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FOSZFOGLIKOLIPID VALAMINT ALKALMAZASAI

A talalmany hattere KOZZETETELI PELDANY

Az ischemial/reperfazié altal a széveteknél fellép6é karosodas
nagymérték( lehet. Az oxigénhianyos szévetek szenvedhetnek
mind reverzibilis, mind irreverzibilis karosodast. Seérilt
szévetek rendellenességet mutathatnak az automatizmusban
is. Példaul az ischemial/reperfazié soran karosodé
miokardialis szbvetek irreverzibilis karosodast vagy
miokardialis infarktust mutathatnak. Reverzibilis karosodas
vagy bénulas jelensége nyilvanvaléan az optimum alatti
szervi perfuzié csoékkent szivizom hatékonysagahoz és
kortunettanahoz vezet. Az ischemids miokardialis szbévet
reperfuzioja elektrofiziolégiai valtozasokat is okozhat,
amelyek rendellenességeket okozhatnak az automatizmusban,
beleértve a halalhoz vezetd arritmiat.

Az ischemial/reperfuzié soran beall6 szovetkarosodas
egzakt mechanizmusa nem ismert. Feltételezik azonban, hogy
az események komplex sorozata kovetkezik be, ahol a
szOovetek karosodnak az ischemia és az azt kdvetd reperfuaziod
soran. Az ischemia alatt a szovetek nem rendelkeznek
oxigént szolgaltaté vérrel, amely anaerob metabolizmushoz
és kovetkezésképpen intracellularis acidézishoz vezet. A
keringés hianya in-farktusokat okoz, vagy uszkds, elhalt
szovetek terileteit hozza Ilétre. Az ischemiadas szdvetek

kevesebb szabad gyokoket befogdé enzimeket termelnek. A
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reperfuzid, és az oxigénellatas Gjraindulasa soran a szovetek
karosodnak, amikor szabad gyokok termelédnek, beleértve a
hidroxilgyokéket is. Az oxidativ karosodas felboritja a kalcium
egyensllyt is a kérnyezd szovetekben bénulast okozva. Az
oxidativ robbanas okozta karosodasok tovabb fokozddnak,
amikor a seériult sejtek olyan faktorokat bocsatanak ki,
amelyek gyulladast okozé neutrofileket visznek az ischemias
részekhez. A gyulladdsos sejtek enzimeket termelnek,
amelyek tovabbi toxikus szabadgydkdket produkalnak és
behatolnak a szoévetkdzi teriiletekre, ahol elpusztitiak a

myocitakat.

Az alkalmazott modszerek, amelyek védelmet nyujtanak
az ischemial/reperfiuzié6 okozta karosodas ellen, azon
alapulnak, hogy cs6kkentik a kezdeti oxidativ robbanast és az
azt koévetd kalcium talterhelést, megelézve az ezzel jaroé
gyulladasos karosodast. Példaul azok az anyagok, amelyek
egyrészrél csékkentik az oxigénhidnyos szabad gyokok
termelését (beleértve az allopurinolt és a deferroxamint),
vagy novelik az ilyen anyagok katabolizmusat, mint a
szuperoxid dizmutaz, a katalaz, a glutation, és a rez-
komplexek, amelyek valdszinlileg csodkkentik az infarktus
teriletét és novelhetik a szivbénulasbol adédé balkamrai
funkcié stabilizalédasat is. Az olyan anyagok, amelyek
blokkoljak az izom natrium-hidrogén kicserél6dést, mint az
amilorid, megelézik a kalcium sejtbe torténé kotelezd
belépését, amely egyitt jar a natrium kizarassal és

kovetkezésképpen cstkkenti a kalcium tulterheleést.

A szoveteket védhetjik az ischemial/reperfaziéo okozta
sérilésektél az ischemias elBkezelésekkel. Ischemias
eldkezelés eldidézhetd egy rovid elézetes ischemiaval és az
azt kovetd reperfuziéval, amely az ischemias tolerancia gyors

javulasat eredményezi. Az ischemias tolerancia ezen akut



prekondicionalt allapota 30 perctél 2 o6raig terjed, és a
miokar-didlis szévetben ez csokkent infarktusos terilettel és
a szivkamrai arritmia ritkabb el6fordulasaval jar, nem
csokken azonban a szivbénulasok szama (Elliot, 1998).

Az akut eldkezelt allapotot koéveté szakaszban,
kiillbndsen az elbkezelt ischemia tovabbi peridédusainak
hianyaban az ischemias tolerancia késleltetett allapota 12-24
oraval késdébb hat és 72 éraig fejti ki hatasat. Az elékezelés
késleltetett fazisaban miokardialis infarktus, bénulds és

arritmia ellen kdézoltek véddéhatast kilonb6z6 fajok esetében.

Az ischemia/reperfuzio jelenséggel szemben az
elé6kezelt miocardium jellemz6i kézul megemlitjik az adenozin
trifoszfat (ATP) védelmét néhany modellen, az intracellularis
acidézis gyengitését, és a myocitan belili kalcium adagolas
csbkkenését. Az ismert médon a miocardium altal az ischemia
alatt kibocsatott bizonyos kémiai anyagokrol kimutattak, hogy
indukaljak az akut és tartés ischemias toleranciat és kardialis
védelmet nyljtanak. Példaul az adenozin, a bradikinin, és
opiat receptor antagonistak, amelyek indukaljak az akut
elé6kezelést, védelmet nyujtanak az ischemias sérilés ellen
az ATP fuggé kaliumcsatorna (Katp) uUtjan keresztal. A
bimakalinrél, amely ismert modon kinyitja a Kayp csatornat,
kimutattak, hogy korlatozza az infarktus méretét (Mizimura és
mt.-i, 1955). A monofoszforil lipid A (MLA) kivedi az
ischemias szovetek mind irreverzibilis, mind reverzibilis
karosodasat (Elliot, 5,286,718 sz. amerikai egyesdult
allamokbeli szabadalom).

A monofoszforil lipid A a lipid A egy detoxifikalt szarmazéka,
egy aktiv szerkezeti eleme a liposzacharidnak (LPS). A
liposzacharid vagy endotoxin egy potens immunmodulator,
amelyet a legtébb Gram negativ baktérium toérzs termel.
Leirtdk, hogy a |liposzacharid ischemia el6tt torténd

alkalmazasa noveli a miokardialis katalaz aktivitast, ezaltal



novelve a miokardialis funkciét (Brown és mt.-i, Bensard és
mt.-i). Az endotoxin védelmet nyGjt a tuddsériulések ellen a
hypoxia alatt. (Berg és mt.-i). Ugy tdnik, hogy az endotoxin
magas dozisanak kardioprotektiv hatasa &sszefliigg a ,toxin”
képességével, hogy elbkezelés alatt miokardialis oxidativ
stresszt indukal, ezaltal megvédi az egyedet az ischemiaval
tarsuld6 masodik oxidativ stressztél (Maulik és mt.-i). Azonban
a liposzacharid meglehetésen toxikus. A monofoszforil lipid
A-t szerkezetileg modositottak, hogy kikiszobéljek a
liposzacha-rid toxicitasat. Az a feltevés, hogy monofoszforil
lipid A védd hatasa az ischemia/reperfuzié okozta sérules
ellen a nitrogén-oxid szintetdz termelésének indukalasan
alapul, amely néveli a kardioprotektiv ATP-fl’Jggc'S kalium
csatorna (Katp) ,Open-

-state” valosziniiségét. A monofoszforil lipid A altal okozott
nitrogén-oxid atalakulas vezethet a gyulladaskelté neutrofilek
szamanak csokkenéséhez, amelyek belépnek az ischemias
tertletekre védve az egyedet tovabbi sérilésektol. Ugy tinik,
hogy az endotoxinnal ellentétben a monofoszforil lipid A nem
indukalja a miokardialis oxidativ stresszt kardioprotektiv
dozis esetén. Azonban valamennyi jelenleg alkalmazott
kezelésnek az ischemia/reperfazidé altal okozott sérilés ellen
hatranya van. Az e teruleten ismert hatékony anyagok nem
rendelkeznek széles klinikai alkalmazasi lehetéséggel, limitalt
hatékonysaguk és/vagy dozisfiggd toxicitasuk van, és
kovetkezésképpen alkalmazasuk limitalt a szivben t6rténé
ischemial/reperfuzio sérulés javitasara. Az endotoxin nagy
meértékben toxikus kardioprotektiv doézis esetén. A nem
toxikus monofoszforil lipid A anyagot az S. minnesota térzs
termeli fermentaciéban, amely hasonldéan a tobbi biolégiai
termékhez téobb hasonldé tipusti anyag keveréke, amelyek a
zsirsavak helyettesitési modjaban és lanchosszusagukban

kilonbdznek.



Bar oOsszehasonlitva az endotoxinnal a monofoszforil
lipid A nem toxikus, kardioprotektiv dézisban okozhat enyhe,
atmeneti, de nem doézisfiggd hdéemelkedést a hatékony
d6zistartomanyban. A fentiekb8l nyilvanvalé, hogy szikség
van uj készitményekre, amelyek biztonsadgosak, hatékonyak
és amelyek széles klinikai alkalmazhat6ésaggal rendelkeznek
az ischemial/reperfGzio karos hatasainak megel6zésére vagy
javitasara. Olyan készitmények lennének alkalmasak,
amelyek nem toxikusak, nem pirogének, kémiai szintézissel
allithatéok eld és egy meghatarozott kémiai szerkezettel

rendelkeznek.

A talalmany 6sszefoglalasa

A talalmany egy uj foszfoglikolipid vegyuletre
vonatkozik,
amely alkalmas az ischemia/reperfuzi6 altal kivaltott serilés
javitasara. Specifikusan az igényelt foszfoglikolipid az (1)
képletii 2-dezoxi-60-[2-dezoxi-4-O-foszfono-3-0O-[(R)-3-tet-
radekanoiloxi-tetradekanoil]-2-[(R)-3-oktadekanoiloxi-tetra-
dekanoil-amino]-p-D-glikopiranozil]-2-[(R)-3-hexadekanoiloxi-

tetra-dekanoil-amino]-pB-D-glikopiranéz.

