinu sérového cholesterolu
v primém vztahu. Epidemiologickad data, kteréd byla zjiSténa
naznaduji, Ze takovad redukce vede ke zlepSeni zdravotniho
stavu u aterosklerdzy. Stedronski v &léanku ,Interaction of
bile acids and cholesterol with nonsystemic agents having
hypocholesterolemic properties,“ Biochimica et Biophysica
-Acta} 1210, 255-287 (1994) diskutuje biochemii, fyziologii a
znadma aktivni ¢&inidla vztahujici se ke ZluCovym kyselindm a
cholesterolu.

Inhibice transferniho proteinu cholesterylesteru (CETP)
u&inné modifikuje poméry HDL/LDL a oCekédva se, Ze kontroluje
postup a/nebo vznik urc¢itych kardiovaskularnich nemoci. CETP
je plazmovy protein, ktery usnadiiuje pfesun cholesterylesteru
a triglyceridd mezi rUznymi lipoproteiny v krvi (Tall, J.
Lipid Res., 34, 1255-74 (1993)). Pfesun cholesterylesteru
z HDL k LDL pomoci CETP m& vliv na sniZeni HDL chélesterolu.

Inhibice CETP povede ke zvySeni HDL cholesterolu v plazmé a ke
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sni¥eni LDL cholesterolu v plazmé, coZ md za nasledek
terapeuticky priznivy profil lipidt v plazmé&. Dikaz tohoto
u&inku je popsan v McCarthy, Medicinal Res. Revs., 13, 139-59
(1993) . Daldi dbkaz tohoto uéinku popsal Sitori, Pharmac.
Ther., 67, 443-47 (1995)). Tento fenomén prvneé demonstroval
Swenson a kol., (J. Biol. Chem., 264, 14318 (1989)) za pouzZiti:
monoklonadlni protilatky, kterd specificky inhibuje CETP. U
kralikd tato protilatka zvydila HDL cholesterol v plazmé a
sni%ila LDL cholesterol. Son a kol. (Biochim. Biophys. Acta,
795, 743-780 (1984)) popisuje proteiny z lidské plazmy, které
inhibuji CETP. US patent 5 519 001, uvadény zde jako odkaz,
Kushawaha a kol., popisuje peptid o 36 aminokyselinach, ktery
inhibuje aktivitu CETP. Cho a kol. (Biochim. Biophys. Acta
1391, 133-144 (1998) popisuji peptid z plazmy vepre, ktery
inhibuje lidsky CETP. Bonin a kol. (J. Peptide Res., 51, 216-
225 (1998)) popisuji dekapeptidovy inhibitor CETP.
Depsipeptidovy fungalni metabolit popsal jako inhibitor CETP
Hedge a kol., v Bioorg. Med. Chem. Lett., 8, 1277-80 (1998) .
Bylo uvedeno nékolik zprav o nepeptidovych slouceninach,
které pusobi jako inhibitory CETP. Barrett a kol. (J. Am.
Chem. Soc., 188, 7863-63 (1996) popisuji inhibitory CETP
obsahujici cyklopropan. Dale, inhibitory obsahujici
cyklopropan popsal Kuo a kol. (J. Am. Chem. Soc., 117, 10629-
34 (1995)). Pietzonka a kol. (Bioorg. Med. Chem. Lett., 6,
1951-54 (1996) popsal fosfonat obsahujici analogy
cholesterylesteru jako inhibitory CETP. Coval a kol. (Bioorg.
Med. Chem. Lett., 5, 605-610 (1995)) popisuji Widediol-A a -B
a pribuzné seskviterpenové slouceniny jako inhibitory CETP.
Lee a kol. (J. Antibiotics, 49, 693-96 (1996)) popisuji
inhibitory CETP odvozené od insekticidnich hub. Busch a kol.
(Lipids, 25, 216-220, (1990)) popisuji cholesterylacetylbromid
jako inhibitor CETP. Morton a Zilversmit (J. Lipid Res., 35,
836-47 (1982)) popisuji, Ze p-chlormerkurifenylsulfonat, p-

hydroxymerkuribenzodt a ethylmerkurithiosalicylat inhibuji




CETP. Connolly a kol. (Biochem. Biophys. Res. Comm., 223, 42-
47 (1996)) popisuji daldi cysteinovd modifikacni ¢inidla jako
inhibitory CETP. Xia a kol., popisuji 1,3,5-triaziny jako
inhibitory CETP (Bioorg. Med. Chem. Lett., 6, 919-22 (1996)).
Bisgaier a kol. (Lipids, 29, 811-8 (1994)) popisuji 4-fenyl-5-
~tridecyl~-4H-1,2,4-triazolthiol jako inhibitor CETP. Dalsi
triazolové inhibitory CETP jsou popsany v US patentové
p¥ihlasce 09/153,360, uvadéné zde jako odkaz. Sikorski a kol.
popisuji dalsi nové inhibitory CETP v patentové pfihlasce PCT
&. WO 99/14204.

Substituované 2-merkaptoanilinamidové slouceniny se mohou
pouzit jako inhibitory CETP a takové slouceniny popsal H. |
Shinkai a kol. v patentové pfihladce PCT &. WO 98/35937.

Jsou znéamé nékteré hetéroalkylaminové slouceniny jako
inhibitory CETP. V Evropské patentové prihlaSce C. 796846,
Schmidt a kol., jsou popséany 2-arylsubstituované pyridiny jako
inhibitory transferniho proteinu cholesterolesteru, které jsou
uZite&né jako kardiovaskularni ¢inidla. Jeden substituent
v poloze C; pyridinového kruhu miZe byt hydroxyalkylova
skupina. V Evropské patentové p¥ihlaSce ¢. 801060, Dow a
Wright popisuji heterocyklické derivaty substituované
aldehydovym adiénim produktem alkylaminu za vzniku 1—hydroxy—v

~l-amini. Tyto slou&eniny jsou uvadény jako P3-adrenergické
receptorové agonisty, které jsou uZitecné pro lécbu diabetu a
ostatnich chorob. V paténtové prihléasce GB ¢. 2305665, Fischer
a kol. popisuji sekundadrni aminoalkoholové substituované
pyridinové derivaty, které jsou uZitecné pro lécbu nékterych
chorob, v&etné Urovni cholesterolu a aterosklerotickych
chorob. V Evropské patentové pfrihla3ce &. 818448 (zde uvadéné
jako odkaz) Schmidt a kol. popisuji tetrahydrochinolinové
derivaty jako inhibitory transferniho proteinu
cholesterolesteru. Evropskd patentovad prihlédska &. 818197,
Schmek a kol., popisuje pyridinové derivédty s kondenzovanymi

heterocykly jako inhibitory transferniho proteinu
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cholesterolesteru. Brandes a kol. v patentové prihlasce
Némecka &. 19627430 popisuje bicyklické kondenzované
pyridinové derivaty, které jsou uZitecné jako inhibitory
transferniho proteinu cholesterolesteru. V patentové pfihléasce
PCT &. WO 98/39299, Muller-Gliemann a kol. jsou popséany
chinolinové derivaty jako inhibitory transferniho proteinu
cholesterylesteru.

Polycyklické slouleniny, které jsou uZitecné Jjako
inhibitory CETP také popsal A. Oomura a kol. v japonské
patentové prihlasce &. 10287662. Napfriklad terapeutické
sloudeniny, majici struktury C-1 a C-8 byly pfipraveny
kultivaci Penicillium spp.

Cykloalkylpyridiny, uZite&né jako inhibitory CETP popsal
Schmidt a kol. v Evropské patentové prihla3ce ¢. EP 818448.
Napfiklad terapeutickéd sloucenina, ktera mé& strukturu C-9 je
popséana jako slouCenina, kterd je zejména uclinna jako
inhibitor CETP. v

Substituované tetrahydronaftalenové slouceniny, uZitecné
jako inhibitory CETP jsou popsany v patentové prihlasce PCT C.
WO 99/14174. Zejména Jje v této p¥ihlasce popsan jako uzZitecny
inhibitor CETP (8S)-3-cyklopentyl-1-(4-fluorfenyl)-2-[(S)-

-fluor (4-trifluormethylfenyl)methyl]-8-hydroxy-6-
-spirocyklobutyl-5, 6, 7-tetrahydronaftalen.

N&které 4-heteroaryltetrahydrochinoliny, uZitecné jako
inhibitory CETP jsou popsany v patentové prihléasce PCT ¢. WO
99/14215. Naptriklad je popséan 3-(4-trifluormethylbenzoyl)-

-5,6,7,8-tetrahydrochinolin-5-on, jako inhibitor CETP.

Derivaty kyseliny fibrové zahrnuji dalsi tridu leéeciv,
které maji ucinek na uUrovné lipoproteint. Mezi prvni z téchto
slouc¢enin pat¥?i clofibréat, popsany v US patentu ¢. 3 262 850,
uvadény zde jako odkaz. Clofibrat je ethylester p-
chlorfenoxyizobutanové kyseliny. Siroce pouZivané lécivo
v této tfidé je gemfibrozil, popsany v US patentu ¢. 3 674

836, uvadény zde jako odkaz. Gemfibrozil je Casto pouZivan ke
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snifeni urovn& triglyceridd nebo ke zvySeni koncentraci HDL
cholesterolu (The Pharmacological Basis of Therapeutics, str.
893, zde uvadéno jako odkaz). Fenofibrat (US patent &. 4 058
552, uvadény zde jako odkaz) mé podobny ucinek jako
gemfibrozil, ale navic sniZuje urovné HDL. Ciprofibrat (US
patent &. 3 948 973, uvadény zde jako odkaz) ma podobné 1U&inky
jako fenofibrat. Daldi lé&ivo této tr¥idy je bezafibrat (US
patent &. 3 781 328, uvadény zde jako odkaz). Varovné
postranni U&inky pouzivéani derivatl kyseliny fibrové zahrnuji
nemoci Zluéniku (cholelithiaza), rhabdomyolysis a akutni
renalni selhani. N&které z t&chto U&inkfl jsou aktivovany,
kdy? se fibraty kombinuji s inhibitory HMG CoA reduktazy

v disledku jejich kombinovanych u&inkd na jatra.

Né&které kombinacni terapie pro lécbu kardiovaskuléarni
nemoci byly v literatu¥e popsany. Kombinace inhibitord IBAT
s inhibitory HMG CoA reduktédzy uZiitecné pro lécbu
kardiovaskuldrni nemoci Jjsou popsény v US patentové prihlasce
&. 09/037,308, zde uvadéné jako odkaz. |

Kombina&ni terapii za pouzZiti fluvastatinu a niceritrolu
popsal J. Sasaki a kol., (Id). Tito vyzkumnici uvadéji, Ze
kombinace fluvastatinu s niceritrolem ,v davce 750 mg/den
nevykazuje nezvy3uje nebo nesniZuje uZitelné uclinky
fluvastatinu."

L. Cashin-Hemphill a kol. (J. Am. Med. Assoc., 264 (23),
3013-17 (1990), zde uvadéné jako odkaz) popisuji uZitecné
G&inky kombinaCni terapie za pouZiti colestipolu a niacinu na
korondrni aterosklerdzu. Popsané ucinky zahrnuiji zastaveni
postupu a regrese vyskytujicich se v nativnich koronéarnich
tepennych 1lézich.

Kombinac¢ni terapie za pouZiti acipimoxu a simvastatinu
ukazuje priznivé ucinky ha HDL u pacientti, majicich vysoké
urovné triglyceridi (N. Hoogerbrugge a kol., J. Internal Med.,

241, 151-55 (1997)).




Kombina&ni terapii za pouZiti sitostanol ester margarinu a
pravastatinu popsali H. Gylling a kol. (J. Lipid Res., 37,
1776-85 (1986), zde uvadéné jako odkaz). O této terapii se
uvadi, Ze soucdasné podstatné inhibuje absorpci cholesterolu a
sniZuje LDL cholesterol u muzll s diabetem nezavislym na
inzulinu.

Brown a kol. (New Eng. J. Med., 323 (19), 1289-1339 (1990)
zde uvadéno jako odkaz, popisuji kombinaéni terapii za pouZiti
lovastatinu a colestipolu, kterd sniZuje progres
aterosklerotické léze a zvySeni regrese léze vzhledem
k samostatnému lovastatinu.

Kombinacni terapii za pouZiti apoB sekrec&niho inhibitoru
s inhibitorem CETP popsali Chang a kol. v PCT patentové
prihlasce &. WO 98/23593, uvadéné zde jako odkaz.

Buch a kol. (patentova pfihlaska PCT ¢&. WO 99/11263), zde
uvadéna jako odkaz) popisuji kombinaéni terapii zahrnujicil
amlodipin a statinovou slouleninu pro léceni subjektl, ktefi
trpi anginou pectoris, aterosklerdzou, kombinovanou hypertenzi
a hyperlipidemii a 1é&bu symptoml srdecni zéastavy. Buch a kol.
popisuji v patentové prihlasSce PCT &. WO 99/11259 kombinacni
terapii zahrnujici amlodipin a atorvastatin.

Scott a kol. (patentova pfihlaska PCT ¢&. WO 99/11260)
popisuji kombina&ni terapii zahrnujici atorvastatin a
antihypertenzivni ¢inidlo.

Dettmar a Gibson (patentova pfihlagka VB &. 2329334 A)
narokuji terapeuticky prostfedek, pouZitelny pro sniZeni
urovné lipoproteinu s nizkou hustotou a cholesterolu v plazme,
kde prosttedek obsahuje inhibitor HMG CoA reduktazy a ZluCové
komplexni ¢inidlo.

Shora uvedené odkazy ukazuji na kontinudlni potfebu nalézt
bezpedna a ucinnad ¢inidla pro profylaxi nebo 1lécbu

kardiovaskularnich nemoci.

Podstata vynalezu




Vzhledem k existujici pot¥ebé nalézt bezpecna a ucinna
&¢inidla pro profylaxi a 1é&bu kardiovakuldrnich nemoci, uvadi
se v predkladané prihlaSce kombinacni terapie
kardiovaskuladrnich 1léciv.

Pfedkladanad prihladka poskytuje kombinacni terapii,
zahrnujici pouZiti prvniho mnoZstvi inhibicni slouleniny CETP
a druhého mnoZstvi dal3iho kardiovaskularniho terapeuticky
udinného lé&iva k profylaxi a 1é¢bé hyperlipidemie,
ateosklerdzy nebo hypercholesterolemie, kde mnoZstvi uvedenych
latek dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky G&€inné mnoZstvi,
antiatheroskleroticky u¢inné mnoZstvi nebo ’
antihypercholesterolemicky u¢inné mnoZstvi uvedenych
sloudenin. Naptriklad jedno z mnoha provedeni vynalezu je
kombina&ni terapie zahrnujici terapeutickou davku slouleniny
inhibujici CETP a derivatu kyseliny fibrové. -

Daldim provedenim pfedkladaného vynalezu je pouZiti
jakékoliv kardiovaskuldrni kombinacni terapie popsané v tomto
dokumentu k profylaxi nebo 1é&bé hypercholesterolemie,
aterosklerézy nebo hyperlipidemie. Tak v jednom provedeni
pfedkladany vynédlez poskytuje zplsob profylaxe'nebo lécby
hyperlipidemického stavu, zahrnujici podani pacientovi,

v ptipadé potfeby, kombinace v jednotkové davkové formé,
pfidemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi sloucCeniny na
bazi derivatu kyseliny fibrové a druhé mnoZstvi inhibi&ni
slou&eniny CETP, kde mnoZstvi uvedenych latek dohromady
zahrnuje antihyperlipidemicky ué¢inné mnoZstvi sloucenin.

V daldim provedeni pfedkladany vyndlez poskytuje zplsob
profylaxe nebo 1é¢by aterosklerotického stavu, zahrnujici
podani paciehtovi, v p¥ipadé potfeby, kombinace v jednotkové
davkové formé&, pricemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi
slou¢eniny na bazi derivatu kyseliny fibrové a druhé mnoZstvi

CETP inhibidéni sloucdeniny, kde mnoZstvi uvedenych latek




dohromady zahrnuje antiateroskleroticky u¢inné mnoZstvi
sloucenin.

Jeitd v dal3im provedeni ptedkladany vynalez poskytuje
zplisob profylaxe nebo 1é&by hypercholesterolemie, zahrnujici
podéni pacientovi, v pfipadé potfeby, kombinace v Jjednotkové
davkové formé@, pricemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi
slouc¢eniny na béazi derivétu.kyseliny fibrové a druhé mnoZstvi
inhibi&ni slou&eniny CETP, kde mnoZstvi uvedenych latek
dohromady zahrnuje antihypercholesterolemicky uc¢inné mnozstvi
sloucCenin.

Dalsi rozsah aplikovatelnosti pfredklddaného vynalezu bude
z¥ejmy z detailniho popisu uvedeném dale. Nicméné& je treba
vzit v uvahu, Ze nasledujici podrobny popisva priklady, ackoli
uvadéji vyhodna provedeni vynadlezu jsou uvedeny pouze pro
ilustraci a odbornik mlZe provést fadu zmén a modifikaci
v ramci rozsahu predkladdaného vynalezu.

Nasledujici detailni popis vynalezu slouZi jako pomoc
odbornikim v oblasti pf¥i praktickém uzZivani predkladaného
vynalezu. Nicméné, tento detailni popis neni konstruovan tak,
aby prili3 omezoval vynalez. Odbornik miZe provést radu
modifikaci a zmén, aniZ by do$lo k odchyleni od podstaty nebo
rozsahu predkladaného vynalezu.

Obsahy kaZzdého citovaného odkazu, vietné obsahu odkazu
citovanych v réamci primadrnich odkazli, jsou zde zaClenény
odkazem ve své Uplnosti. '

Aby ¢tend? porozumél nédsledujicimu detailnimu popisu,
plati nésledujici definice:

,Kombinadni terapie“ znamend podani dvou nebo vice
terapeutickych ¢inidel k 1é¢&bé hyperlipidemického stawvu,
napfiklad aterosklerdzy a hypercholesterolemie. Takové podéni
zahrnuje spole¢né podani téchto terapeutickych ¢inidel
v podstaté soucasné, jako je jedna kapsle, obsahujici fixni
pom&r aktivnich sloZek nebo vice kapsli pro kaZdou inhibicni

slouc¢eninu. Navic toto podani zahrnuje takée vyuziti kaZdého
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typu terapeutického ¢&inidla v sekvenénim zplsobu. V tomto
pfipadé bude lé&ebny reZim poskytovat uZitecné ucinky
kombinaci 1é&iv pfi 1é&bé& hyperlipidemickych stavi.

Fraze ,terapeuticky ﬁéinné“ je vztaZena k oznacCeni
kombinovaného mnoZstvi inhibitortt v kombina&ni terapii. Toto
kombinované mnoZstvi dosadhne cile, spocivajici v redukci nebo
eliminaci hyperlipidemického stavu.

,Terapeutickd slou&enina“ znamend slouceninu uZitelnou pfi
profylaxi a 1é&bé& hyperlipidemického stavu, vcetné

aterosklerdzy a hypercholesterclemie.
Kombinace

Kombinace podle predkladdaného vynalezu budou mit Fadu
vyuZziti. Napfiklad upravou davky a lékafskym dohledem budou
jednotlivé davky pouZitych terapeuticky sloucCenin niZz3i, neZ
jsou typické davky pouZité pfi monoterapii. SniZovani davek
prinese vyhody, spodivajici ve sniZeni vedlej3ich ulinkl ve
srovnani s monoterapii. Dale, men$i vedlej3i u¢inky kombinacni
terapie ve srovnani s mdnote%apii povede k lepSim podminkam
pro pacienta pfi davkovém reZimu.

Daldi pouZitil pfedklddaného vynadlezu bude v kombinacich,
majicich doplfiujici u¢inky nebo dopliujici zplsoby pusobeni.
Napriklad inhibitory IBAT reguluji urovné cholesterolu
v krevnim séru inhibici reabéorpce ZluCovych kyselin
v ky&elniku. Naproti tomu inhibitory CEPT inhibuji pohyb
cholesterylester a triglyceridl mezi ruznymi lipoproteiny
v krvi.

Slouéeniny.uiiteéné v pfedkléadaném vynalezu zahrnuji
Siroky rozsah terapeutickych sloucenin. Né&které individualni
inhibitorové slouceniny CETP uZiteéné v predkladaném vynélezu
jsou popsany v nésledujicichVpatentonch prihlaskéach, pricemZ
kazda je zde uvadéna jako odkaz.

R9. US patentovéa pfihladka poradového ¢isla 60/101661.




R10.
R11.
R12.
R13.
R14.
R15.
Rl6.
R17.
R18.
R19.
R20.
R21.
R22.
R23.
R23.

Us
Us
Us
Us
us
us
Us
us
uUs
Us
Us
Us
Us
Us
us

patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova
patentova

patentova

prihlaska
prihléaska
prihlaska
prihléaska
prihlaska
prihléaska
pfihlaska
prihléaska
prihléaska
prihlaska
pfrihlaska
prihlagka
prihlaska

11

po¥adového
poradového
poradového
pofadového
poradového
potadového
pofradového
pofadového
potradového
pofradového
pofadového
potradového

pofadového

patent ¢islo 5 932 587.

patent ¢islo 5 925 645.

60/101711.
60/101660.
60/101664.
60/101668.
60/101662.
60/101663.

60/101669.

60/101667.

09/401916.

09/405524.
09/404638.

09/404638.

09/400915.

Zv1a&t zajimavé slouceniny jako inhibitory CETP

v pfedkladaném vynadlezu jsou uvedeny v tabulce 1, rovnéZ

jejich diastereomery,

enantiomery,

inhibitort CETP uvedenych v tabulce 1.

racematy,

soli a tautomery
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Derivaty kyseliny fibrové uZiteéné v kombinacich a
metodach podle predkladaného vyndlezu zahrnuji fadu struktur a
funkénich skupin. Vyhodné derivaty kyseliny fibrové podle
vynalezu jsou popséany v tabulce 2. Terapeutické sloucleniny

tabulky 2 se mohou pouZit v predkladaném vynédlezu v Fadé




18 *

forem, zahrnujici formu kyseliny, formu soli, racematy,
enantiomery, obojetnd ¢inidla a tautomery. Individualni US

patenty uvadéné v tabulce 2 jsou zde uvadé&ny jako odkaz.

Tabulka 2
Sloucenina ¢ Obecny nazev Registradni Odkaz na patent
¢islo CAS

G-41 Clofibrat 637-07-0 U.S. 3 262 850
G-70 Fenofibrat 49562-28-9 U.S. 4 058 552
G-38 Ciprofibrat 52214-84-3 U.S. 3 948 973
G-20 Bezafibrat 41859-67-0 |U.S. 3 781 328
G-78 Gemfibrozil 25182-30-1 U.S. 3 674 836
G-40 Clinofibrat 69047-39-8 U.S. 3 716 583
6-24 Binifibrat 30299-08-2 BE 884 722

Slou&eniny (napfiklad derivaty kyseliny fibrové nebo
slou&eniny inhibujici CETP) uZitec&né podle pfedkladaného
vynadlezu nemusi mit Zadny asymetricky atom uhliku nebo
alternativné, uZitec¢né slouceniny mohou obsahovat jeden nebo
viée asymetrickych atomi uhliku. JestliZe uZitecné slouCeniny
maji jeden nebo vice asymetrickych atomi uhliku, zahrnuji tak
racematy a stereoizomery, napriklad diastereomery a
enantiomery, jak v ¢isté formé&, tak ve smési. Tyto
stereoizomery se mohou pripravit za pouZiti konvencnich
technik, bud rekci enantiomernich vychozich latek nebo
separaci izomert slouéénin podle wvynélezu.

Izomery mohou zahrnovat geometrické izomery, napriklad
izomery cis nebo trans pfes dvojnou vazbu. V3echny tyto
izomery jsou uvazovany jako sloucCeniny podle predkladaného
vynalezu vynalezu. »

Slou¢eniny uZitecné podle vynédlezu také zahrnuji

tautomery.
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Sloudeniny uZiteéné podle predkladaného vynalezu, jak jsou

uvedeny dale, také zahrnuji jejich soli, solvaty a proléciva.
Davkovani, formulace a zpusoby podavani

Prostfedky podle vynalezu mohou byt podavany pfi profylaxi
nebo 1é&bé& hyperlipidemickych chorob nebo chorobnych stavl
jakymkoliv zplisobem, vyhodné& oralné&, tak se zajisti kontakt -
té&chto sloudenin s mistem jejich uc¢inku v téle, napriklad
v ileu, plazmé& nebo jatrech savci, napfiklad clovéka.