A taldlmany targyat képezd foszfoglikolipidet kémiai
szintézissel allithatjuk eld a leirasban bemutatott 1. és 2.

reakciovazlat alkalmazasaval.

A leirasban megtalaljuk az uj foszfoglikolipid
ischemial/reperfuzioé altal kivaltott sérilés javitasara
vonatkozé eljarast is. A talalmany targyat képezé vegyulet

kilonosen elénytés ezen alkalmazasra, mivel nem indukal
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héemelkedést vagy gyulladaskeltéd citokineket a hatékony
kardioprotektiv dézishoz kézeli dézisszinteken, a maximalisan
toleralhaté dozis lényegesen névelhetd, ezaltal valészinileg
elérheté a terapias doézisszint embereken, kilénésen akkor,

ha kézvetlenil az operaciék el6tt alkalmazzuk.

Az abrak rovid leirasa

Az 1. Abra a taldlmany targyat képezé vegyilet kardiopro-
tektiv hatasat mutatja a terileti miokardialis ischemia

nyul modellén 35 pg/kg dozis alkalmazasa esetén 24 o6raval
az ischemia el6tt. A Mfekete téglalap a balkamra
veszélyeztetettségi %-at, az Oures téglalap az infarktus
veszélyeztetett teriilet %-at mutatja, * p<0,01 placebo

kontrollal szemben.

A 2. Abra a talalmany targyat képezd vegyiulet kardioprotektiv
hatasanak dé6zisfiuggdé valaszat mutatja nydal modellen
infarktussal szemben ischemia el6tt 24 6raval adagolva. A B
fekete téglalap a balkamra veszélyeztetettségi %-at, az DOures
téglalap az infarktus veszélyeztetett terilet %-at mutatja, #
p<0,01 placebo kontrollal szemben, *p<0,01 placebo
kontrollal szemben.

A 3. Abra a talalmany targyat képezé vegyilet kardioprotektiv
hatasat mutatja kutya modellen egy korai fazisban infarktus
ellen, amelyet a bolus beadasa utan folytattak egy 3 o6ran at

tarto infuzioval. Az allatokat az infazié soran L34 jeld



vegyllettel kezeltek, 3 oraval az elzaras el6tt, 1 oran at az
elzaras, és 1 6ran at az 5 6ras reperfuzi6 alatt.
Jelentések:Mfekete téglalap: placebo; Mires téglalap: L34
bolus egyediil, emelked6 csikozasu téglalap: L34 bolus (70p
g/kg) + infazi6 (40pg/kg); sillyedé csikozasu téglalap: L34
bolus (35ug/kg) + infuzié (4ung/kg).

A 4. Abra a talalmany targyat képezd vegyilet kardioprotektiv
hatasat mutatja 10 perccel az ischemia el6tt adva infarktus
ellen a regionalis miokardialis ischemia/reperfazié sertés
modelljén. A Bfekete téglalap a balkamra veszélyeztetettségi
%-at, az Olures téglalap az infarktus 4&ltal veszélyeztetett

terulet %-at mutatja.

Az 5. Abra a talalmany targyat képezdé vegyllet
kardioprotektiv hatasat mutatja reverzibilis kontraktilis
diszfunkcié, vagy kabulas ellen 10 perccel az ischemia el6tt
adva kutya modellen isméti6dé atmeneti regionélis ischemia
esetén. A Bfekete négyzet a placebo kontrolt, a @fekete kor

az L34 vegyllletet jelenti.

A 6. Abra a talalmany targyat képezé vegyilet kardioprotektiv
hatasat mutatja reverzibilis kontraktilis diszfunkcié vagy
kabulas ellen 24 6raval az ischemia el6tt adva kutya modellen
ismétl6dé atmeneti regionalis ischemia esetén. A B fekete
négyzet a placebo kontrolt, a @fekete kér az L34 vegylletet
jelenti.

A talalmany részletes leirasa

A talalmany egy 0j foszfoglikolipid, specialisan a
2-dezoxi-60-[2-dezoxi-4-0O-foszfono-3-O-[(R)-3-tetradekano-
iloxi-tetradekanoil]-2-[(R)-3-oktadekanoiloxi-tetradekanoil-
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ami-no]-p-D-glikopiranozil]-2-[(R)-3-hexadekanoiloxi-
tetradeka-noil-amino]-p-D-gltikopiranézra és
gyogyszerészetileg elfogadhaté séira vonatkozik. A talalmany
targya az (1) képleti vegyulet.

A talalméany foszfoglikolipid vegylulete alkalmas az
ischemia/reperfuzio okozta sérulés javitasara.

Az (1) képletd vegyuletet az 1. és 2. Reakciovazlat alapjan

allitjuk elé.

A talalmany foszfoglikolipid vegylletét, a tovabbiakban
L34-el jelzett vegylletet, elallithatjuk az N-aciloxi-csoporttal
acilezett vagy a nitrogén atomon védett glikozil akceptor
egység és a megfelelé véddécsoporttal ellatott és/vagy a 3-0-
acil-
oxi-csoporttal acilezett glikozil donor egyseég Koenigs-Knorr
tipust kapcsolasi reakciojaval. E talalmany egy el6nyben
részesitett peéldajat az (1) képleti vegyuletet az ismert
szerkezet kiindulasi anyagokbol, a (2) képleti benzil-2-
amino-2-

-dezoxi-4,6-O-izopropilidén-p-D-glukopiranozid és az (9)
képleti 2-trimetilszilil-etil-2-amino-2-dezoxi-4,6-0-izopropili-
dén-p-D-glikopiranozidbdl allitottuk eld, mint azt az 1. és 2.
Reakciovazliaton bemutatjuk. A (2) képletdi vegyilet N-
acilezése (R)-3-tetradekanoiloxi-tetradekansavval 1-(3-
dimetil-amino-

-propil)-3-etil-karbodiimid metil-jodid (EDC.Mel) jelenlétében
a (3) képletii intermediert eredményezi. A hidroxil-csoport
védése 2,2,2-trikloretil-kloroformattal (Troc-Cl) majd az
acetonid hidrolizise a (4) képleti glikozil akceptort
szolgaltatja.

A (9) képleti glikozil donor szintézisét a kovetkezd

reakciokkal oldottuk meg: az (5) képleti  vegyulet

<
as

L
’o Q"



nitrogénatomjanak védésére a Schotten-Baumann modszert
hasznaltuk Troc-

-Cl-al, amely a (6) képleti vegyuletet eredményezte. E
termék 3-O-acilezése (R)-3-tetradekanoiloxi-tetradekansavval
EDC.Mel és 4-pirrolidino-piridin jelenlétében majd az
acetonid hasitasa a (7) képleti diolt szolgaltatta, amelyet
azutan atalakitottuk a (8) képletli vegylletté 1,1-dimetil-
2.2 ,2-trikloretil-klor-formattal (TCBOC-Cl) és difenil-klor-
foszfattal. Végil a (8) képletli vegytlet (9) képleti glikozil
donorra alakitasat o,o-di-klérmetil-metil-éter cink(ll)-klorid
jelenlétében térténdé reakcidjaval vagy barmely mas az

irodalombél ismert reakcioval végezhetjuk.

A (4) és (9) képletii vegylletek kapcsolasat a Koenigs-
Knorr tipusG reakcioval végezzik ezust-triflat vagy mas
alkalmas katalizator jelenlétében, amely a (10) képletd
diszacha-ridot szolgaltatja. A trikloretil-bazist véddécsoportot
azutan cink forgaccsal ecetsavban tavolitjuk el, a glikézamin
nitrogénatomjat szelektiven acilezzik (R)-3-oktadekanoiloxi-
tet-radekansavval megfelelé kapcsolé reagens mint a 2-etoxi-
1-e-toxikarbonil-1,2-dihidro-kinolin (EEDQ) jelenlétében,
amelynek soran a (11) képleti hexaacilezett szarmazékot
nyerjik. A (11) képleti vegyilet maradék véddcsoportjait
azutan palladium vagy palladium katalizatorok jelenlétében
torténd katalitikus hidrogénezéssel tavolitjuk el, igy az (1)

képletli vegylletet nyerjuk.

Az irodalomban jartas szakemberek realizalhatnak, hogy a
foszfat- és (R)-3-alkanoiloxi-tetradekanoil-csoportok
bevezetését a glukézamin egységekbe nem szikségszerien
az 1. és 2. Reakcioséma vagy az alabb leirt 1. példa alapjan
kell veégezni. E csoportok kiépitését végezhetjik a
glikozilalasi (kapcsolasi) reakciot kovetéen olyan nitrogén- és

oxigén-vé-décsoportokat hasznalva, amelyek alkalmasak a
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jelenlévé amino- és hidroxil-csoportok megkilénboztetésére.
Tovabba, egyéb, az 1. és 2. Reakciéséma vagy az alabb leirt
1. példaban leirt védécsoportoktél kiléonb6z6é védbécsoportokat
is alkalmazhatunk a foszfat-, amino- és hidroxil-csoportok
atmeneti védésére a szintézis lépések soran. A tipikus
foszfat-véddécsoportok koézil a korlatozas szandéka nelkal
megemlitjitk a fenil-, benzil- és o-szilil-csoportokat,
elényosen a foszfat csoportot két fenil-csoporttal védjik. A 6
helyzetli hidropxilcsoport atmeneti védésére a cukorkémiaban
altalanosan alkalmazott védécsoportokat, mint példaul a
szilil-, benzil- vagy benziloxi-metil-étereket vagy egy alkil-
karbonatot hasznalunk; elényésen a 6-hidroxil-csoportot 1,1-
dimetil-2,2,2-trikl6retil-karbonat (TCBOC) formajaban veédjik.
A cukorkémia amino-csoportjainal alkalmazott nitrogén
véd6écsoportok koézul a korlatozas szandéka nélkul
megemlitjik az &altaldnosan alkalmazott karbamatokat, mint
példaul a terc-butil-, (t-BOC), benzil-, (Cbz), a 2,2,2-
trikloretil-, (Troc), és a 9-fluorenil-metil-csoportokat (Fmoc),
elénydsen a glikozil donor [példaul a (9) képleti vegyulet]
aminocsoportjat 2,2,2-trikléretil-cso-

porttal védjik. Tovabba, a kapcsolasi reakcioban a glikozil
donor anomer centrumahoz kapcsolodé aktivaldo és levald
csoportjaként a ki6ratomon kival mas atomokat s
alkalmazhatunk. Az altalanosan alkalmazott aktivalo
csoportok kézill a korldtozas szandéka nélkil megemlitjuk a
fluoratomot, kloratomot, bromatomot az acetoxi-csoportot és

a trikléraceti-midat- csoportot.

A talalmany targyat képezdé vegylletet alkalmazhatjuk
barmilyen gyogyszerészetileg elfogadhatéo s6 formajaban. A
talalmany targya szerint alkalmas so6k kézul alkalmazhatunk
trietil-amin-, trietanol-amin-, trisz-, glicin- és ammoénium-
sokat. Az irodalomban jartas szakemberek tovabbi a

talalmanyban alkalmazhaté so6kat is javasolhatnanak.
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A talalmany targyat képezdé uj foszfoglikolipid hasznos a
korlatozas szandéka nélkil az olyan metabolitikusan aktiv
szdovetek karosodasanak feljavitasaban, mint a helyi
vértelenség, reperfuzié sérilés okozta szivizom szovet
karosodas. A szdvetek eredendbéen karosodnak az ischemia
soran, amikor azok oxigén ellatdsa nem megfelelé. Az
ischemia soran bekovetkezd oxigénszegény allapot sejt
nekrézishoz vezet. Az oxigénszegény allapot egy
megndvekedett szabadgy6k képzédéshez vezet a reperfuzio
alatt, aktivalja a komplementer utat, az érrendszeri adhézios
molekuldk tulszabalyozasat és a gyulladaskelté citokinek
termelését. A talalméany targyat képezdé vegyilet megvédi az
oxigén szegénnyé valt szoveteket az ischemia alatt. Az
irodalomban jartas szakemberek szamara az is nyilvanvalo,
hogy a taldlmany targyat képezdé vegyiletnek hatékonynak
kell lennie az oxigén ujrafelvételt kbveté valamennyi tipusu

hypoxia vagy anoxia eseten.

Az elmélet szerint egy tovabbi sejtkarosodas és sejt
elhalas kovetkezik be a reperfuzié altali oxigén \ujra
bevezetés esetén. A sejtek szabad gyokdk altali karosodasa
kalcium taltermelést és egy sor enzimrendszer aktivitasanak
csdkkenését eredményezi, nagy valészinliséggel magaban
foglalva a nitrogén-oxid szintetdz enzim mikoédésének
csbokkenését, amely csokkenti a nitrogén-oxid termelést,
amely ezaltal a neutrofil adhézié ndévekedéséhez vezet. A
talalmany targyat képezé vegyulet kardioprotektiv hatasat
blokkolhatjuk amino-gua-nidinnel, az indukalhaté nitrogeéen-
oxid szintetdaz (iNOS) szelektiv inhibitoraval. A gyo6gyszer
adagolasa blokkolta az L34 vegyilet kardioprotektiv hatasat
kutyakon, amely valdszinlsiti a vegyilet nitrogén-oxiddal

dsszefiiggd hatasmechanizmusat.
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A neutrofilek nagy meértékben hozzajarulnak a
gyulladasos sérulés létrehozasaban, amely a szbvetek
ischemiat koéveté allapotaban kovetkezik be. Az ischemias
részhez kapcsolédé neutrofileket C5a és 5b névvel jeldljuk
(komplement fragmensek), citokinek és kemokinek, amelyek
kemotaktikusak a sejt szamara. Az aktivalt neutrofilek az
endotheliummal kapcsolatos sejtekhez kapcsolédnak,
athatolnak az endothelium gaton, ahol elpusztitjak a
miocitakat. A gyulladaskeltéd neutrofilek kapcsolédasa és
athatolasa az endothelium gaton az adhéziés molekulak
talszabalyozottsagatol mind az endothelium felszinén, mind a
neutrofileken. A citokineket, mint az IL-6-ot az ischemias
szdovetek termelik, amelyek bizonyitottan doénté szerepet
jatszik az adhéziés molekulak tulszabalyozasaban. A
talalmany targyat képezé vegyllet egyeddlallé abban a
vonatkozasban, hogy hatékony dézisban nem indukal
gyulladaskelté citokineket vagy lazat, amikor meg hatékony
az ischemial/reperfuzié altal okozott sériulés javitasaban.
Erthetd, hogy a hasonlé lanchosszusagu zsirsav-
szarmazékokat tartalmaz6é rokon szerkezetd vegyiletek

varhatéan bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.

A klinikai gyakorlatban ischemia bek6vetkezhet
elérelathatéan vagy varatlanul. A tervezett operaciok okozta
ischemia magaban foglalja a koszortuér bypass operaciojat, a
szivbillenty(i cseréjét, a szivkamra operaciojat, az artéria
lek6tésével jaré mutéteket, plasztikai sebészeti
beavatkozasokat, bdératultetéseket, szervatiltetést, szdvetek
transzplantaciojat, az aorta verdértagulatat, vagy a bel
reszekciot. A szévetek kerilhetnek oxigénszegény allapotba a
nem tervezheté események, mint a miokardialis infarktus,
agyvérzés, fulladas, bélelhalas, trauméas végtagamputalas és

visszailtetés. Meglepé modon a talalmany foszfoglikolipid
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vegyilete mind akut, mind hosszu ideig tarté6 védelmet
biztosit az ischemias sz6veteknek. Tovabba, az akut
védéhatas idétartamat kiterjeszthetjik a bolus adéas utani

infazié elinditasaval.

A talalmany targyat képezd vegyilet veddhatast
biztosit az ischemias széveteknek perceken belll a vegyulet
betegeknek téorténé adasa utan. Példaul, a talalmany targyat
képezé vegyllet adagolasa a vizsgaland6 allatoknak 10
perccel ischemia el6tt olyan védelmet biztosit, amely
igazolhaté a kezelt allatok csokkent mertékd infarktus
teriletével és kabulasaval. Ez az azonnali vagy akut
védéhatas az idé elérehaladasa folytan eltiinik vagy csékken.
Egy késleltetett véddhatas nyilvanvaléva valik mintegy 24
o6raval a gyoégyszer adasa utan. Késleltetett vedoOhatast
talaltunk nyilvanvaléan kutyak és nyulak esetén, amikor az
allatokat kezeltiuk a talalmany targyat képezd vegylulettel 24
o6raval az ischemia eldétt, amelyet a csdkkent infarktus terilet
és kabulas illusztralt. A talalmany szerinti vegyllet védelme
az ischemias szévetek felé kétfazisu, a védelem két teljesen
elkuldnuld periédusat ajanlja, a védelem egy akut periodusat.
és a védelem egy késleltetett periédusat. Azt talaltuk, hogy
az L34 molekula akut védéhatasa novelheté min. 3 6raval, ha
a bolus adasa utan azonnal infuziot alkalmazunk megengedve
egy klinikusnak, hogy élesen elvalasszuk a védelem akut és
késleltetett fazisat. A talalmany szerinti vegylletet elédnydsen
alkalmazhatjuk a siirgésségi vagy trauma esetekben, amikor
nem tudjuk a do6zist optimalisan alkalmazni az oxigénhianyos
allapotban. Tovabba, az elnydjtott véddhatas teszi a
vegylletet igazan alkalmassé olyan helyzetekben, amikor az
ischemia egy nappal az egyszeri d6zis adasa utan kévetkezik
be.
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Az ischemias sérilések ellen véddé eljarasokban a

talalmany szerinti vegylleteket formulazhatjuk egy
gyogyszerészetileg elfogadhaté vivbanyaggal injekcio,
inhalacio, orron A&t toérténd, rektalis vagy vaginalis

alkalmazasra becsepegtetés vagy lenyelés uatjan. Az itt
hasznalt , gyogyszerészetileg elfogadhaté vivbéanyag”
kifejezés jelentése egy anyag, kézeg, amely nem befolyasolja
az aktiv hatéanyag biologiai aktivitasat, és nem toxikus a
betegre nézve. A gyogyszerészetileg elfogadhaté vivéanyagok
tartalmazzak az olaj-a-vizben emulziékat, vagy viz-az-olajban
emulziékat, vizes készitményeket, amelyek tartalmazhatnak
szerves oldészereket (ko-szol-venseket) intravénas (l1V)
alkalmazasra, liposzomakat vagy feluletaktiv anyagokat
tartalmazd vesiculumot, mikrocseppeket vagy mikroszémakat,
porokat, tablettakat, kapszulakat, kupokat, vizes

szuszpenzidékat és aeroszolokat.