Pro profylaxi nebo 1é¢bu stavi popsanych VYEe mohou byt
slou&eniny uZite&né v prost¥edcich a zpuUsobech predkladaného
vynalezu jako takové. Farmaceuticky pfijatelné soli jsou
zv143td& vhodné pro léCebnou aplikaci, diky jejich vétsi
rozpustnosti ve vodé vzhledem ke sloucCeninam z nichz vznikly.
Takové soli musi obsahovat farmaceuticky pfijatelny anion nebo
kation. Vhodné farmaceuticky pfijatelné soli sloucCenin podle
vynalezu vznikajici pfidanim kyseliny, pokud je to moZné,
zahrnuji soli anorganickych kyselin jako je kyselina
chlorovodikovéa, bromovodikova, fosforeénd, metafosforecna,
dusic¢na, sulfonovéa, sirova a organickych kyselin jako octova,
benzensulfonova, benzoova, citrdnovéa, etansulfonova, fumarové;;
glukonova, glykolova, isothionovéa, mlécnéa, laktobionova,
maleinova, jable&néa, methansulfonovéd, Jjantarova,
toluensulfonovéa, vinnd a trifluoroctova. Chloridy Jjsou zvlast
vyhodné pro lé&ebné ulely. Vhodné farmaceuticky prijatelné
bazické soli mohou zahrnovat amoniové soli, soli alkalickych
kovli jako sodné a draselné soli, soli kovi alkalickych zemin
jako hofecnaté a vapenaté soli.

Anionty podle vynalezu musi byt samozrfejmeé take
farmaceuticky pfrijatelné a jsou také vybrany z téch uvedenych
shora.

Sloudeniny podle vynalezu mohou byt spolu s vhodnym

nosicem ve form& farmaceutické kompozice. Nosic musi byt
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samozFrejmé vhodny ve smyslu kompatibility s dalsSimi sloZkami
kompozice a nesmi byt 3kodlivy pro pfijemce. Nosi¢ mbZe byt
pevny nebo tekuty nebo oboje a je s vyhodou formulovan se
sloudeninou jako jednotkova davkova kompozice napriklad
tableta, ktera obsahuje od 0,05 hmotn. % do 95 % aktivni
latky. Daldi farmaceuticky aktivni substance mohou byt také
pritomny, vietné ostatnich sloucCenin podle vynalezu.
Farmaceutické prostredky podle vynélézu mohou byt pfipraveny
jakoukoliv znémou farmaceutickou technikou zahrnujici v
podstaté primichani komponent.

Pripadné, kombinace.podle pfedkladaného vynédlezu mbzZe
zahrnovat kompozici, obsahujici sloudeninu na bazi derivatu
kyseliny fibrové a sloucCeninu inhibujici CETP. V takové
kompozici mohou byt slouc¢enina na bé&zi kyseliny fibrové a
sloudenina inhibujici CETP pfritomné v jednotkové davkové
formé, napriklad jako pilulka, kapsle nebo kapalina,
obsahujici obé slouceniny.

Tyto slouCeniny mohou byt podavany jakymkoliv béZnym
zplsobem vhodnym pro pouZiti, ve spojeni s farmaceutiky a to
nejen jako individudlni terapeutickd sloucenina, ale i jako
kombinace terapeutickych sloucenin.

MnoZstvi slouceniny, které je potrebné k dosaZeni -
poZadovaného biologického uCinku bude samozfejmé zaleZet na
mnoZzstvi faktord jako je vybér specifické slouleniny, uzZiti,
pro jaké je zamySlena, zpusob podavani a klinicky stav
pacienta.

Celkové denni davka derivatu kyseliny fibrové mtZe byt
obecné v rozsahu od okolo 1000 do okolo 3000 mg/den v jedné
nebo rozdélenych davkach. Gemfibrozil nebo clinofibréat jsou
napriklad Easto podavéany oddélené v davce 1200 mg/den.
Clofibrat se podava casto v davce 2000 mg/den. Binifibrat se

podéava Casto v davce 1800 mg/kg.
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U inhibitoru CETP ¢&ini celkova denni davka od okolo 0,01
do okolo 100 mg/kg té&lesné hmotnosti/den, vyhodné je mezi
okolo 0,5 do okolo 20 mg/kg té&lesné hmotnosti/den.

Denni davka popsand v predchozich odstavcich pro ruzné
terapeutické sloueniny miiZe byt podana pacientovi v jedne
davce nebo ve vice priméf¥enych davkach. Tyto menéi davky mochou
byt podavany 2 aZ 6-krat denné&. Davky mohou byt ve forme
neptetrfitého uvoliovani uc¢inné k ziskadni poZadovanych
vysledkl.

V pripadé& farmaceuticky p¥ijatelné soli, vySe uvedena
hmotnost se vztahuje k hmotnosti ekvivalentu kyseliny nebo
ekvivalentu baze terapeutické slouceniny odvozené ze soli.

Oralni podavani kombinaci podle vynadlezu miZe zahrnovat
formulace, dobfe znamé v oboru, k zajisténl prodlouZeni
nepretrZitého podavani léku do gastrointestinalniho traktu za
vyuziti fady mechanizm@. Mezi takové mechanizmy patfil, ale bez
omezeni, uvolnovani z davkové formy zavislé na pH zaloZené na
zméné pH v tenkém stfevé, pomala erose tablety nebo kapsle,
retence v Zaludku zaloZend na fyzikalnich vlastnostech
formulace, bioadheze davkové formy na mukdzni vrstvu
intenstinalniho traktu, enzymatické uvolnovani aktivniho léku
z davkové formy. Pro nékteré terapeutické slouceniny uZitecné
podle predklédaného vynédlezu (napfiklad derivat kyseliny
fibrové nebo inhibitor CETP) zamySlenym efektem‘je prodlouZeni
periody o kterou je aktivni sloZka léku dopravena na misto
uc¢inku manipulaci s lékovou formou. Enterosolventni
formulace a enterosolventni formulace s Fizenym uvoliovanim
spadaji do rozsahu pfedkléddaného vynédlezu. Vhodné entérické
povlaky Jsou ftaldt acetdtceluldzy, ftaldt polyvinylacetéatu,
ftaldt hydroxypropylmetylceluldzy a aniontové polymery
methakrylové kyseliny a metylester methakrylové kyseliny.

Kombinace podle predkladaného vynalezu se mohou dodavat
oradlné, jako pevné latky, polopevné latky nebo v kapalné

formé. Pokud jsou v kapalné nebo polotuhé formé, mohou byt
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kombinace podle pfedkladaného vynadlezu napriklad ve forme
kapaliny, sirupu nebo v Zelatinovych tobolkach. V jednom
provedeni, kdy se pouZije inhibitor CETP v kombinaci podle
predkladaného vynalezu, miZe byt inhibitor CETP ve formé
kapaliny, sirupu nebo v Zelatinové kapsli. V jiném provedeni,
kdy se pouZije derivat kyseliny fibrové v kombinaci podle
predkladaného vynadlezu, miZe byt derivat kyseliny fibrové ve
formé kapaliny, sirupu nebo miZe byt obsaZen v Zelatinové
kapsli.

Pro inhibitor CETP mlZe byt intravenéiné podanéd davka
napfiklad v rozsahu od okolo 0,003 mg/kg télesné hmotnosti do
okolo 1,0 mg/kg télesné hmotnosti, wvyhodné od okolo Q,Ol mg/kg
t&lesné hmotnosti do okolo 0,75 mg/kg télesné hmotnosti,
vyhodnéji od 0,1 mg/kg télesné hmotnosti do okolo 0,6 mg/kg
télesné hmotnosti.

Pokud se 1lék podava intravendzné, davka miZe byt naptriklad
v rozmezi od okolo 100 mg/kg télesné hmotnosti do okolo 2000
ng/kg télesné hmotnosti, vyhodné v rozsahu od okolo 300 mg/kg
té&lesné hmotnosti do okolo 1000 mg/kg télesné hmotnosti,
vyhodnéji od 400 mg/kg télesné hmotnosti do okolo 750 mg/kg
télesné hmotnosti.

Davka kterékoliv terapeutické slouceniny mlZe byt obvykle
podavana jako infuze od okolo 10 ng/kg télesné hmotnosti do
okolo 100 ng/kg télesné hmotnosti za minutu. Inflizni kapaliny
vhodné pro tyto ucely mohou obsahovat nap¥iklad okolo od 0,1
ng do okolo 10 mg, s vyhodou od okolo 1 ng do okolo 10 mg na
mililitr. Davkova jednotka miZe obsahovat nap¥iklad od okolo 1
ng do 10 g slouceniny podle predkladaného vynélezu. Ampule pro
injekce mohou obsahovat napriklad asi od 1 mg, do 100 mg.

Farmaceutické kompozice podle vyndlezu zahrnuji kompozice
vhodné k oralni, rektdlni, topické, bukdlni (naptiklad
sublingualni) a parenteralni (napfiklad subkutanni,
intramuskularni, intradermdlni nebo intravendzni) aplikaci,

nejvhodnéjsi zplUsob podavéani zaleZi na puvodu a vazZnosti
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chorobného stavu, ktery je lé&en a na konkrétni sloucening,
ktera je pouZita. Ve vét3iné pfipadﬁ je vyhodné oralni
podavani.

Farmaceutické kompozice vhodné pro oralni podévani mohou
byt jako diskrétni jednotky jako kapsle, oplatky, pastilky
nebo tablety, kde kaZda obsahuje urcené mnoZstvi minimdlné
jedné slouleniny podle vynalezu; jako je préasek nebo granule;
jako roztoky nebo suspenze ve vodném nebo nevodném
rozpousté&dle; nebo jako emulze oleje ve vodé nebo vody
v oleji. Jak je naznaceno, tyfo kompozice mohou byt vyrobeny
jakoukoliv vhodnou farmaceutickou metodou, obsahujici krok
smiseni aktivni latky nebo latek a nosice (ten miZe byt tvoren
jednou nebo vice pfidavnymi latkami). Obecné, kompozice jsou
pFipraveny jednotnym a bezprostfednim primisenim aktivni
slougeniny k tekutému nebo jemné rozmé&lngénému pevnému nosici
nebo k obdma a poté, pokud je to nutné, vytvarovanim produktu.
Napfiklad tablety mohou byt pripraveny lisovanim prasku nebo
granuli slouleniny, pfipadné s Jjednou nebo vice pridavnymi
latkami. Lisované tablety mohou byt pfipraveny lisovanim
pomoci vhodného ptristroje, kdy se slouceniny ve volné tekouci
formé& jako je préasek nebo granule pripadné smichaji s pojivem,
mazadlem inertnim rozpoudté&dlem a nebo povrchové aktivnimi Ci
dispergujicimi latkami. Tvarované tablety mohou byt pfipraveny
tvarovanim pomoci vhodného pfistroje, praskové slouleniny
zvlh&ené inertnim tekutym rozpousteédlem.

Farmaceutické kompozice vhodné pro bukalni (sublingualni)
podavani zahrnuji pastilky obsahujici sloucCeninu podle
vynalezu v chutovém zakladu, obvykle sacharbze a arabské gume
nebo tragantu a pastilky obsahujici slouéeninu v inertni
matrici jako je Zelatina a glycerin nebo sachardza a arabska
gumna.

Farmaceutické kompozice vhodné pro parenteralni podavani
vhodné zahrnuji sterilni vodné pripravky sloucCeniny podle

vynalezu. Tyto pfidavky jsou vyhodné podavany intravendzne,
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ackoliv poddni miZe byt provedeno také jako subkutanni,
intramuskuldrni nebo transdermdlni injekce. Takové pripravky
mohou byt pohodlné p¥ipraveny smisenim slouceniny s vodou a
pfipravou roztoku ktery je sterilni a isotonicky s krvi.
Injektovatelné kompozice podle vyndlezu obecné obsahuji od 0,1
do 5 % hmot./hmot. sloulenin popsanych v tomto dokumentu.

Farmaceutické kompozice vhodné pro rektdlni podéavani jsou
vvhodné pripravovany jako ¢ipky s jednotkou davky. Ty mohou
byt pripraveny smisenim slouceniny podle vynédlezu s Jjednim
‘nebo vice vhodnymi pevnymi nosic¢i, jako je naprfiklad kakaové
maslo, a tvarovanim vznikajici smési.

Farmaceutické kompozice vhodné pro topickou aplikaci na
kuZi jsou vyhodné ve formé masti, krémid, mlék, past, geld,
sprejlt, aerosoll nebo olejli. PouZité nosicCe mohou obsahovat
vaselinu z ropy, lanolin, polyetylén glykoly, alkoholy a
kombinace dvou nebo vice té&chto latek. Aktivni slou&enina je
obecné pritomna v koncentraci od 0,1 do 50 % hmotn./hmotn.,
napriklad od 0,5 do 2 hmotn. %.

MoZna je také transdermalni aplikace. Farmaceutické
kompozice vhodné pro transdermé&lni aplikaci mohou byt pfitomny
ve formé jednotlivych néplasti ptrizpusobenych k zajisténi
tésného kontaktu s epidermem prijemce po del3i dobu. Tyto
néplasti vhodné obsahuji slou¢eninu podle vynalezu, pF¥ipadné
pufrovanou v jejim vodném roztoku, rozpui3ténou nebo
dispergovanou v lepidle nebo dispergovanou v polymeru. Vhodna

koncentrace aktivni slouceniny je v rozmezi od okolo 1 do

oo

okolo 35 % hmotnost/hmotnost, vyhodné od okolo 3 do 15

oe

Jako zvlastni moZnost zustavéd elektrotransport slouceniny nebo
iontoforéza, napriklad jak je popsano v Pharmaceutical
Research, 3(6), 319 (1996).

Ve v3ech pripadech mnoZstvi aktivni sloZky, kterd miZe byt
kombinovana s nosic¢i za vzniku jednotkové davkové formy
k podéavéani, bude rizné v zavislosti na léCeném hostiteli a

zv1a3té zplsobu podavéani.
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Pevné davkové formy pro oradlni podavani zahrnujici kapsle,
tablety, draZé, praSek a granule zminéné vySe obsahuji jednu
nebo vice slouenin podle vynalezu smichanou s minimalné
jednim inertnim rozpoudtédlem jako je sachardza, laktdza nebo
Ekrob. Tyto davkové formy mohu také obsahovat, jak je v praxi
normalni, pridavné substance jiné neZ inertni redidla,
napriklad lubrikacéni ¢inidla jako je stearat horecnaty nebo
solubilizaéni &inidla, Jjako jsou cyklodextriny. V pfripadé
kapsli, tablet, praskd, granuli, Zelatinovych kapsli a drazé,
davkova forma miZe také obsahovat pufraéni ¢inidla. Tablety a
draZzé mohou byt navic pfripraveny s enterickymi povlaky.

Tekuté davkové formy urc¢ené pro oralni podani mohou
zahrnovat farmaceuticky prijatelné emulze, roztoky, suspenze,
sirupy a elixiry obsahujici inertni rozpoustédla béiné
pouZivana v oboru( jako je voda. Tyto kompozice mohou
obsahovat také adjuvanty, jako zvlhcujici ¢inidla, emulgatory
a suspenzni ¢inidla, také sladidla, ochucovadla a parfémy.

Injektovatelné pripravky, napriklad sterilni
injektovatelné vodné nebo olejovité suspenze, mohou byt
formulovany podle znalosti v oboru s vyuZitim vhodnych
dispergujicich nebo pfidavnych ¢inidel a suspendacnich
¢inidel. Sterilni injektovatelné preparaty mohou byt sterilni
injektovatelné roztoky nebo suspenze v netoxickych a
parenterdlné prijatelnych rozpoustédlech nebo fedidlech,
napfiklad roztok v 1,3-butandiolu. Mezi p¥ijatelné vehikuly a
rozpoustédla pat¥i voda, Ringertv roztok a izotonicky roztok
chloridu sodného. Navic, sterilni, stédlé oleje jsou béiné
vyuZivany jako rozpouStédla nebo suspenzni médium. Pro tyto
uéely miZe byt pouZit jakykoliv stély nedrazdivy olej, vcetné
mono - nebo diglyceridia. VyuZiti p¥i pf¥ipravé injekci nalézaji
také mastné kyseliny jako kyselina olejova.

Farmaceuticky pfijatelné nosice zahrnuji vSechny zminéné

latky a podobne.
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V kombinované terapii miiZe byt podavani dvou nebo vice
terapeutickych ¢inidel uZitecénych podle vynédlezu postupné
v jednotlivych formulacich nebo miZe byt podavano simulténé,
podavanim jednotlivych nebo oddélenych formulaci. Podavani
miZe byt provadéno oradlné, intravendzné, intramuskularné, nebo
subkutanné injekci. Formulace miZe byt ve formé bolusu nebo ve
formé& vodného nebo nevodného isotonického sterilniho
injeké&niho roztoku nebo suspenze. Tyto roztoky a suspenze
mohou byt pripraveny ze sterilniho préasku nebo granuli
obsahujicich jeden nebo vice farmaceuticky p¥ijatelnych nosicta
nebo fedidel nebo pojidlo jako je Zelatina nebo
hydroxypropylmethylceluléza, spolec¢né& s jednim nebo vice
lubrika¢nimi, konzervac¢nimi, povrchové aktivnimi nebo
disperguijicimi ¢inidly.

Farmaceutickad kompozice pro oralni aplikaci miZe byt ve
formé naptiklad tablet, kapsli, suspenzi nebo tekutin. Kapsle,
tablety atd. mohou byt pfipraveny konveninimi metodami dobfe
zndmymi v oboru. Farmaceutické kompozice jsou vyhodné vyrabény
ve formé davkovych jednotek obsahujicich specifické mnoZstvi
aktivni sloZky nebo sloZek. Priklady davkovych jednotek jsou
tablety nebo kapsle. Ty mohou s vvhodou obsahovat jednu nebo
vice terapeutickych sloucenin v mnoZstvi uvedeném shora.

V pfipadé inhibitoru CETP, dévka se miZe pohybovat v rozmezi
od okolo 0,01 mg do okolo 500 mg nebo 1 jinak, z&leZi na
specifickém inhibitoru, jak je v oboru znamo. V pfipadé
derivatu kyseliny fibrové, davka maZe byt v rozsahu od okolo
0,01 mg do okolo 500 mg nebo i1 jinak, zaleZi na specifickém
inhibitoru, jak je v oboru znamo.

Aktivni sloZky mohou byt také podavany injekci, jako
kompozice, kde jako vhodny nosi¢ je pouZit napfiklad chlorid
sodny, dextrdéza nebo voda. Vhodnad denni davka v3ech aktivnich
terapeutickych sloucenin je takova, aby zpusobila stejnou
hladinu v krevnim séru jako pfi oréalni aplikaci, jak Jje

popséno shora.
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Terapeutické sloudeniny mohou byt také podavany jakoukoliv
kombinaci aplikac¢nich cest jako oralné/oralné,
oralné/parenteralné nebo parenterdlné/parenterdlné.

Farmaceutické kompozice pro pouZiti v 1lécebnych metodach
podle vynalezu mohou byt podavany ordlné nebo intravendzné.
Vyhodné je ptri kombinované terapii oré&lni poddvani. D&avkovani
pro oralni podavani miZe byt v reZimu jedné denni davky nebo
jedné davky za nékolik dnt nebo nasobnych rbzdélenYch davek
b&hem jednoho dne. Terapeutické slouceniny, které jsou
podstatou kombinované terapie mohou byt podavany simulténnég,
nejen v kombinované davkové form&, ale i ve form& jednotlivych
davkovych formach zamySlenych hlavné pro simultanni oralni
podavani. Terapeutické sloucCeniny, které jsou podstatou
kombinované terapie mohou byt podavény také nasledné, s kaZdou
terapeutickou sloueninou podévanou v rezimu nazvaném uzZivani
ve dvou krocich. ReZim podavani se mlZe nazyvat s naslednym
podavanim, kdy jsou terapeutické sloucCeniny uZivany oddélené
jako samostatné aktivni latky. Casovy usek mezi nasobnymi
uzivacimi kroky miZe byt v rozmezi nékolika minut do nékolika
hodin., v zavislosti na vlastnostech kaZdé terapeutické
slouceniny, jako je sila, rozpustnost, biologické dostupnost,
plasmaticky pbloéas'a kineticky profil terapeutické
slouceniny, ucinek poZité potravy a vék a stav pacienta.
Optimalni davkovy interval miZe byt také ovlivnén zménou
koncentrace cilové molekuly béhem dne. Terapeutické
slouCeniny kombinované terapie, pokud jsou podédvany
simultanné, hlavné simultédnné nebo nédsledn&, mohou zahrnovat
reZzimy podavanl jedné terapeutické sloueniny oralni cestou a
druhé terapeutické slouCeniny intravendézné. Pokud jsou
terapeutické sloucCeniny kombinované terapie podadvany ordlné
nepbo intravendzné, oddélené nebo spolecéné, kaZdd takova
slouCenina bude obsaZena ve vhodné farmaceutické formulaci
farmaceuticky prijatelnych excipientli,, fedidel nebo jinych

formula¢nich komponent. P¥iklady vhodnych farmaceuticky
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p¥ijatelnych formulaci obsahujicich terapeutické sloucCeniny

pro oralni podavani jsou uvedeny shora.
Lédebné reZimy

Davkovaci reZimy sloucdenin a nebo kompozic podle vynalezu
pro prevenci, uleh&eni nebo zlepSeni chorobnych stavil
s hyperlipidémii jako Cast choroby, napfiklad ateroskleréza,
nebo.pro zabranéni nebo 1léc¢bu vysoké hladiny plazmového ﬁebo
krevniho cholesterolu, jsou vybrany s ohlédnutim na Fadu
faktorﬁ..Ty zahrnuji typ, vék, hmotnost, pohlavi, Zivotospravu
a lékafsky stav pacienta, stupeinl choroby, cestuvpodévéni, |
farmakologicka hlediska.jako je aktivita, ulinnost,
farmakokinetika a toxikologicky profil konkrétni pouzZité
slou¢eniny, Jjestli je vyuzZit systém dodani 1léku a zde Jje
slou¢enina podavana jako Céast kombinace léku. Tak se pouZity
davkovaci reZim miZe velice 1i3it od vyhodnych davkovacich
rezimi uvedenych shora.

Pocatecni 1léc¢ba pacienta s hyperlipidémii miZe zacit
reZimem uvedenym vy3e. LéCba by mé&la obecné trvat jak je nutné
po dobu nékolika tydnl aZ mésicu nebo rokid dokud neni
hyperlipidemicky stav kontrolovan nebo eliminovan. Pacienti
léceni sloucCeninami nebo kompozicemi popsanymi v tomto
dokumentu mohou byt, za uCelem urceni uc¢innosti kombinované
terapie, rutinné sledovédni napfiklad méfenim hladin sérového
LDL a celkového cholesterolu jakoukoliv metodou znamou
v oboru. Kontinudlni analyza takovych dat dovoluje modifikaci
léCebného reZimu v pribéhu terapie tak, aby bylo podavéano
u¢inné mnozZstvi kazZdého typu inhibitoru v jakékoliv dobé a aby
byla spréavné urcena délka trvani 1lécby. V tomto pripadé,
léCebny reZim ¢i davkovaci rozvrh maZe byt rozumné modifikovan
v prubéhu terapie tak, aby bylo podadvano minimédlni mnoZstvi

terapeutickych slouc¢enin, které spolec¢né vykazi uspokojujici
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U&innost, a aby toto podavéani trvalo pouze dobu nezbytné
nutnou k 1é&bé& hyperlipidemickych stavu.

Potencialni vyhodou kombinac¢ni terapie popsané v tomto
dokumentu miZe byt sniZeni mnoZstvi jakékoliv individualni
terapeutické slouceniny nebo v3ech terapeutickych sloucenin,
u&innych v 1é&bé& hyperlipidemickych stavia jako je
aterosklerb6za a hypercholesterolémie.

Jedno z nékolika provedeni predkléddaného vynalezu zahrnuje
kombinadni terapii, zahrnujici pouZiti prvniho mnoZstvi
inhibitoru CETP a druhéhc mnoZstvi dal3iho kardiovaskulédrniho
terapeuticky u¢inného 1éc¢iva k profylaxi a 1lécbé
hyperlipidemie nebo aterosklerdzy, kde mnoZstvi uvedenych
latek dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky U&€inné mnoZstvi
a antiatheroskleroticky u¢inné mnoZstvi uvedenych sloucenin.
Naptiklad jedno z mnoha provedeni vynalezu je kombinacni
terapie zahrnujici terapeutické davky slouceniny derivatu
kyseliny fibrové a inhibitoru CETP.

Provedeni podle ptredkladdaného vynédlezu miZe zahrnovat
kombina¢ni terapii uZivajici dvé nebo vice sloucenin popsanych
v tomto dokumentu. Kombinac¢ni terapie miZe zahrnovat dvé nebo
vice terapeutickych slouCenin z rlznych chemickych t¥id,
napfiklad derivaty kyseliny fibrové mohou byt terapeuticky
kombinovany s inhibitory CETP. Terapeutické kombinace mohou
zahrnovat vice neZ dvé terapeutické slouCeniny. Napriklad
terapie mlZe zahrnovat pouZiti derivéatu kyseliny fibrové,
inhibitor CETP a inhibitor HMG CoA reduktédzy. Alternativné
mohou dvé nebo vice terapeutickych sloucCenin ze stejné
chemické tridy zahrnovat terépii, naptriklad kombinac¢ni terapii
zahrnujici dva nebo vice derivatl kyseliny fibrové nebo dva
nebo vice inhibitorﬁ CETP.