A talalmany vegylletének készitményeit
alkalmazhatjuk parenteralisan, azaz intraperitonealisan,
szubkutan, intramuszkularisan, vagy intravénasan, amelyek a
kévetkezd, eldnyben részesitett vivbanyagokat tartalmaznak.
Az intravénas alkalmazas egy elényben részesitett keveréke
10 % USP mindségi etanolt, 40 % USP minbéségi propilén-
glikolt vagy polietilén-glikol 600-at tartalmaznak, és a
visszamaraddé rész USP mindségl, injekcié készitésére
alkalmas viz (WFI1). A tovabbi elfogadhat6é vivbanyagok kozé
soroljuk a 10% USP mindségl etanolt és USP min6ségd,
injekci6 készitésére alkalmas vizet; 0,01-0,1 % trietanol-
amint tartalmaz6 USP min6éségli, injekcido készitésére
alkalmas vizet; vagy 0,01-0,1 % dipalmitoil-difosz-fatidil-
kolint: és 1-10 % squalént vagy parenteralis névényi eredeti
olaj-a-vizben emulziét. A gyogyszerészetileg elfogadhatd
parenteralis oldoszerek kézé soroljuk azokat az oldoészereket,

amelyek olyan oldatot vagy diszperziot szolgaltatnak,
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amelyek ugy szlrheték 0,22 im méretd szlrén, hogy aktiv

hatbanyagot nem tart vissza.

Az elényben részesitett vivbanyagok a szubkutan vagy
intramuszkularis alkalmazasra a PBS oldatok (phosphate
buffer solution), az 5 % dextrozt tartalmaz6 WFI oldatok, és a
0,01-0,1 % trietanolamint 5 % dextr6zzal vagy 0,9 % natrium-
kloriddal tartalmazé USP mindségli WFI oldatok, vagy 1:2,
vagy 1:4 aranya elegye 10 % USP etanolt, 40% propilén-
glikolt tartalmaz, amely kiegészil az elfogadhato izotonias
oldatokkal, mint az 5 % dextré6z, vagy 0,9 % natrium-klorid és
1:10% squalent, vagy parenteralis, ndévényi eredeti olaj-a-

vizben emulzidkkal.

A vivéanyagok példai a nyalkahartyan keresztili
felszivodasra a kuléndés adagolasi utaktél fluggenek.
Amennyiben oralisan adjuk azokat, a példak tartalmazzak a
gyogyszerészeti min6éségli mannitot, kemeényitét, laktozt,
magnézium-

-sztearatot, natrium-szacharidot, cellulézt, magnézium-
karbonatot, és hasonlékat, a leginkabb elé6nyben részesitett a
mannit alkalmazasa. Ha orron at alkalmazzuk azokat,
polietilén-glikol, foszfolipidek, glikolok, és glikolipidek, a
sz6l6cukor, és/vagy metil-celluléz, por szuszpenzidk olyan
adalékanyagokkal egyitt mint a laktéz és tartositészerek mint
a benzalkonium-klorid, az EDTA hasznalhaték. Egy kilénésen
elényben részesitett forma a foszfolipid az 1,2-dipalmitoil-sn-
-gliceril-3-foszfokolin (DPPC), egy megfelel6 vizes izotdnias
vivébanyaggal 0,01-0,1% koncentracioban, amely a talalmany
szerinti vegylletet 0,1-0,3 mg/ml koncentraciéoban
tartalmazza. Ha inhalacioval adjuk, a megfelelé vivbanyagok
kézé soroljuk a polietilén-glikolt, vagy glikolokat, a DPPC-t, a

metil-cellulézt, a elosztd anyagokat, a tartdésitészereket, az
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elényben részesitett vivbanyagok a polietilen-glikolok és a
DPPC.

A talalmany szerinti vegyluletet az egyednek egy
hatékony mennyiségben adjuk, hogy javitsuk annak allapotat,
vagy védelmet nyujtsunk az ischemia/reperfizié6 okozta
sérilés esetén. Az itt hasznalt ,hatékony mennyiség” az a
mennyiség, amely pozitiv valaszt ad a vivbanyag és negativ
kontrollal szemben. A talalmany szerinti vegyulet beadando
pontos mennyisége fiugg az adagolas moédjatol, a
gyogyszerészeti készitménytél és a betegtdl. Példaul, ha
intravénasan adagoljuk a sertéseknek, hogy csékkentsik a az
infarktus teriletet a bal eliilsé leszallé artéria elzarasa utan,
a vegyllet mennyisége 1-1000 ig/kg, elényosen 10-300
ig/kg, és legelényosebben 35-100 1ig/kg testtomegre

szamolva.

A kovetkezékben a példak bemutatjak az eljarasokat a
talalmany gyakorlasara. Valamennyi % tdémegszazalek, és
valamennyi oldészer keverék térfogat %-ban megadott,

hacsak nem specifikaltuk.

1. Példa - az (L34) jell uj foszfoglikolipid elballitasa

A 2-dezoxi-60-[2-dezoxi-4-O-foszfono-3-O-[(R)-3-
tetradekano-iloxi-tetradekanoil]-2-[(R)-3-oktadekanoiloxi-

tetradekanoil-ami-no]-p-D-glukopiranozil]-2-[-[(R)-3-
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hexadekanoiloxi-tetradeka-noil-amino]-D-glikopiran6z

trietilammoniumsé [(1) képletld vegyllet] elballitasa.

(1) 0,432 g (1,40 mmol) Benzil-2-amino-2-dezoxi-4,6-

O--izopropilidén-]-p-D-glikopiranozid (2) és 0,70 g (1,54
mmaol) (R)-3-hexadekanoil-tetradekansav diklérmetanos
oldatat reagaltatjuk 0,62 g (2,10 mmol) EDC-Mel-vel és a
reakcidelegyet 16 o6ran at kevertetjtk szobah&fokon. A
reakcidelegyet bepéaroljuk, a keletkezé maradékot flash
kromatografiaval tisztitjuk szilikagél oszlopon (gradiens
eltciot alkalmazva 35-45 % etil-
-acetatot tartalmazé hexannal), igy 0,89 g (85 %) (3) képleti
benzil-2-dezoxi-4,6-0O-izopropilidén-2-[(R)-3-hexadekanoiloxi-
-tetradekanoil-amino])-p-D-glukopiranozidot nyerink amorf
szilard anyag formajaban. 'H NMR (CDCI3) & 0,88 (~t, 6H),
1,1-1,7 (m, 46 H), 1,44 (s, 3H), 1,63 (s, 3H), 2,25 (t, 2H,
J=7,5 Hz), 2,42 (m, AB-tipus, 2H), 3,30 (td, 1H, J=10, 5 Hz),
3,51 (m, 1H), 3,61 (~t, 1H, J=9 Hz), 3,75-4,0 (m, 3H), 4,58 (d,
1H, J=11,8 Hz), 5,06 (m, 1H), 5,97 (d, 1H, J=6,0 Hz), 7,33 (s,
5H).

(2) 0,74 g (0,99 mmodl) (3) képleti vegyulet, 0,012 g
(0,01 mmol) DMAP és 0,20 ml (2,5 mmol) piridin 6 ml-es
dikldrmetanos oldatat reagaltatjuk 0,15 ml (1,1 mmdl) 2,2,2-
-triklor-etil-kloroformattal és szobahdmérsékleten kevertetjuk
3 6ran at. A reakcioelegyet beparoljuk, a maradékot feloldjuk
15 ml| 80 %-os vizes ecetsavban és 60 °C-on melegitjuk 1
oran at. Az oldatot vakuumban beparoljuk, a maradékként
nyert szirupszerli anyagot flash kromatografiaval tisztitjuk
szilikagél oszlopon (gradiens eluci6t alkalmazva 50-55 % etil-
acetatot tartalmazé hexannal), igy 0,71 g (81 %) (4) képleti
benzil-2-

-dezoxi-[(R)-3-hexadekanoiloxi-tetradekanoil-amino]-
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-3-0-(2,2,2-trikléretoxi-karbonil)-p-D-glikopiranozidot

nyeriink szintelen amorf szilard anyag formajaban. '"H NMR
(CDCl3) 6 0,87 (~t, 6H), 1,1-1,15 (m, 46 H), 2,22 (t, 2H, J=7,5
Hz), 2,29 (dd, 1H részben rejtve a triplet miatt, J=14,7, 5 Hz)
2,43 (dd, 1H, 14,7, 5 Hz), 3,00 (széles s, 2H), 3,45 (m, 1H),
3,75-4,15 (m, 4H), 4,55 (d, 1H, J=12 Hz), 4,7-4,9 (m, 4H),
5,0-5,15 (m, 2H), 6,34 (d, 1H, J=8,4 Hz), 7,28 (széles s, 5H).

(3) 6,46 g (20,2 mmoél) 2-Trimetilszilil-etil-2-amino-2-
-dezoxi-4,6-O-izopropilidén-)-p-D-glukopiranozid (5) 300 ml-
es kloroformos oldatahoz 300 ml 1 N vizes natrium-hidrogén-
karbonat oldatot és 8,5 g (40 mmoél) 2,2,2-trikléretil-klorofor-
matot adunk. A reakcidelegyet erdteljesen kevertetjik 3 6ran
at. A szerves fazist elvalasztottuk, vizmentes natrium-
szulfattal szaritottuk. Az oldatot vakuumban beparoljuk, a
maradékként nyert szirupszer( anyagot flash kromatografiaval
tisztitjuk szilikagél oszlopon (gradiens eluciét alkalmazva 30-
40 % etil-acetatot tartalmazé hexannal), igy 9,6 g (96 %) (6)
képletli 2-trimetilszilil-etil-2-dezoxi-4,6-O-izopropilidén-2-
-(2,2,2-trik|éretoxi-karboniI-amino)-B-D-gI(]kopiranozidot
nyeriink szintelen szilard anyag formajaban: olvadaspont 69-
70 °C: '"H NMR (CDClI3) & 0,0 (s, 9H), 0,94 m, 2H), 1,44 és
1,52 (2s, 6H), 2,94 (széles s, tH), 3,23-3,37 (m, 2H), 3,48-
3,62 (m, 2H), 3,79 (t, 1H, J=~10,5 Hz), 3,88-4,08 (m, 3H),
4,65 (d, 1H, J=8,3 Hz), 4,74 (m, 2H), 5,39 (d, 1H, J=7,4 Hz).

(4) 7,5 g (15,2 mmol) (6) képleti vegyilet, 7,58 g
(16,7 mmol) (R)-3-tetradekanoiloxi-tetradekansav és 0,25 ¢
(1,7 mmoél) 4-pirrolidino-piridin 95 ml-es diklérmetanos
oldatahoz adunk 4,94 g (16,7 mmél) 1-(3-dimetilamino-
propil)-3-etil-kar-
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bodiimid metil-jodidot (EDC.Mel) és a reakcidelegyet 16 o6ran
at kevertetjik szobahéfokon. A reakcitelegyet szirjuk egy
réovid CELITEe agyon, vakuumban beparoljuk, és a maradékot
100 ml 60 °C hémérsékletii 90 %-os vizes ecetsavval 1 éran
at melegitjuk. A reakcidelegyet vakuumban beparoljuk, a
visszamaradé ecetsavat és vizet 2x150 ml toluol hozzaadasa
kézben azeotrop desztillacioval tavolitjuk el. A nyers diolt
flash kromatografiaval szilikagél oszlopon (gradiens eluciot
alkalmazva oldészerként 30-40 % etil-acetatot tartalmazé
hexant hasznalva 11,8 g (83 %) 2-(trimetil-szilil)-etil-2-
dezoxi-3-0-[(R)-3-he-xadekanoiloxi-tetradekanoil]-2-(2,2,2-
trikléretoxi-karbonil-ami-no)-p-D-glukopiranozidot (7 képletd
vegyilet) nyeriink szilard amorf anyag formajaban: '"H NMR
(CDCl3) & 0,0 (s, 9H), 0,9 (m, 8H), 1,1-1,7 (m, 42H), 2,30 (t,
2H, J=7.,4 Hz), 2,52 (m, 2H), 3,36-3,72 (m, 4H), 3,78-4,03 (m,
3H), 4,57 (d, 1H, J=8,3 Hz), 4,65 (d, 1H, J=11 Hz), 4,77 (d,
1H, J=11Hz), 5,05-5,15 (m, 2H), 5,20 (d, 1H, J=7,4 Hz),

(5) 10,9 g (12 mmal) (7 képletld vegyilet) és 2 ml (25
mmél) piridin 125 ml-es diklérmetanos oldatahoz adjuk
cseppenként 0 °C-on 3,17 g (13,2 mmol) 2,2,2-trikl6r-1,1-
dimetil-etil-kloroformat 25 ml-es diklérmetanos oldatat. A
reakcidelegyet hagyjuk lassan felmelegedni szobah&fokra 3,5
6ra alatt. E héfokon adunk hozza sorrendben 0,89 g (6,0
mmol) 4-pirro-
lidini-piridint, 10,5 ml (60 mmaél) N,N-diizopropil-etil-amint és
3,7 ml (18 mmél) difenil-klorofoszfatot és a reakcidelegyet 5
o6ran Aat kevertetjik szobah&fokon. Higitjuk 500 ml diklor-
metannal, mossuk 2 x 250 ml hideg 7,5 %-os vizes soésav
oldattal, 250 ml vizzel, 250 ml telitett vizes natrium-hidrogén-
karbonat oldattal, natrium-szulfattal szaritjuk, végul
beparoljuk. A maradék anyagot flash kromatografiaval

szilikagél oszlopon tisztitjuk oldoészerként 12,5 % etil-acetatot
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tartalmazo hexant hasznalva. igy 15,1 g (95 %) (8) képleti 2-
trimetilszilil--etil-2-dezoxi-4-O-difenilfoszfono-3-0-[(R)-3-
tetradekanoiloxi-
-tetradekanoil]-6-0-(2,2,2-triklér-1,1-dimetil-etoxikarbonil)-2-
-(2,2,2-trikl6retoxi-karbonil-amino)-B-D-glikopiranozidot
nyeriink viszkoézus olaj formajaban. '"H NMR (CDCl3) 6 0,0 (s,
9H), 0,8-1,0 (m, 8H), 1,1-1,65 (m, 42H), 1,83 és 1,90 (2s,
6H), 2,15-2,45 (m, 4H), 3,34 (q, 1H, J=~8 Hz), 3,37 (m, 1H),
3,81 (m, 1H), 3,95 (m, 1H), 4,27 (dd, 1H, J=12,5 Hz), 4,34 (d,
1H, J=12 Hz), 4,58 (d, 1H, J=12 Hz), 4,66 (g, 1H, J=~9 Hz),
4,86 (d, 1H, J=12 Hz), 5,03 (d, 1H, J=7,9 Hz), 5,21 (m, 1H),
5,54-5,70 (m, 2H), 7,2-7,8 (m, 10H).

(6) 6,5 g (4,84 mmol) (8) képletid vegylletet és
2,18 mli

(24,2 mmol)  diklérmetil-metil-étert  feloldunk 60 mi
kloroformban, az oldatot lehitjuk 0 °C-ra, hozzaadunk 2,41
ml (2,41 mmol) cink(ll)-klorid 1M éteres oldatat, azutan
keverés koézben a reakcidelegyet engedjik szobahdéfokra
felmelegedni és e héfokon kevertetjlk egy éjszakan at. Az
elegyet higitjuk etil-acetattal, az oldatot mossuk telitett vizes
natrium-hidrogén-karbonat oldattal, natrium-szulfattal
szaritjuk és végul beparoljuk. A maradékként kapott vilagos
sarga olajat flash kromatografiaval szilikagel oszlopon
tisztitjuk oldoszerként 10 % etil-acetatot tartalmazo hexant
hasznalva. Illy méodon 5,4 g (88 %) (9) képletli 2-dezoxi-4-O-
difenilfoszfono-3-0O-[(R)-3-
-tetradekanoiloxi-tetra-dekanoil]-6-0-(2,2,2-triklér-1,1-
dimetil--etoxikarbonil)-2-(2,2,2-trikl6retoxi-karbonil-amino)-p-
D-gliko-piranozidil-kloridot nyerink szilard amorf anyag
formajaban: 'H NMR (CDCl3) & 0,88 (~t, 6H), 1,1-1,6 (m, 42
H), 1,78 (s, 3H), 1,88 (s, 3H), 2,18 (t, 2H, J=7,6 Hz), 2,34-
2,52 (m, 2H), 4,2-4,4 (m, 4H), 4,70 (d, 1H, J=12 Hz), 4,73 (d,
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1H, J=12 Hz), 4,83 (~q, 1H, J=9 Hz), 5,09 (m, 1H), 5,51 (~t,
1H, J=10 Hz), 5,79 (d, 1H, J=8,0 Hz), 6,26 (d, 1H, J=3,6 Hz),
7.1-7,4 (m, 10H).

(7) 1,40 g (1,54 mmol) (4) kepletd és 2,33 g (1,85
mmol) (9) képletd vegylletek 18,5 ml 1,2-diklér-etanos
oldatat kevertetjik 1 g elporitott 4 A méretli molekulasztiré
jelenlétében 1 6ran at, ezutédn 1,43 g (5,55 mmol) AgOTf-et
adunk hozza egy részletben. A reakcidelegyet fénytél vedve 4
6ran at kevertettik szobahéfokon. Egy tovabbi ekvivalens
mennyiségld 0,475 g (1,85 mmol) AgOTf-et adtunk hozza és
egy éjszakan at szobahéfokon kevertettik. A keletkez6
szuszpenziot leszlrtuk, az oldatot vakuumban beparoltuk,
melynek eredményeképpen csaknem szintelen olajat kaptunk.
A maradékot flash kromatografiaval szilikagél oszlopon
gradiens eluciot alkalmazva 20-25 % etil-acetatot tartalmazo
hexannal. Ily médon 2,40 g g (73 %) (10) képleti benzil-2-
dezoxi-60-[2-dez-
oxi-4-0O-difenil-foszfono-3-0-[(R)-3-tetradekanoiloxi-
tetradeka-noil]-6-0-(2,2,2-triklér-1,1-dimetil-etoxikarbonil-2-
(2,2,2- )
-triklor-etoxikarbonil-amino)-pB-D-glukopiranozil]-3-0-(2,2,2-
-triklor-etoxikarbonil)-2-[(R)-3-hexadekanoiloxi-tetradekanoil-
-amino]-D-glikopiranozidot nyerink szintelen szilard anyag
formajaban: olvadaspont:95-97 °C; '"H NMR (CDCl3) 6 0,88 (t,
12 H J= Hz), 1,1-1,65 (m, 88H), 1,84 (s, 3H), 1,90 (s, 3H),
2,15-2,47 (m, 8H), 3,06 (széles s, 1H), 3,37-3,55 (m, 2H),
3,63-3,83 (m, 3H), 3,88 (dd, 1H, J=11 Hz), 4,17 (dd, 1H,
J=12, 2,5 Hz), 4,24 (dd, 1H, J=11,5 Hz), 4,38 (dd, 1H, J=11
Hz), 4,55-4,95 (m, 8H), 5,00 (m, 1H), 5,05-5,25 (m, 2H), 5,49
(~t, 1H, J=9 Hz), 5,89 (d, 1H, J=8,2 Hz), 5,93 (d, 1H, J=6.6
Hz).
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(8) 11,7 g (5,53 mmol) (10) képletli vegyilet 250 ml-es
ecetsavas oldatdhoz adunk 60 °C-on harom egyenlé
részletben 1 6ra alatt 27,1 g (0,415 mmél) cink forgdcsot. A
reakcidelegyet egy CELITE e agyon szirjik, és az oldatot
beparoljuk. A maradékot feloldjuk 500 ml etil-acetatban,
mossuk sorrendben 500 ml 1M vizes s6sav oldattal, 500 ml
telitett vizes natrium-hidrogén-karbonat oldattal, vizmentes
natrium-szulfattal szaritjuk, szirjuk, az oldatot beparoljuk. Az
igy nyert nyers triol és 3,1 g (6,08 mmél) (R)-3-oktadekanoil-
tetradekansav 60 ml-es diklérmetanos oldatdahoz adunk 2,26 g
(9,12 mmél) 2-e-toxi-1-etoxikarbonil-1,2-dihidro-kinolint
(EEDQ) és 16 oran at kevertetjtk szobah6fokon. A
reakcidelegyet vakuumban beparoljuk, és a maradékot flash
kromatografiaval szilikagél oszlopon etil-acetat-kloroform-
ecetsav 10:90:5 aranyu elegyével tisztitjuk. Illy médon 6,4 g
(56 %) (11) képletl benzil-2-dezoxi--60-[2-dezoxi-4-0-difenil-
foszfono-3-O-[(R)-3-tetradekano-iloxi-tetradekanoil]-2-[(R)-3-
oktadekanoiloxi-tetradekanoil-ami-no}]-p-D-glikopiranozil]-2-[-
[(R)-3-hexadekanoiloxi-tetradeka-noil-amino]-D-glukopiranézt

nyerink szintelen szirupszeril anyag formajaban.