DalSi provedeni predkladaného vyndlezu zahrnuje
pouziti kterékoliv kombinacni terapie popsané v tomto
dokumentu pro profylaxi nebo 1éCbu hypercholesterolemie,

aterosklerézy nebo hiperlipidemie.
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Nasledujici priklady jsou

a v Zadném pripadé neomezujl rozsah

PFiklady provedeni vynédlezu
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uvedeny pouze pro ilustraci

pfredkladdaného vynélezu.

Tabulka 3 ilustruje priklady nékterych kombinaci

predkléddaného vynadlezu, kde kombinace zahrnuje prvni mnoZstvi

inhibitoru CETP a druhé mnoZstvi derivatu kyseliny fibrové,

kde mnoZstvi uvedenych latek dohromady zahrnuje

antihyperlipidemicky uc¢inné mnoZstvi nebo antiateroskleroticky

u¢inné mnoZstvi uvedenych sloucenin.

Tabulka 3
Priklad ¢&islo SloZka 1 SloZzka 2
1 c-1 clofibrat
2 c-2 clofibrat
3 C-3 clofibrat
4 C-4 clofibrat
5 C-5 clofibrat
6 C-6 clofibrat
7 c-7 clofibrat
8 Cc-8 clofibrat
9 Cc-9 clofibrat
10 C-10 clofibrat
11 c-11 clofibrat
12 Cc-12 clofibrat
13 C-13 clofibrat
14 C-14 clofibrat
15 C-15 clofibrat
16 C-16 clofibrat
17 c-17 clofibrat
18 CcC-18 clofibrat
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19 c~19 clofibrat

20 Cc-20 clofibrat

21 c-1 fenofibrat
22 Cc-2 fenofibrat
23 C-3 fenofibrat
24 C-4 fenofibrat
25 C-5 fenofibrat
26 C-6 fenofibrat
27 c-7 fenofibrat
28 Cc-8 fenofibrat
29 C-9 fenofibrat
30 C-10 fenofibrat
31 c-11 fenofibrat
32 C-12 fenofibrat
33 C-13 fenofibrat
34 C-14 fenofibrat
35 C-15 fenofibrat
36 C-16 fenofibrat
37 c-17 fenofibrat
38 C-18 fenofibréat
39 C-19 fenofibrat
40 C-20 fenofibréat
41 Cc-1 ciprofibréat
42 Cc-2 ciprofibrat
43 Cc-3 ciprofibrat
44 c-4 ciprofibrat
45 C-5 ciprofibrat
46 C-6 ciprofibrat
47 c-17 ciprofibrat
48 Cc-8 ciprofibrat
49 C-9 ciprofibrat
50 C-10 ciprofibrat
51 c-11 ciprofibréat
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52 Cc-12 ciprofibrat
53 Cc-13 ciprofibrat
54 C-14 ciprofibrat
55 C-15 ciprofibrat
56 C-16 ciprofibrat
57 Cc-17 ciprofibréat
58 Cc-18 ciprofibrat
59 Cc-19 ciprofibrat
60 C-20 ciprofibréat
51 Cc-1 bezafibrat
62 Cc-2 bezafibrat
63 C-3 bezafibrat
64 Cc-4 bezafibrat
65 Cc-5 bezafibrat
66 C-6 bezafibrat
67 C-7 bezafibrat
68 Cc-8 bezafibrat
69 C-9 bezafibrat
70 C-10 bezafibrat
71 c-11 bezafibrat
72 C-12 bezafibrat
73 C-13 bezafibrat
74 C-14 bezafibrat
75 C-15 bezafibrat
76 C-16 bezafibrat
77 C-17 bezafibrat
78 C-18 bezafibrat
79 Cc-19 bezafibrat
80 C-20 bezafibrat
81 Cc~1 gemfibrozil
82 Cc-2 gemnfibrozil
83 C-3 gemfibrozil
84 Cc-4 gemfibrozil
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85 Cc-5 gemfibrozil
86 C-6 gemfibrozil
87 - gemfibrozil
88 C- gemfibrozil
89 Cc-9 gemfibrozil
90 C-10 genfibrozil
91 Cc-11 gemfibrozil
92 Cc-12 gemnfibrozil
93 Cc-13 gemfibrozil
94 c-14 gemfibrozil
95 C-15 gemfibrozil
96 Cc-16 gemfibrozil
97 c-17 gemfibrozil
98 C-18 gemfibrozil
99 - C-19 gemfibrozil
100 C-20" gemfibrozil
101 c-1 clinofibrat
102 Cc-2 clinofibrat
103 C-3 clinofibrat
104 C-4 clinofibrat
105 C-5 clinofibrat
106 C-6 clinofibréat
107 c-17 clinofibrat
108 C-8 clinofibrat
109 Cc-9 clinofibrat
110 C-10 clinofibrat
111 Cc-11 clinofibrat
112 Cc-12 clinofibrat
113 C-13 clinofibrat
114 C-14 clinofibrat
115 Cc-15 clinofibréat
116 C-16 clinofibrat
117 Cc-17 clinofibrat




118 c-18 clinofibrit
119 c-19 clinofibrat
120 C-20 clinofibrat
121 c-1 binifibrat
122 C-2 binifibrat
123 C-3 binifibrat
124 c-4 binifibrat
125 -5 binifibrat
126 C-6 binifibréat
127 c-7 binifibrat
128 c-8 binifibrat
129 Cc-9 binifibrat
130 C-10 binifibrat
131 Cc~-11 binifibrat
132 Cc-12 binifibrat
133 Cc-13 ‘ binifibrat
134 c-14 binifibrat
135 C-15 binifibrat
136 C-16 binifibrat
137 C-17 binifibrat
138 C-18 binifibrat
139 C-19 binifibrat
140 C-20 binifibrat

Biologické testy

UZiteCnost kombinaci podle vyndlezu je ukazana
v nasledujicich testech. Tyto testy jsou provadény in vitro a
na zvifecich modelech hlavné vyuzZivajici postupy urcené

k ukazani uZitec¢nost sloucdenin podle vynéalezu.

In vitro test slouc¢enin, které inhibuji IBAT-zprostredkované

vst¥ebavani (''C)-taurocholatu (TC) H14 bunkami
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Buiky ledvin mladych k¥elkl transfektované cDNA lidskych
IBAT (H14 buiiky) jsou naolkovany v po&tu 60 000 bunék na Jamku
do 96 jamkovych Top-Count desticek tkanovych kultur pro testy
provadéné 24 hodin po naoc¢kovani, 30 000 buné€k na jamku pro
testy provadd&ny b&hem 48 hodin a 10 000 bunék na jamku pro
testy provadéné béhem 72 hodin.

V den testu se monovrstva bunék jemné promyje jednou 100
pnl testovaciho pufru (Dulbeccovo Modifikované Eagleovo médium
s 4,5 g na litr glukézy + 0,2 % (hmotn./obj.) albuminu z
hovéziho séra prostého mastnych kyselin (FAF)BSA). Do kazdé

jamky se pfida 50 pl dvojnasobného koncentratu testovane
sloudeniny v testovacim pufru a 50 pl 6 mM (''C)-taurocholéatu
v testovacim pufru (kone&na koncentrace ('‘C)-taurocholatu je 3
mM) . Buné&&né kultury jsou inkubovany dvé hodiny pri teploté 37
°C, potom se kaZda jamka dvakrat jemné prqmyje 100 pl
Dulbeccova fosfatového fyziologického roztoku (PBS)
vychlazenym na teplotu 4 °C, obsahujicim 0,2 %, (hmotn./obj.)
(FAF)BSA. Jamky jsou potom jemné promyty jedenkrat 100 pl PBS o
teploté 4 °C bez (FAF)BSA. Do kaZdé jamky se prida 200 pl
tekutého scintila&niho média, plotny jsou tepelné uzavreny a
michany po dobu 30 minut pfi teploté okoli a potom se méri
mno?stvi radioaktivity v kaZdé jamce s vyuZitim pristroje

Packard Top-Count.

In vitro test sloudenin, které inhibuji vst¥ebavani (*C)-

alaninu

Test pro vstfebavani alaninu je provadén stejnym zpusobem
jako taurocholéatovy test, s vyjimkou, Ze oznacCeny taurocholat

nahrazuje oznaceny alanin.
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In vivo test sloudenin, které u krys inhibuji iledlni

vst¥ebavani (*‘C)-taurocholatu do Zludi

(viz. ,Meatabolism of 3a, 7B—dihydroxy-7a—methyl—Sﬁ—
cholanoic acid and 3o, 7B-dihydroxy-To-metyl-5B-cholancic acid
in hamsters“ in Biochimica et Biophysica Acta 833 f1985) 196~
202 by Une a kol.)

Samci krys wistar (200-300 g) Jjsou podrobeny anestézii
latkou inactin 100 mg/kg. Do ZluCovodl se zavede kanyla PELO,
délka 10“. Tenké stfevo je Vyjmuto a poloZeno na gazovou
podloZku. Kanyla (1/8“ uzavér, kuZelovity vnéjsi adaptor) Jje
vloZena 12 cm od spojeni tenkého stfeva se slepym stfevem. Rez
- je veden 4 cm od toho stejného spoje (vyuZivad se 8 cm streva).
Stfevni segment se proplachne 20 ml teplého Dulbeccova
fosfatového pufrovaného solného roztoku (PBS), pH 6,5. Do
distadlniho otevfeni je zavedena kanyla se silikonovou
trubidkou o délce 20 cm (0,02% I.D. x 0,037% 0.D.). Proximalni
kanyla je pripojena k peristaltické pumpé a stfevo se promyva
20 minut teplym PBS pritokem 0,25 ml/min. Teplota stfevniho
segmentu se kontinu&dlné monitoruje. Na zacatku experimentu se
do stF¥evniho segmentu nadévkuji 2,0 ml kontrolniho vzorku
((*'C)-taurocholatu @ 0,05 mCi/ml s 5 mM studenym
taurocholatem) injek&ni st¥ikackou o obsahu 3 ml a zacnou se
odebirat vzorky Zluci. Kontrolni vzorek se zavadi infuzi
rychlosti 0,25 ml/min po dobu 21 minut. Vzorky frakci Zluci
jsou odebirdny kazZdé tf¥i minuty po dobu prvnich 27 minut
procedury. Po 21 minutdch infuze vzorku se ilealni smycka
vymyje 20 ml teplého PBS (s pouZitim stfikacky 30 ml), potom
se smyCka promyva 21 minut teplym PBS prutokem 0,25 ml/min.

" Druhé& perfuze se provede zpusobem uvedenym vySe, ale tentokrat
s testovanou slouceninou, kterd je podavana spolecne (21 minut
podavani nésledované 21 minutou promyvéani), a odebiraji se

vzorky Zluc¢i kaZdé 3 minuty po dobu prvnich 27 minut. Pokud je
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to nutné, provede se t¥eti perfuze stejnym zplsobem, ta

obvykle obsahuje kontrolni vzorek.
M&feni koncentrace jaterniho cholesterolu (HEPATIC CHOL)

Jaterni tkan se zvaZi a zhomogenizuje ve smési
chlorform:metanol (2:1). Po homogenizaci a odstfedéni se
supernatant odd&li a pod proudem dusiku se suSi. Zbytek se
rozpusti izopropanolu a obsah cholesterolu se stanovi
enzymaticky s vyuZitim kombinace cholesteroloxidazy a
peroxidazy, viz. Allain, C. A., a kol. (1974) Clin. Chem. 20,
470.

M&feni aktivity jaterni HMG Co-A reduktazy (HMG COA)

Homogenizaci jaternich vzorkl v pufru fosfat/sachardza a
nadslednym odstfed&nim se ziskaji jaterni mikrozémy. Konelny
sediment se resuspenduje v pufru a alikvot se testuje na HMG
Co-A reduktéazovou aktivitu inkubaci 60 minut pfi 37 °C za
pritomnosti '*C-HMG Co-A reduktézovych-CoA (Dupont-NEN). Reakce
se ukon&i pFidanim 6N HCl a naslednym odstfedénim. Alikvot
supernatantu se separuje TLC a skvrna odpovidajici produktu se
vySkrabne z platu, extrahuje se a zméril se radioaktivita na
scintilaénim &itacdi. (viz. Akerlund, J. and Bjorkhem, I.

(1990) J. Lipid Res. 31, 2159).