(9) 6,3 g (3,07 mmadl) (11) képletli vegyulet 25 ml
ecetsavat és 250 mi tetrahidro-furant tartalmazo
oldoszerelegyben hidrogénezzik 3,5 g palladium szén
katalizator jelenlétében szobahdfokon 65 psi nyomason 18
6ran at. A katalizatort kiszlrjuk, 3,0 g platina-oxid
katalizatort adunk az oldathoz és a hidrogénezést folytatjuk
valtozatlan kérilmeények kozott 24 o6ran at. A katalizatort
kiszirtuk, atmostuk kloroformmal és az egyesitett sziirletet és
moso6folyadékot beparoltuk. A maradékot flash
kromatografiaval szilikagél oszlopon kloroform-metanol-viz-
trietil-amin 90:10:1:1 aranyu elegyével tisztitva 3,9 g anyagot

kaptunk, amelyet feloldottunk hideg 500 ml kloroform-metanol
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2:1 aranyu elegyében és mostuk 200 ml hideg 0,1 N soésav
oldattal. Az alsé szerves fazist elvalasztottuk, szdrtuk
Whatman féle szirépapiron (No. 4) és vakuumban beparoltuk.
Ily médon 3,6 g (65 %) szabad savat nyertink. A szabad sav
egy részét liofilizaltuk 2 %-os vizes trietil-amint tartalmazé
oldatbol, amely folyamat eredményeképpen a tiszta (1)
képletli 2-dezoxi-60-[2-dezoxi-4-O-foszfono-3-0O-[(R)-3-
-tetradekanoiloxi-tetradekanoil]-2-[(R)-3-oktadekanoiloxi-tet-
radekanoil-ami-no]-B-D-gltikopiranozil]-2-[-[(R)-3-hexadekano-
iloxi-tetradekanoil-amino]-D-glikopiranéz trietilammoénium sot
nyeriink fehér szilard anyag formajaban: olvadaspont:174-175
°C (bomlas kézben) IR (film): 3306, 2920, 2851, 1732, 1652,
1552, 1467, 1378, 1308, 1178, 1060, 953, 845, 721, cm™';

'H NMR (CDCI;-CD3;0D) & 0,88 (~t, 18 H), 1,15-1,7 (m, 147
H), 2,25-2,7 (m, 12 H), 3,07 (q, 6H, J=7,4 Hz), 3,22-4,3 (m,
12 H), 4,69 (d, 1H, J=8,5 Hz), 5,05-5,25 (m, 5H), 6,69 (d, 1H,
J=8,5 Hz), 7,41 (d, 1H, J=8,5 Hz); '°C NMR (CDCl3) & 174,0,
173,4, 170,8, 170,5, 100,1, 91,4, 75,7, 72,7, 71,8, 71,1, 71,0,
7,06, 61,0, 54,9, 54,0, 45,6, 41,7, 41,1, 39,3, 34,5, 32,0,
29,8, 29,5, 29,4, 25,4, 25,1, 22,7, 14,2, 8,6.

Analizis a C108H208N3021P X5 Hzo képlet alapjén:
szamitott: C:64,67; H: 10,95; N:2,09; P:1,54 %

talalt: C:64,58; H: 10,63; N:2,12; P:1,58 %

2. Példa: Az L34 vegyulet kardioprotektiv hatasa az infarktus

kiterjedésére kutyakban

Kutyak elézetes kezelése a talalmany targyat kepezé
vegyllettel az ischemia/reperfizi6 bekévetkezése el6tt
jelentésen csokkentette az infarktus teruletét a kontrolok
alkalmazasaval szemben. Azon allatok esetén, amelyeket L34

vegyllettel kezeltek akar 10 percig, akar 24 6raig 1 oraval a
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baloldali eliilsé leszalld szivkoszoruér elzarédast, és 3 oraval
a reperfuziot megel6zden, kisebb infarktus teriletet mutattak,
amint azt a veszélyeztetett teriilet szazalékaban fejeztink ki.
Tovabba, amino-guanidin, egy szelektiv nitrogén monoxid
szintetaz inhibitor adagolasa gatolta az L34 vegyillet
késleltetett kardioprotektiv hatasat, amit a kezelt allatokon

figyeltink meg.

19,0-30,0 kg témegl, akar him, akar néstény mongrel
kutyakat koplaltattunk egy éjszakan at, érzéstelenitettik 200
mg /testsuly kg intravénasan adott natrium barbitallal, és 15
mg /testsuly kg natrium pentobarbitallal, Iélegeztettik azokat
oxigénnel dusitott levegbével 5-7 bar nyomast alkalmazva,
hogy megel6zzik a tud6é tokéletlen telitédését. Egy automata
vér gaz rendszerrel monitoroztuk az artérias vér pH-jat, az
oxigén és széndioxid nyomast kivalasztott idépontokban és
azokat a normal fiziologiai allapotnak megfeleld értékeken
tartottuk. (pH= 7.35-7.45; pO,: 10,6-16,0 kPa; pCO,: 10,6-
16,0 kPa) a lélegeztetés és az oxigén adagolas allitasaval és
szikség szerint 1,5 % natrium-hidrogén-karbonat oldat
infuziojaval. A testhomérsékleteket egy melegité parna

segitségével 38+1 °C-on tartottuk.

Egy dupla nyomasérzékelé mikrotip katétert vezettink
az aortaba és a bal kamraba a bal nyaki ver6ér artérian
keresztil az aortas és bal kamrai nyomasok mérésére. A bal
kamrai kontraktivitas dP/dt értéket hataroztuk meg a bal

kamrai nyomas pulzus elektronikus differencialasaval.

A baloldali mellkas megnyitasat az 6tédik bordakézben
végeztik el. A tudét félrehuztuk, a szivburkot megnyitottuk,
és a szivet régzitettik. A bal ellils6 leszallé6 koszoruér 10-15
mm-es szegmentjét kivagtuk a koérnyezd szévetekbdl. Egy

kalibralt elektromagneses Aaramlasmérét helyeztink a bal
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elilsd leszalld koszoruér kéré, hogy a koszoruér véraramlast
meghatarozzuk. A bal szivpitvari flilcsébe kanult helyeztink
el a radioaktiv mikroszférak szamara, hogy a regionalis
miokardialis véraramot meghatarozzuk a reperfizié alatt az
ischemias és normalis teriletekhez. Elektrodokat
csatlakoztattunk a bal szivpitvari filcséhez, hogy gyorsitsuk a
szivet egy elektromos stimulatorral (tipusa Grass SD9) 150
beat/perc sebességgel, amikor szivverés 140 beat/perc értek

ala esik.

Az allatokat randomizaltan 5 csoportba osztottuk; az
elsd csoportot azok az allatok alkottak, amelyek 35 p
g/testsuly kg gyogyszert kaptak intravénasan 24 o¢raval az
elzarédas el6tt (24 o6ra); a masodik csoportot azok az allatok
alkottak, amelyek 35 pg/testsuly kg gyoégyszert kaptak 24
o6raval az elzarodas el6étt és 30 mg /testsuly kg amino-
guanidint 60 perccel az elzar6déas el6tt; a harmadik csoportot
azok az allatok alkottak, amelyek 70 pg/testsuly kg
gyogyszert kaptak 10 perccel az elzarédas el6tt; a negyedik
csoportot azok az allatok alkottdk, amelyek 30 mg/testsuly kg
amino-guanidint kaptak 60 perccel az elzarddas el6tt; az
6todik csoport allatai vivbanyagot kaptak. Az Aallatkisérlet
soran a hemodinamikai valtozékat monitoroztuk és
feljegyeztik. A talalmany targyat képezdé L34 jelu
foszfoglikolipid vegyuletet feloldottuk 40 % propilén-glikolt és
10 % etanolt tartalmazé6 ,water for injection” (WFI) mindsegi
vizben, az oldatot azonos mennyiségld 5 % dextrézt
tartalmazé vizes oldattal (D5W), majd az igy elkészitett
oldatot adtuk intravénasan 24 o6raval vagy 10 perccel a
kisérlet megkezdése el6tt. A kontrol csoportot azonos
térfogata placebéval kezeltik [40 % propilén-glikol, 10 %
etanol vizben (WFI) oldva és higitva D5W-vel]. Valamennyi

allatot 60 percig kezeltik a baloldali elilsé leszalld
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szivkoszoruér elzarodas folyaman, és 3 o6raig a reperfuzio

idején.

Helyi miokardialis véraramot mértunk radioaktiv
mikroszféra technikaval. A mikroszférakat a szivkoszorueér
elzarédas 5. és 30. percében injektaltuk, valamint a
reperfuzios periodus végén. Karbonizalt miianyag
mikroszférakat (15 pm atméréji, New England Nuclear) 4c,
103Ru vagy °°Nb izotéppal jeldltink, szuszpendaltuk 0,01 %
Tween 80-at tartalmazé izotonias so6oldatban. A Tween 80
hozzaadas meggatolja az aggregaciot. A mikroszferakat
ultraszonikaltuk 5 percig, és homogenizaltuk tovabbi 5§ percig
adagolas el6tt. 1 ml mikroszféra szuszpenzidot (2-4 x 10°
szféra) adtunk a bal szivpitvari katéteren keresztil, amelyet
atmostunk 5 ml fiziologias sooldattal. Egy referens véraram
mintat vezettink vissza a femoralis artériabol egy allandé,
6,6 ml/perc sebességgel kdzvetleniil a mikroszféra injektalas

eldtt.

A reperfuzié végén a bal elils6 leszall6 koszoruérbe
kanilt vezettink és 10 ml Patent Blue dye festékanyagot és
10 ml fiziolégias sbdoldatot injektaltunk azonos nyomassal a
bal szivpitvarba és a bal elulsé leszall6 koszoruérbe, hogy
meghatarozzuk az anatémias veszélyeztetett teriletet (AAR)
és a nem ischemias teriletet. A szivet azutan elektromosan
fibrillaltuk, (20V, 250Hz négyzetes hullam pulzusokat
alkalmaztunk direkt médon a bal kamraba) és azonnal
eltavolitottuk. A balkamrat kivagtuk, és keresztiranyban
felszeleteltik 6-7 mm széles darabokra, a csucstél a bazisig.
A festetlen ischemias teriletet és a kék szini normal
teriletet szétvalasztottuk és mindkét teriletet inkubaltuk 37 °
C hémérsékleten 30 percig 1 % 2,3,5-trifenil-tetrazolium-
kloridot (TTC) tartalmazé 7,4 pH értéki 0,1 M foszfat
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pufferben. A TTC téglavoros szinlre festi az infarktus altal
nem érintett szivizmot, jelezve egy formazin csapadék
jelenlétét, amely az életképes szdvetekben jelenlevd
dehidrogenaz enzim altal redukalt TTC-bsl keletkezik. A
veszélyeztetett teriletet kifejeztuk a bal szivkamra
szadzalékaban és az infarktus 4altal érintett terileteket
kifejeztiik a veszélyeztetett teriilet szazalékaban. A balkamra,
a veszélyeztetett terulet, és az infarktus 4&ltal érintett

teriletek tomegét meértuk.

A transzmurdlis sz6évetcsikokat szétosztottuk az
ischemias (3 szelet) és a nem ischemias teruletek (5 szelet)
subepicardium, k6ézép-szivizom és subendocardium részekre
és meértik a szévetmintak témegeit (0,3-0,8 g).A
transzmuralis szeleteket az ischemias tertlet kézepébdl
nyertik, és legalabb 1 cm tavolsagra voltak a perfuzié
hataratél, amelyet a Patent Blue dye festék jelzett. Az 6sszes
mintat megvizsgaltunk gammasugar szamlaléval valamennyi
izotop aktivitasanak meghatarozasara. Mindegyik izotop
aktivitasat meghataroztuk a referencia vararam mintakban is.
A miokardialis véraramlast szamitogép segitségével
szamitottuk ki, hogy mindegyik izotép valédi aktivitasat
hatarozzuk meg az egyedi mintakban és a széveti véraramlast
a Qmn=Q.XCwn/C: képletbél szamitottuk ki, ahol Qn a
miokardialis véraramlas (ml/perc/g). Q. a referens véraramlas
visszavezetési foka, (6,6 ml/perc), C, a referens véraram
minta aktivitasa (szam/perc), és Cn a szévetminta aktivitasa
(szadm/perc/g) mértékegységben. A transzmuralis véraramlast
a mindegyik régio harom rétegének sulyozott atlagabdl
szamoltuk. Az eredményeket az 1. Tablazatban foglaljuk

O6ssze:



Csoport N

véraram

L34 (24 6ra)

(35 pg/kg) 7

L34 (10 perc)
(70 pg/kg)

N

L34 (24 6ra)
(35 ng/kg) 9
+AG(30 mg/kg)

AG (30 mg/kg) 7
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1. Tablazat

IS/IAAR(%)

13,3+2,2%"*

15,0+3,0%"*

25,212, 7%

22,4+2,8%

Transzmuralis

Collateralis

ml/perc/g

0,06+0,01

0,05+0,01

0,06+0,01

0,07+0,02
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Placebo 10 26,8+2,4% 0,07+0,01

Valamennyi értéket az atlagtatiagtol vald elterést jelenti.
*P<0,05 a kontrol csoporttal szemben
Roviditések: 1S= infarct size= infarktus terulet

AAR= area at risk = a veszélyeztetett terilet

A transzmuralis collateralis véraram ml/percl/g
dimenziéban kifejezve nem tért el szignifikdnsan a kezelt

csoportok k6zdtt.

A placebo infarktus terilet atlag 26,8+2,4% volt. A
talalmany targyat képezd vegyulet adagolasa utan a kezelt
allatokban az infarktus terulet 10 perccel az elzaras eldtt
adagolva 15,0+3,0%, mig 24 o6raval az elzaras el6tt adagolva
13,3+2,2% volt. Amikor a kutyakat el6zetesen kezeltik a
talalmany targyat képez6é vegylllettel az ischemia / reperfuzié
folyamatot megelézdben, jelentbésen csdkkent teridletd
infarktust észleltink a kontrol csoporthoz viszonyitva. Amikor
amino-guanidint adtunk az allatoknak, az a 24 oéraval az
elzarodas eldtt adott, a talalmany targyat képezd anyag
infarktus teriletet csékkenté hatasat blokkolta, és az atlag
igy 25,2+2,7% volt.

3. Példa: Az L34 vegytulet kardioprotektiv hatdsa az infarktus

kiterijedésére nyulak esetén

Nyulak elézetes kezelése a taldlmany targyat képezd
vegyllettel az ischemial/reperfizié6 bekdévetkezése el6tt
jelentésen csoékkentette az infarktus teriletét a kontrolok
alkalmazasaval szemben. Azon Aallatok, amelyeket L34

vegyllettel kezeltink 24 6raval az arteria circumflexum elsé
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nagy anterio-lateralis aganak, vagy maganak a
circumflexumnak 30 perces elzarasat, majd az azt kdvetd
reperfaziot megel6zéen csdkkent teriletd infarktust mutatott,
amelyet a veszélyeztetett teriilet szadzalékaban fejeztink ki.
(IS/TAAR %).

2,5-3,5 kg témegl him, uj-zélandi fehér nyulaknak
adtunk placebo6t vagy L34 vegyluletet 24 oOraval a kisérlet
megkezdése elbdtt. Az L34 jeli vegyiletet 40 % propilén-
glikolt és 10 % etanolt tartalmazé vizben oldottuk fel. A
kisérletek folyaman az allatokat intramuszkularisan altattuk
35 mg/testsily kg ketaminnal, és 5 mg/testsily kg xylazinnal.
A mellkas Ureget megnyitottuk, és az 4&llatok légcsbvébe
visszahajtott endotrachealis csévet (Portex, 4,0 mm belsé
atmérdji) vezettiink be, azutan mechanikus uton lélegeztettuk
azokat egy pozitiv nyomasu lélegeztetével (MD Industries,
Mobile, AL) A lélegeztetés sebességét 27-35 lélegzeés/perc
értékre allitottuk, és a belélegzett térfogat kb. 10-17 ml volt.
A lélegeztetés meértékét sziukség szerint gyakran allitottuk,
hogy az oxigénnyomas pO, értékét > 100 Hgmm, a széndioxid
nyomas pCO, értékét 35-45 Hgmm koézétt, a pH-t 7,35-7,45
értéken tudjuk tartani. Azutan a bal torkolati vénat izolaltuk
és kanulaltuk egy polietilén (PE) katéterrel, a kisérlet
folyaman folyamatosan 0,9 %-os natrium-klorid oldatot
adagoltunk 0,15 ml/perc sebességgel. A nyaki verGeret
kivagtuk, és egy folyadékkal toltott polietilén cs6be helyeztik
és azonnal Osszekapcsoltuk egy tobbcsatornas polygraph
rekorderrel egy nyomasatvivén keresztil az artérias nyomas
mérésére. Az EKG-t a kisérlet alatt folyamatosan mértik egy
standard elektrokardiogram 1l elvezetésén keresztul. A
baloldali mellkasiireg megnyitdsa a negyedik bordakéznél
tértént, és a szivburkot megnyitottuk hogy a szivet elérjuk.
Egy selyemzsinort helyeztink el a circumflexum artéria nagy

marginalis 4ga kéré, kézépen az atrio-ventrikularis horony és
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a csucs k6ézott egy atraumatikus tivel, és a kotés végeit egy
kisméretd vinil csévdon keresztiul fonallal lekététtik egy hurkot
képezvén. A bal circumflexum koronaér elsé anterio-lateralis
agat elzartuk az atrio-ventricularis horony és a csucs kozé6tt a
hurok meghtuzasaval, amelyet azutan régzitettink a tubusnak
egy érfogoval toérténd elzarasaval. A nyulaknak 500 egység
heparint adtunk a trombézis hurok koérili elkerilése céljabol.
A miokardialis ischemiat a regionalis ciand6zis, az ST
emelkedés és a vérnyomas csékkenése igazolta. A reperfaziot
a felulet feletti hiperémia igazolta a hurok megengedése

utan.

Mindegyik kisérlet végén a ligatarat a circumflexum
artéria nagy marginalis aga korul ajra meghuztuk, hogy ujra
elzarjuk az artériat és kb. 4 ml 10 %-os Evans kek festéket
injektaltunk a torkolati vénaba, amig a szemek kékké nem
valtak. A festék megmutatja a szivizom infarktus
veszélyeztette teriiletét a nem veszélyeztetett, ataramoltatott
terilettdl.