Stanoveni sérového cholesterolu (SER. CHOL., HDL-CHOL, TGI a
VLDL + LDL)

Celkovy sérovy cholesterol (SER. CHOL.) se stanovuje
enzymaticky s vyuZitim komer&ni soupravy od firmy Wako Fine
Chemicals (Richmond, VA); Cholesterol Cl11, ¢&. katalogu 276-
64909. HDL cholesterol (HDL-CHOL) se stanovuje pouZitim stejné

soupravy po vysraZeni VLDL a LDL s reagentem Sigma Chemical
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Co. HDL Cholesterol katalog ¢&. 352-3 (dextransulfatova
metoda). Celkové sérové triglyceridy (TGI) Jsou stanovehy
enzymaticky pouZitim Sigma Chemical Co. GPO-Trinder, katalog
&, 337-B. VLDL a LDL (VLDL + LDL) cholesterolové koncentrace

jsou vypolitany jako rozdil mezi celkovym a HDL cholesterolem.

Stanoveni jaterni cholesterol 7-oa-hydroxylazové aktivity (7a-

Ohase)

Homogenizaci jaternich vzorkl v pufru fosfat/sachardza a
naslednym odstfedénim se ziskaji jaterni mikrozémy. Koneclny
peletovany materiéal se resuspenduje v pufru a alikvot se
testuje na cholesterol 7-a-hydroxyldzovou aktivitu, inkubaci 5
minut pfi teploté 37 °C v pritomnosti NADPH. Suspenze se potom
extrahuje petroleum etherem, organické rozpoudtédlo se odpari
a zbytek se znovu rozpusti ve smési acetonitril/metanol.
Enzymaticky produkt se separuje injekci alikvotu extraktu do
C18 HPLC kolony s obracenymi fazemi a méri se eluovany
materiadl za pouZiti UV detekce p¥i 240 nm. (viz. Horton, J.

D., a kol. (1994) J. Clin. Invest. 93, 2084).
Stanoveni koncentrace fekdlnich Zlucovych kyselin (FBA)

Fekdlie samostatné chovanych krelkl se sbiraly kaZdych 24
nebo 48 hodin, vysuéily se pod proudem dusiku, rozdrtily se na
pradek a zvaZily. Bylo odvaZeno pribliZné& 0,1 g a extrahovéno
do organického rozpou$tédla (butanol/voda). Po separaci a
suSeni byl zbytek rozpudtén v metanolu a mnoZstvi Zlucovych
kyselin bylo stanovovano enzymaticky s vyuZitim 3a-
hydroxysteroid steroid dehydrogendzy reakci se ZlucCovymi
kyselinami redukujicimi NAD. (viz. Mashige, F., a kol. (1981)
Clin. Chem. 27, 1352).
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Vsti¥ebavani (°H)taurocholatu v kralidich membranovych

vezikulech karta&ového lemu (BBMV)

Kralid¢i iledlni membrany kartacového lemu byly pfipraveny
ze zmrzlé iledlni mukdzy pomoci vapnikové precipitace popsané
Malathi a kol. (Biochimica Biophysica Acta, 554, 259 (1979)).
Metoda pro m&Feni taurocholdtu se v podstaté pfevzala z prace
Kramer a kol. (Biochimica Biophysica Acta, 1111,93 (1992))
mimoto, Ze bylo pouZito 200 pl testovaného vzorku misto
uvadénych 100 pl. Struéné, pfi pokojové teploté se 190 ul
roztoku obsahujiciho 2 uM (®H) taurocholatu (0,75 uci), 20 mM
tris, 100 mM NaCl, 100 mM manitol pH 7,4 inkubovalo 5 sekund
s 10 pul membranovych vezikult kartac¢ového lemu (60-120 pg
proteinu). Inkubace zalala pf¥idavkem BBMV za vifeni a reakce
se ukonc&¢ila pridavkem 5 ml ledem vychlazeného pufru (20 mM
Hepes-tris, 150 mM KCl) a bezprostfedné nasledovanou filtraci
pfes nylonovy filtr (péry 0,2 pm) a dal3im promytim 5 ml

ukonc¢ovaciho pufru.
Acyl-CoA; cholesterol acyl transferaza (ACAT)

KredZi jaterni a krysi intenstinalni mikrozdmy byly
pfipraveny z tkéni postupem popsanym vySe (J. Biol. Chem. 255,
9098, (1980)) a vyuZily jako zdroj ACAT enzymu. Test se
sestaval z inkubace 2 ml obsahujicich 24 uM Oleoyl-CoA (0,05
uci) v 50 mM fosfore&nanu sodném, 2 mM DTT pH 7,4 pufru
obsahujicim 0,25 % BSA a 200 pg mikrozomalniho proteinu. Test
byl inicializovan pfidavkem Oleoyl-CoA. Reakce probihala 5
minut pfi 37 °C a byla ukonc¢ena pfridavkem 8,0 ml smési
chloroform/metanol (2:1). K extrakci bylo pfidano 125 ug
cholesterololeatu ve smé&€si chloroform/metanol jako nosice,
organickd a vodnéd faze byly oddéleny odstredénim emuize

vzniklé intenzivnim promichdvanim vifenim. Chloroformova faze




LX) LX) on LX)
.

40

LR XN ]
(XX X J
.
XXX)

.
.
-
L4
.
L]

(X R J L) LR .o .y .

byla vysu3ena, nanesena na silikagelovou desticku 60 TLC a
vyvolana ve smé&si hexan/ethylether (9:1). MnoZstvi vytvoreného
cholesterol esteru bylo kvantifikovéno mé¥enim mnoZstvi
radioaktivity zainkorporované do skvrny odpovidajici

cholesterololedtu na TLC destidce pomoci Packard Instaimager.
Hodnoceni 1é&iv na sniZeni lipidd u pst

Samcim pst beagle, ziskanych z Marshallovych farem o
hmotnosti 6 aZ 12 kg se podava strava jednou denné po dobu
dvou hodin, prid&emZ vodu maji k dispozici dle libosti. Psi se
nahodné& rozd&li do skupin obsahujici 6 aZz 12 psi a davkuje se:
vehikulum i.g.; 1 mg/kg, i.g9.; 2 mg/kg, i.9.; 4 mg/kg, i.g9.; 2
ng/kg p.o. (praSek v kapsli). Intragastricka davka
terapeutického materidlu je rozpuSténa ve vodném roztoku
(napfiklad 0,2% Tween 80 [polyoxyethylenmonocoleat, Sigma
Chemical Co., St. Lois, MO]) se maZe podat za pouZiti
Yalude&ni sondy. Pred zacdtkem davkovani se odeberou rano pred
podéanim stravy z cefalické vény vzorky krve, aby se stanovila
urovenl cholesterolu v séru (celkovy a HDL) a triglyceridy. Po
nékolik po sob& jdoucich dnl je rano podana zviratim pred
krmenim davka sloucleniny. Zvirata maji k dispozici potravu 2
hodiny. Po dobu 2 dnu kdy zkou3ka konci se sbiraji vykaly, aby
mohla byt provedena analyza kyseliny ZluCové a stanoven obsah
lipidd. Ke konci lécebné periody se také odeberou vzorky krve
k porovnani k urovnim lipidl pred zkouSkou. Statistické
hodnota bude urcena za pouZiti standardniho Studentova T-testu

s p < 0,05.
M&feni obsahu lipidd v séru u pst

Krev se sebere z cefalické vény hladovych psi do sérovych

separaCnich zkumavek (Vacutainer SST, Becton Dickinson a Co.,
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Franklin Lakes, NJ). Krev se odstfeduje p¥i 2000 ot./min po
dobu 20 minut a sérum se dekantuje.

Celkovy cholesterol se miZe m&¥it v 96 jamkové enzymatické
diagnostické soupravé Wako (Cholesterol CII) (Wako Chemicals,
Richmond, VA) za vyuZiti cholesterol oxidazové reakce
k produkci peroxidu vodiku, ktery se méfi kolorimetricky.

V prvnich dvou sloupcich plotny se p¥ipravi standardni kfivka
od 0,5 do 10 pg cholesterolu. Do oddélenych jamek se
duplikatné pridaji vzorky séra (20 aZ 40 pl, v zavislosti na
oCekavané koncentraci lipidd) nebo vzorky kontrolniho séra. Do
kazdé jamky se pridad voda k doplnéni objemu na 100 pl. Do
kaZdé jamky se pridad 100 pl alikvotu barviva a provede se
odeet pfi 500 nm po 15 minutéch inkubace pfi 37 °C.

HDL cholesterol se mUZe zkoumat za pouZiti soupravy Sigma‘
&. 352-3 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), ktera vyuZiva ke
sraeni LDL a VLDL dextransulfatu a iontd Mg. Do jednotlivych
zkumavek se prida 150 ul vzorku séra a poté 15 pl reakéniho
¢inidla na cholesterol HDL (Sigma 352-3). Vzorky se smisi a
odsttedi se pri 5000 ot./min po dobu 5 minut. Potom se 50 ul
alikvotu supernatantu smisi s 200 pl fyziologického roztoku a
provede se analyza stejnym zplsobem jako pfi mé&feni celkového
cholesterolu.

Triglyceridy se mé&ti za pouZiti soupravy Sigma ¢. 337 v 96
jamkové plotné&. Zmé&fi se glycerol uvolnény reakci triglyceridl
s lipoproteinovou lipazou. K ziskani standardni k¥ivky se
pouziji standardni roztoky glycerolu (Sigma 339-11) v rozsahu
1 aZ 24 pg. Do kaZdé jamky se duplikdtné pridajl vzorky séra
(20 aZ 40 pl, v z&vislosti na ocekavané koncentraci lipidi).

K doplnéni objemd jamky na 100 pl se pridad voda a potom 100 ul
barviva. Po smiseni a 15 minutové inkubaci se hodnoty odectou
pri 540 nm a ze standardni kfivky se vypoctou triglyceridy.
Pro pfripadnou korekci na endogenni glycerol ve vzorcich séra

se provede slepy pokus s enzymovym cinidlem.
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M&feni kyseliny Zlucové ve vykalech u psa

Za ucelem méFeni koncentraci fekdlni ZlucCové kyseliny FBA)
se seberou od kaZdého Zivoclicha vykaly. Vzorky se odebiraji
b&hem poslednich 48 hodin pokusu po dvé po sobé jdouci 24
hodinové periody mezi 9,00 a 10,00 dopoledne, pFfed davkovanim
a krmenim. 0dd&lené dvoudenni odbéry od kaZdého zvifete se
zva?i, spojl a homogenizuji se s destilovanou vodou v zafizeni
(Cuisinart) k vytvofeni homogenni kaSe. PFibliZné 1,4 g
homogenadtu se extrahuje ve smési 50% terciarni
butanol/destilovand voda (2:0,6) po dobu 45 minut ve
vodni lazni 37 °C a odstfeduje se 13 minut pfi 2000xg.
Koncentrace Zlufovych kyselin (mol/den) se mlZe stanovit za
pouziti 96-jamkového enzymatického zkuSebniho systému (1,2).
20 pl alikvotu fek&lniho extraktu se pridd do dvou oddélenych
sad, pricemZ kaZdé obsahuje trojnasobné jamky v 96-jamkové
plotné&. Za ucelem kontroly kvality zkouSky se provede analyza
standardniho taurocholdtu sodného a standardniho fek&alniho
extrakéniho roztoku (predem pfipraven ze spojenych vzorkl
charakterizovanych koncentraci kyseliny Zlucové).
Dvacetimikrolitrové alikvoty taurochloratu sodného, postupné
Fedéné k vytvoreni standardni k¥ivky se pridaji ke dvéma sadém
trojnadsobnych jamek. Do kaZdé jamky se prida 230 pl reakéni
smé&si obsahujici 1M hydrazinhydrat, 0,1M pyrofosforecnan a
0,46 mg/ml NAD. Potom se do jedné ze dvou sad trojnasobkl
prida 50 pl alikvotu 3a-hydroxysteroidniho dehydrogenazového
enzymu (HSD; 0,8 jednotek/ml) nebo zkuSebni pufr (0,1 M
pyrofosforeénan sodny). Viechny reakéni sloZky se mohou ziskat
od Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. Po 60 minutach inkubace
p¥i teploté mistnosti se mé&ri opticka hustota pfi 340 nm a
vypocCte se prumér kaZdé sady trojndsobnych vzorkia. Rozdil
v optické hustoté *+ HSD enzym se pouZije ke stanoveni
koncentrace kyseliny Zlucové (mM) kaZdého vzorku vzhledem ke

standardni krivce taurocholdtu sodného. Pro kaZdé zvife se
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pouZije koncentrace kyseliny Zlucové v extraktu, hmotnost
fekdlniho homogenatu (gramy) a télesnad hmotnost zvirete

k vypoétu odpovidajici koncentrace FBA v mmol/kg/den. Stfedni
koncentrace FBA (mmol/kg/den) skupiny s vehikulem se odecCte

z koncentraci lécené skupiny, aby se Stanovilo zvySeni

(hodnota delta) v koncentraci FBA jako vysledek 1lécby.

Zkoudka na aktivitu CETP v lidské plazmé& (tritiovany

cholesterylester)

Krev se ziskd od zdravych dobrovolnikill. Krev se sebere do
zkumavek, obsahujicich EDTA (reierva plazmy EDTA). Rezerva
lidské plazmy EDTA, skladovand pt¥i -20 °C se roztavi pfi
teplot®& mistnosti a odstfeduje se 5 minut k odstranéni pevnych
Eastic. K plazmé se pfidé tritiovany HDL, radioznaceny

v cholesterylové esterové casti ([’H]CE-HDL) Jjak popsali Morton
a Zilversmit (J. Biol. Chem., 256, 11992-95 (1981)) na finédlni
koncentraci 25 pug /ml cholesterolu. K plazmé se pridaji
inhibitorové slouéeniny:'stejné objemy plazmy obsahujici
(["H)CE~HDL (396 nl) se pridaji pipetou do mikrozkumavek
(Titertube®, Bio-Rad laboratories, Hercules, CA)). Slouleniny,
obvykle rozpus$téné jako 20-50 mM zasobnil roztoky v DMSO se
postupné‘zfedi v DMSO (nebo v‘nékterYCh pripadech
alternativnim rozpoustédle, jako je dimethylformamid nebo
ethanol). Do kaZdé zkumavky s plazmou se pridaji 4 ul kaZdého
fedéni inhibitorovych slouc¢enin nebo samotny DMSO. Zkumavky se
ihned promichaji. Trojnadsobné alikvoty (100 ul) z kazZdé
zkumavky se potom pfrenesou do 96-jamkovych polystyrenovych
mikrotitrac¢nich ploten s kulatym dnem {(Corning, Corning, NY).
Plotny se utésni plastickym filmem a inkubuji se pri 37 °C po
dobu 4 hodin. Testované jamky obsahuji plazmu s prislusSnym
naredénim inhibitorové sloucdeniny. Kontrolni jamky obsahuji
plazmu se samotnym DMSO. Slepé jamky obsahuji plazmu se

samotnym DMSO, které se nechajil inkubovat v mirozkumavkach pfi
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4 °C po dobu 4 hodin a pridaji se do mikrotitracnich jamek ke
konci inkuba&ni periody. VLDL a LDL se vysrazi pridanim 10 nl
srdZeciho ¢inidla (1% (hmotnost/objem) dextransulfat
(Dextralip50) /0,5 M chlorid hofeénaty, pH.7,4). Obsah jamek se
smisi plotnovym mixérem a potdm se inkubuje p¥i teploté okoli
po dobu 10 minut. Plotny se potom odstfedi pfi 1000 X J po
dobu 30 minut p¥i teploté 10 °C. Supernatanty. (50 ul) z kazdé
Jamky se potom p¥enesou do Picoplate™ (plotny s 96 jamkami,
Packard, Meriden, CT) obsahujici 250:1 Microscinfm—40
(Packard, Meriden, CT). Plotny se potom za tepla utésni
(TopSeal™-P, Packard, Meriden, CT) podle navodu vyrobce a
michaji se 30 minut. Radioaktivita se méfi na scintilacnim
¢itac¢i pro plotny (TopCount, Packard, Meriden, CT).

Hodnoty ICss jsou koncentrace inhibitorové slouééniny
inhibujici pfenos [’H]CE ze supernatantu [H]CE-HDL do
sraZeného VLDL a LDL na 50 % ve srovnani s pfenosem ziskanym
v kontrolnich jamkach. Maximadlni procentovy prenos (v

kontrolnich jamkach) se urc¢i podle néasledujici rovnice:

% pfenOSU = [dpmslep_\f pokus_ dpmkontrola] x 100

dpmslep\’/ pokus

Procenta pf¥enosu v jamkach obsahujicich inhibitorové

sloud¢eniny se stanovi nasledovné:

Q

3 kontroly = [dpNsiepy pokus_— dPMiest] X 100

dpmslep}'/ pokus dpmkontrola

Hodnoty ICss se urci z grafua % kontroly vic¢i koncentraci

inhibitorové slouceniny.

CETP aktivita in vitro
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Schopnost sloudenin inhibovat aktivitu CETP se zjistuje za
pouZiti in vitro zkousky, p¥i které se mé&fi rychlost pfenosu
radioznadeného cholesterylového esteru ([°’H]CE) z HDL
donorovych Eastic k LDL akceptorovym casticim. Podrobnosti
této zkoudky popsali Glenn a kol. (Glenn a Melton,
,Quantification of Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP):
A) CETP Activity and B) Immunochemical Assay of CETP Protein,™
Meth. Enzymol., 263, 339-351 (1996)). CETP se muZe ziskat z
bezsérového upraveného prostfedi CHO bunék transfektovanych
s c¢DNA na CETP (Wang, S. a kol., J. Biol. Chem. 267, 17487-
17490 (1992)). K m&Feni aktivity CETP se [’H]CE-zna&eny HDL,
LDL, CETP a zkuSebni pufr (50 mM
tris (hydroxymethyl)aminomethan, pH 7,4; 150 mM chlorid sodny;
2 mM ethylendiamintetraoctova kyselina; 1% hovézl sérum
albumin) inkubuji v objemu 200 pul, po dobu 2 hodin pri 37 °C
v 96 jamkovych plotnach. Potom se sréazi LDL postupnym sréaZenim
pfridédnim 50 pl 1% (hmotnost/objem) dextransulfatu/0,5 M
chlorid hofe&naty, michinim a inkubovéanim pfi teploté
mistnosti 10 minut. Roztok (200 pl) se pfenese na filtradcni
desku (Millipore). Po filtraci se mé&¥i radiocaktivita ve
vysraZeném LDL za pomoci scintilac¢niho ¢itace. Korekce na
nespecificky pfenos nebo srédZeni se provede za pouZitil vzorku,
které neobsahuji CETP. Rychlost pfenosu [’H]CE za pouZiti této
zkoudky je linedrni s ohledem na dobu a koncentraci CETP do 25
a? 30 % pfeneseného [’H]CE.

Sila testovanych sloucenin se miZe stanovit provedenim
shora uvedené zkouSky v pritomnosti rfiznych koncentraci
testovanych sloucenin a stanovenim koncentrace, poZadované pro
50% inhibici p¥enosu [’HJCE z HDL do LDL. Tato hodnota se
definuje jako ICsg. Hodnoty ICsp, stanovené v této zkouSce budou
presné, kdyZ je ICs, vétsSi neZ 10 nM. V pripadé, Ze slouleniny
maji vétsi inhibidéni silu, presné méfeni ICsy miiZe byt urceno
za pouZiti del$ich inkubacénich ¢astu (do 18 hodin) a niZs$ich

findlnich koncentraci CETP (< 50 nM).
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Inhibice CETP aktivity in vivo

Inhibice aktivity CETP testovanou slouleninou se muZe
urc¢it podanim sloufeniny zvi¥eti intravendzni injekci nebo
Yaludedni sondou, mé&fenim mnoZstvi pF¥enosu tritiem znaceného
cholesterylového esteru ([’HJCE) z HDL do &&stic VLDL a LDL a
porovnanim tohoto p¥eneseného mnoZstvi s mnoZstvim pfenesenym
u kontrolnich zvirat.

Samci zlatych syrskych k¥eckli se udrZujil pri dieté, kdy
potrava obsahuje 0,24 % cholesterolu, alespofi dva tydny pfred
provedenim studie. Zvifrata, kterd dostala intravendzni davku
bezprostfedné pred pokusem se anestezujl pentobarbitalem.
Anestezie se udrZuje v prubéhu celého pokusu. Do jugulédrni
vény a karotické artérie se zavedou katetry. Na zacatku pokusu
obdrZzi vsechna zvirata do jugularni vény 0,2 ml roztoku
obsahujiciho [’H]CE-HDL. [’H]CE-HDL je preparat lidského HDL,
obsahujici tritiem znacdeny cholesterylester a pripravi se
podle postupu, ktery popsal Glenn a kol. (Met. Enzymol., 263,
339-351 (1996)). Testovanad sloulenina se rozpusti jako 80 mM
zdsobnil roztok ve vehikulu (2 % ethanol : 98 % PEG 400, Sigma
Chemical Company, St. Louils, Missouri, USA) a poda se bud
bolusovou injekci nebo kontinu&lni infuzi. Dvé minuty poté se
poda davka [’H]JCE-HDL, zvifatim se injektuje do jugularni vény
0,1 ml testovaného roztoku. Kohtrolni zvi¥ata dostanou 0,1 ml
vehikulového roztoku bez testované slouceniny. Po 5 minutéch
se z karotické artérie odebere 1. vzorek krve (0,5 ml) a
pfenese se do mikrozkumavek obsahujicich
ethylendiamintetraoctovou kyselinu. Do katetru se injektuje
k proplachnuti fyziologicky roztok, ktery nahradi objem krve.
Nésledné vzorky krve se odeberou stejnym zpﬁsobém po dvou a
¢tyfrech hodindch stejnym zpUsobem. Krevni vzorky se dobfe
promichaji a udrZuji se na ledu, do skonenl pokusu. Plazma se

ziskd odstfedénim vzorka krve pfi 4 °C. Na plazmu (50 ul) se
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puisobi 5 nl sraZeciho ¢inidla (dextransulfit, 10 g/l1; 0,5 M
chlorid ho¥elnaty) k odstranéni VLDL/LDL. Po odstfedéni se
vznikly supernatant (25 ul) obsahujici HDL analyzuje na
radioaktivitu za pouZiti kapalného scintilac¢niho c¢itace.

Procenta [’H]CE pfevedend z HDL do LDL a VLDL (% pFenosu)
se vypolitaji na zakladé celkové radioaktivity
v ekvivalentnich vzorcich plazmy pfed srazZenim. Typicky je
mnoZstvi p¥enosu z HDL do LDL a VLDL u kontrolnich zvifat 20
aZz 35 % po 4 hodinéach.

Alternativné, pri védomi, anestezovana zvirata mohou
dostat oralné Zalude&ni sondou davku testované sloucleniny jako
suspenzi v 0,1% methylceluldéze ve vodé. V dobé, urlené pro '
kaZzdou slouceninu, pfi které trovné plazmy testované
sloufeniny dosadhnou svého vrcholu (Cux) po oralni davce,
zvitfata jsou anestezovana pentobarbitalem a do jugularni vény
se davkuije 0,2 ml roztoku obsahujiciho [*H]CE-HDL jak bylo
popsano shora. Kontrolni zvifata dostanou Zaludelni sondou
0,25 ml roztoku vehikula bez testované slouleniny. Po 4
hodinach se zvifata usmrti, vzorky krve se seberou a procenta
['H]CE pFenesena z HDL do LDL a VLDL (% pfenosu) se zjidtuji
jak je popséano shora.

Alternativné, inhibice aktivity CETP testovanou
slouCeninou se muZe urcit podanim slouceniny my$i, kterd byla
vybrana pro expresi lidské CETP (hCETP) transgenni manipulaci
(hCETP myS). Testovand sloudenina mtZe byt poddna intravendzni
injekci nebo oralne falude&ni sondou a mnoZstvi prenosu
tritiem znadeného cholesterylesteru ([’HJCE) z HDL a LDL se
stanovli a porovnd se s mnoZstvim pfenosu zjisSténym u
kontrolnich zvirat. My$i C57B1/D, které jsou homozygotni vu&i
hCETP genu jsou udrZovany pfi dieté, s vysokym obsahem tuku,
jako je TD 88051, jak popsal Nishina a kol. (J Lipid Res., 31,
859-869 (1990)) po dobu alesponn dvou tydnl pfedchéazejici
studii. MyS8i obdrZi oralni sondou davku testované slouleniny

jako suspenzi v 0,1% methylceluldze ve vodé nebo intravendzni
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bolusovou injekci testovanou sloudeninu v 10% ethanolu a 90%
polyethylenglykolu. Kontrolni zvirata dostanou roztok vehikula
bez testované sloucleniny oralni Zalude&ni sondou nebo
intravendézni bolusovou injekci. Na zaclatku pokusu vSechna
zvirata dostanou 0,05 ml roztoku obsahujiciho [*H]CE-HDL do
ocasni vény. [°H]JCE-HDL je preparat lidského HDL obsahujici
tritiem znacCeny cholesterylester, a pripravi se podle metody,
kterou popsal Glenn a kol. (Meth. Enzymol., 263, 339-351
(1996)). Po 30 minutach se zvifata nechaji vykrvacet a krev se
sebere do standardnich mikrozkumavek obsahujicich
ethylendiamintetraoctovou kyselinu. Vzorky krve se dobre
promichaji a udriuji se na ledu do skonceni pokusu. Plazma se
ziskd odst¥edénim vzorkd krve pri 4 °C. Plazma se oddéli a
analyzuje gelovou filtraéni chromatografii a urc¢i se relativni
poméry [’H]CE v VLDL, LDL a HDL.

Procenta ["H]CE pY¥enesenad z HDL do LDL a VLDL (% p¥enosu)
se vypoCitaji na zékladé celkové radioaktivity
v ekvivalentnich vzorcich plasmy pfed sréZenim. Typicky,
mnoZstvi pfenosu z LDL a VLDL u kontrolnich zvifat bude 20 %

aZ 35 % po 30 minutéach.
Zkoudka na absorpci cholesterolu ze strfeva

Je znéma Yrada siouéenin, které inhibuji absorpci
cholesterolu z intestindlniho traktu. Tyto sloucCeniny sniZuji
urovné cholesterolu v seru sniZenim intestinalni absorpce
cholesterolu jak z exogennich zdroju (dietni cholesterol) tak
endogenni cholesterol (vyluCovany mocovym méchyfem do
intestinalniho traktu)}.

U kfelkdl byla pouZita zlepSené& metoda pro méreni absorpce
cholesterolu do stf¥ev, pri které se méri pomér dvou odlidnych
radioaktivnich izotopu v plazmé, jak popsal Turley a kol. (J.

Lipid Res. 35, 329-339 (1994), zde uvadéné jako odkaz).
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Samcum ki¥edkll o hmotnosti 80 aZ 100 g se podava potrava a
voda dle libosti v mistnosti, kde se ve 12 hodinovych
periodach strida sv&tlo a tma. Ctyfi hodiny do sv&tlé periody
se nejprve podéd intravendzni davka 2,5 uCi [1,2-°H]
cholesterolu suspendovaném v Intralipidu (20 %) a potom oralni
davka [4-'“C]lcholesterolu v oleji triglyceridl se stFednim
Yet&zcem (MCT). I.v. davka se podd injektovéanim 0,4 ml
Intralipidové smési do distdlni femordlni vény. Oralni davka
se poda Zalude&ni sondou podanim 0,6 ml MCT olejové smési
zavedené intragastrikdlné polyethylenovou trubkou. Po 72
hodindch se k¥elklm odebere krev a kapalnou scintilacdni
spektroskopii se stanovi mnoZstvi *H a YC v plazmé a
v puvodnim mnoZstvi podané davky. Absorpce cholesterolu se

vypolte na zakladé nédsledujici rovnice:

Procento absorbované cholesterolu =

% oralni davky na ml ve vzorku plazmy po 72 hodindch x 100

!

% i.v. davky na ml ve vzorku plazmy po 72 hodinach

ZkouSka na mikrosomdlni triglyceridovy transferni protein

(MTP)

MTP se miZe Cistit z jaterni tké&né nebo kulturnich bunék
(napriklad bunék HepG2) za pouzZziti standardnich metod jak
popsal Ohringer a kol, (Acta Crystallogr. D52, 224-225 (199¢),
zde uvadéno jako odkaz).

Nédslednd analyza aktivity MTP se miZe provést jak popsal
Jamil a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. 93, 11991-11995 (199¢6)
zde uvadéno jako odkaz).

Zakladem této zkousSky je méreni prenosu znacenych
trigliceridl z darcovskych vezikull do akcepotorovych vezikull
v pritomnosti MTP.'Inhibitory MTP se mohou hodnotit jejich

pridanim do smési pfred zavedenim MTP. Darcovské vezikuly se
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pripravi sonifikaci vodné smdsi vajednych fosfolipidil,
kardiolipinu, °H-zna&eného fosfolipidu a YMc-zna&enych
triglyceridi. Akceptorové vezikuly se p¥ipravi sonifikaci
vodné smési vajelnych fosfolipidi. Vezikulové roztoky se spolu -
smisi, s nebo bez pfidédni MTP inhibitort a k wvyvoléni
prenosové reakce se p¥ida MTP. Zkoudka se zakondi po 60
minutach pfridédnim 0,5 ml celuldzy DE-52 a nésleduje odstfedéni
na pelety donorovych molekul. MnoZstvi °H a !'C v peleté a

v puvodnim mnozZstvi smési se stanovi kapalinovou scintilacéni
spektrometrii. Rychlost pfenosu lipidu se vypocte na zakladé

kinetiky prvniho Yadu za pouZiti vyrazu

kde {Slo a [S] jsou frakce ¢ znadené v donorové membranové
peleté v dobé 0 a t, a vyraz k je frakce =znaceného materidlu

pfeneseného za jednotku casu.
Zkouska na lipidy v plazmé u kralikl

Lipidy v plazmé se mohou zkouSet za pouZiti metod, které
popsali J. R. Schuh a kol., J. Clin. Invest., 91, 1453-1458
(1993), zde uvadéné jako odkaz. Skupiny samct bilych kralikna
z Nového Zelandu se podrobi standardni dieté (100 g/den)
obohacené 0,3 % cholesterolu a 2 % kukufricného oleje (Zeigler
Bothers, Inc., Gardners, PA). Voda je k dispozici dle libosti.
Skupiny oSetfenych zvirat se usmrti po 1 a 3 mésicich 1lécby.
Pro charakterizaci aterosklerotickYCh l1ézi se odeberou tkéané.
Pro urceni koncentrace lipidd v plazmé se odeberou krevni

vzorky.

Lipidy v plazmé
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Plazma pro analyzu lipidﬁ se ziskd odebranim krve z uéni
vény do zkumavek obsahujicich EDTA (Vacutainer; Becton
Dickenson & Co, Rutherford, NJ), a poté separaci bunék
odst¥edénim. Celkovy cholestérol se stanovi enzymaticky, za
pouZziti cholesteroloxidézové reakce (C.A. Allain a kol., Clin.
Chem., 20, 470-475 (1994), zde uvadéné jako odkaz). HDL
cholesterol se také mé&fi enzymaticky, po sraZeni LDL a VLDL
dextransulfatem s hoféikem (G. R. Warnick a kol., Clin. Chem.,
28, 1379-1388 (1982), zde uvadéné jako odkaz). Urovné
triglycerida v plazmé se stanovi mé&¥enim mnoﬁstvi giycerolu
uvolnéného lipoproteinlipédzou zkouskou vazby na enzym (G.
Bucolo a kol., Clin. Chem., 19, 476-482 (1973), zde uvadéné
jako odkaz) .

Aterosklerdza

Zvitata se usmrti pentobarbitalovou injekci. Torakélni
aorty se rychle vyjmou, ponori se do 10% neutrdlniho pufrového
formalinu a obarvi se olejovou Cerveni O (0,3 %). Po
jednoduché podélné incizi podél stény naproti arteridlnimu
usti se cévy oteviou pro hodnoceni plochy platd. Procento
pokryti platem se urc¢i z hodnot celkové zkoumané plochy
prahovou analyzou, za pouZiti barevného zobrazovaciho
analyzéru (Videometric 150; American Innovision, Inc., San
Diego, CA) propojeného s barevnou kamerou (Toshiba 3CCD)
upevnénou na mikroskop. Tkanovy cholesterol se meéri
enzymaticky, jak je popséano, po extrakci smési
chloroform/methanol (2:1) podle metody kterou popsal Folch a
kol. (J. Biol. Chem., 226, 497-509 (1957), zde uvadéné jako
odkaz.

In vitro vaskuléarni odezva.
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Abdomindlni aorty se rychle excisuji po injekci
pentobarbitalem sodnym a umisti se do okysliceného Krebs-
bikarbonadtového pufru. Po odstranéni perivaskularni tkané se
nateZou 3 mm krouZky, které se vloZi do 37 °C svalové lazné
obsahujici Krebs-bikarbonatovy roztok a zavési se mezi dva
nerezavéjici ocelové draty, pricemZ jeden z nich je pripojen
k silovému pfevodniku (Grass Instrument Co., Quincy, MA).
Zmé&ny sily jako odezva na angiotensin II pridany do lazné se

zanesou do grafu.

Priklady uvedené v tomto dokumentu mohou byt provedeny
ndhradou genericky nebo specificky popsanych terapeutickych
sloudenin nebo inertnich nosi&l za ty, které se pouZily
v predchozich pfikladech.

Z vy8e uvedeného vynédlezu vyplyva, Ze stejného uc¢inku miZe
byt dosaZeno rlznymi cestami. Takové variace nejsou na zavadu
my3lenky a rozsahu pfredklddaného vynédlezu a vSechny takové
modifikace a ekvivalenty, které jsou pro odbornika zFejmé

spadaji do rozsahu nésledujicich néroku.
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1. Terapeuticka kombinace,
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vy

NAROKY

znac¢uijici

S e

20%000

Lop1-3%f

t 1 m, Ze zahrnuje prvni mnoZstvi slou€eniny derivatu kyseliny

fibrové a druhé mnoZstvi sloudeniny inhibujici transferni

protein cholesterylesteru, kde prvni mnoZstvi a druhé mnoZstvi

dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky n¢inné mnozZstvi,

antiatheroskleroticky u¢inné mnoZstvi nebo

antihypercholesterolemicky G¢inné mnoZstvi uvedenych

sloucenin.

2. Terapeutickd kombinace
vyznadcujici s

fibrové je clofibrat.

3. Terapeutickd kombinace
vyznacuijilci S

fibrové je fenofibrat.

4. Terapeuticka kombinace
vyznacuijilci S

fibrové je ciprofibrat.

5. Terapeuticka kombinace
vyznacuijici S

fibrové je bezafibrat.
6. Terapeuticka kombinace
vyznadc¢ujici s

fibrové je gemfibrozil.

7. Terapeutickad kombinace

podle

e t

podle

e t

podle

e t

podle

e t

podle
e t

podle

naroku 1,

i m, Ze derivatem

naroku 1,

i m, Ze derivatem

naroku 1,

i m, Ze derivétem

naroku 1,

i m, Ze derivéatem

naroku 1,

i m, Ze derivatem

naroku 1,

kyseliny

kyseliny

kyseliny

kyseliny

kyseliny
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vyznaduijilci s e t 4 m, Ze derivatem kyseliny

fibrové je clinofibrat.

8. Terapeutické kombinace podle néroku 1,
vyznadc¢uijici s e t 1 m, Ze derivatem kyseliny

fibrové je binifibrat.

9. Terapeutickd kombinace podle naroku 1, _
vyznacuijici s e t i m, Ze kombinace obsahuje
prostfedek obsahujici sloueninu derivatu kyseliny fibrové a

slou¢eninu inhibujici transferni protein cholesterylesteru.

10. Zplsob profylaxe nebo 1é¢by hyperlipidemického stavu,
vyznacujici s e t i m, Ze se podd pacientovi
v pripad@ potfeby takové profylaxe nebo lécCby kombinace

v jednotkové davkové formé&, kde kombinace obsahuje prvni
mnoZstvi derivatu kyseliny fibrové, a druhé mnozstvi
sloudeniny inhibujici transferni protein cholesterylesteru,
kde prvni a druhé mnoZstvi dohromady zahrnuje

antihyperlipidemicky U¢inné mnoZstvi uvedenych sloucCenin.

11. Zpusob profylaxe nebo lécby aterosklerotického stavu,
vyznacuijilci s e t i m Ze se podad pacientovi
v pripadé potteby takové profylaxe nebo 1éCby kombinace

v jednotkové davkové formeé, kde kombinace obsahuje prvni
mnozstvi slouceniny kyseliny fibrové, a druhé mnoiZstvi
sloudeniny inhibujici transferni protein cholesterylesteru,
kde prvni a druhé mnoZstvi dohromady zahrnuje

antiateroskleroticky uc¢inné mnoZstvi uvedenych sloucenin.

12. Zpusob profylaxe nebo léCby hypercholesterolemie,
vyznacuijilcli s e t 1 m, Ze se podd pacientovi
v pripadé potfeby takové profylaxe nebo léCby kombinace

v jednotkové davkové formé, kde kombinace obsahuje prvni
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mnoZstvi sloudeniny derivatu kyseliny fibrové, a druhé
mnoZstvi sloudeniny inhibujici transferni protein
cholesterylesteru, kde prvni a druhé mnoZstvi dohromady

zahrnuje antihypercholesterolemicky U&inné mnoZstvi uvedenych

sloucenin.
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