A nyulakat felboncoltuk, a sziviket kiemeltiik, és
keresztiranyban hat egyenlé vastagsagu szeletté vagtuk. A
veszélyeztetett teriuletet a negativ festéssel hataroztuk meg,
és szamoltuk, mint a balkamra részének %-a, amely
tartalmazza a veszélyeztetett teruletet (AAR/LV %), és az
infarktus terldletet mint a veszélyeztetett terilet %-at
(1IS/AAR%)

A szeletek festését inkubaltuk 37 °C hémérsékleten 20 percig
1 % 2,3,5-trifenil-tetrazélium-kloridot (TTC) tartalmazé 7,4 pH
értéeki izotonias foszfat pufferben. Az életképes szivizom
vérés szinli, mig a nem életképes, elhalt vagy infarktusos
szévetek enyhén szinesek vagy szintelenek. Az infarktusos
szOvetek és a veszélyeztetett zéna terileteit computer

morfometriaval hataroztuk meg, Bioquant software
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hasznalataval, és az infarktusos teriulet és a veszélyeztetett

teriulet szazalékat szamitassal hataroztuk meg.

Az 1. abra mutatja azon allatokat, amelyeket a
talalmany targya szerinti vegyulettel kezeltek, és amelyek kb.
70 % csokkenést mutattak az infarktusos terlletet illetben,
amelyet a kontrolhoz viszonyitva a veszélyeztetett terulet
szazalékaban fejeztink ki. A 2. abran az L34 jelli vegyiulet

hatasat latjuk.

4. Példa: Az L34 vegyulet kardioprotektiv hatasa az infarktus

kiterjedésére kutyak esetén gyégyszer infaziéval.

Kutyak elézetes kezelése a taldalmany targyat
kéepezé6 vegyulettel az ischemia/reperfuzié bekovetkezése
el6tt jelentésen csokkentette az infarktus teriletet a
kontrolok alkalmazasaval szemben. Azon allatok esetén,
amelyeket elészér az L34 jelli vegyllet bolusaval kezeltek,
majd folyamatos infuziéot alkalmaztak 3 o6raval az elzarast
megel6zden, majd folytatva 1 6ran at az ischemia és 1-3 oran
at a reperfazio alatt, egy csokkent méreti infarktus méretet
mutatott, amelyet a nekrdzis tertilet (AN) és a veszélyeztetett
terulet (AR) aranyaval fejeztink ki. Azon allatok esetében,
ahol csak bolust alkalmaztunk 3 6raval az ischemia el6tt, nem
talaltunk védo effektust.

A 16-24 kg sulyd mongrel kutyadkat randomizaltan az
alabbi 4 csoport egyikébe soroltuk: bolus kontrol; magas
d6zist L34 plusz infazi6; alacsony doézisu L34 plusz infazid
végll csak az L34 bolust kapo6 allatok. Azon allatok, amelyek
magas dézisu L34-et és infuziét kaptak, egy 70 pg/testsuly kg
mennyiségl intravénas injekciét kaptak, a vivéanyag 40 %
propilén-glikol és 10 % etanol vizes oldata, amelyet

higitottunk 5 % dextrozt tartalmazé vizes oldattal 10 ml végso



33 c‘.. E.'. . o:

térfogatra, amelyet azonnal a gyoégyszer egy 40 pg/testsuly
kg/6ra mennyiségl infazioja kovetett 3 oraval az elzaras
megkezdése eldtt. Az a csoport, amely alacsony do6zist és
infaziot kapott, elész6r egy 35 png/testsily kg mennyisegl
bolust kapott, majd ezt kovetéen a gyogyszer 4.0 ug/testsuly
kg/6ra mennyiségl infazidja kovetkezett. Mindkét csoport
esetén a gyégyszer infuzidja az elzardédas alatt 1 oran at, a
reperfazié alatt 1-3 o6ran at tartott. Azon allatok, amelyek
csak bolust kaptak, 70 pug/testsuly kg mennyiségi L34
vegylletet 3 6raval az elzaras megkezdése el6tt. Azok a
kutydk, amelyek csak placebot kaptak, az anyagot a
testsulyra megallapitott és higitott ,dozis” formajaban kaptak

meg.

Valamennyi kutyat pentobarbital natriummal altattak
intravénasan 30 mg/testsuly kg mennyiségben, légcstvikbe
bevezettek egy tubust és lélegeztették azokat normal
levegével. A bal nyaki vénaba és a bal nyaki ver6érbe kanult
vezettek be a folyadékok és gyogyszerek adagolasara eés
hogy monitorozzak a szivverést és az artérids nyomast. A
szivet a bal mellkasiireg megnyitasa utan feltartak, és
rogzitették egy szivburoki bolcsében. Egy folyadékkal toltott
katétert helyeztink el a bal szivpitvarban a radioaktiv
izotépok ('*'Ce, a '"°>Ru vagy a °°Nb) késdébbi bevezetésére
és a regionalis szivizom véraramlas mérésére. A bal elllso
leszalld6 koszoruér egy szegmentjét izolaltuk, altalaban
disztalisan az elsd nagy diagonéalis elagazdashoz, mint a

késdbbi koszoruér elzaras helyéhez.

Stabilizalédas utan az allatok keringését 60 percen at
elzartuk. A szivverést és a vérnyomast monitoroztuk
kézvetlenlil a tartos elzaras elott, és 10 perccel az elzaras

alkalmazasat kovetben. Mindegyik kutya a lidocain
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profilaktikus dozisat (1,5 mg / teststly kg intravénasan bolus
formajaban) kapta és a bal elilsdé leszallo koszorierliket
lekotottuk. Az ischemia sulyossagat valamennyi allat esetén a
regiondlis szivizom véraramlas mérésével allapitottak meg a
bal elilsd leszall6 koszoruér elzarasanak alkalmazasat
kdvetben.

A 3 o6ran at tarté reperfazio végén a bal elilsé leszalld
koszoruér lezarasat megszintettik és 0,25 mi/kg UNISPERSE
® kék pigmentet injektaltunk a koszoruér rendszerbe a bal
szivpitvari katéteren keresztil hogy kérvonalazzuk in vivo az
elzart bal eliulsé leszall6o koszoruér hatarait, és a méely
alomban lévé allatoknal a szivet megallitottuk intrakardialis
kalium-klorid injekcioval. A sziveket gyorsan kiemeltik az
allatokbol. A szivet felvagtuk harantiranyban a csicstol a
bazisig és inkubaltuk TTC festékben az életképes és az elhalt
szbvetek kimutatdsara a miocardium ischemias zénajan belil.
Fixaldas utan a szovetblokkokat kivagtuk az elbzetesen
ischemias bal eliilsé leszallé koszoriér agy centrumabol és a
tavolabbi részekbdl, a normal médon ataramoltatott
circumflexumbdl és felosztottuk subendocardialis, mid- és
subepicardialis szegmensekre. A regionalis miokardialis
véraramlast azutan kiszamitottuk standard mddszereket
hasznalva. A 3. Abra azon allatok eredményét mutatja,
amelyeket L34 bolussal kezeltek, majd infuziot alkalmaztak a
gyogyszerrel 3 oraval az ischemia el6tt, az eredmények
statisztikusan szignifikans csokkenést mutatnak az infarktus
tertleten amint azt kifejeztuk az elhalt terlilet (AN)
veszélyeztetett tertletre (AR) vonatkoztatott aranyaval.

Azon kutyak esetében, amelyek csak L34 bolust kaptak 3
oraval az elzaras eldtt, nem lattunk csdkkenést az infarktus
tertleten, amely ha figyelembe vesszik a 2. és 5. példa
eredményeit (lent) azt sugallja, hogy az L34 vegyiletnek 10
perccel a bolus beadas utan mért kardioprotektiv aktivitasa 3

oraval a bolus beadasa utan eltiint. Ezek az adatok azt is
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demonstraljak, hogy a gyoégyszer akut kardioprotektiv hatasat
fenntarthatjuk legalabb 3 é6ran at, ha a bolus beadasa utan

azonnal infuziét alkalmazunk.

5 Példa — az L34 kardioprotektiv hatdsa a sertések infarktus

tertletére

Sertések elbzetes kezelése a taldlmany targyat
képezd vegyilettel az ischemial/reperfuzié bekOvetkezése
el6tt jelentésen csdkkentette az infarktus teruletét a
kontrolok alkalmazasaval szemben. Azon Aallatok esetén,
amelyeket az L34 jelli vegyilettel kezeltek 10 perccel a 40
perces bal eliilsé leszallé koszoruér elzaras el6tt és a 3 oras
reperfuzié el6tt, az infarktus csdkkent méretet mutatott,
amelyet a veszélyeztetett terilet tomegszazalékaban fejeziink
ki.

Ahhoz, hogy megallapitsuk az L34 jeli vegyilet
infarktusméretet csotkkentd hatasat, 9 sertést egy nyilt
vizsgalatban a kévetkez6é 4 csoport egyikébe vontuk be: (1)
kontrol (n=2), (2) placebo kontrol (n=4), (3) L34 (35 p
g/testsaly kg) (n=2), (4) L34 (70 pg/testsuly kg) (n=1). Az L34
jeli vegylletet 10% etanolt, 40 % propilén-glikolt tartalmazoé
injekcié6 gyartasra alkalmas mindségi vizes oldatban
formulaztuk. Tovabbi vak vizsgalatokat végeztunk 8 sertéssel,
amelyeket randomizaltan két csoportba osztottunk: (1) A
csoport (n=4); (2) B csoport (n=4).Az A és B csoport allatai
vagy placebo kontrolt vagy L34-et kaptak. A placebo vagy
gyogyszer injekciot 1:1 aranyban higitottuk 5 % dextrézt
tartalmazo vizes oldattal (injekcié készitésére alkalmas vizzel

készitve) beadas elétt.
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Him sertéseket (15-20 kg tomegl) altattunk ketaminnal
(25 mg/kg. intramuszkularisan beadva) és pentobarbital
natriummal (10 mg/kg, intravénasan beadva) légcsévikbe
bevezettek egy tubust és Iélegeztették azokat normal
levegbvel. A sertéseket egy 37 °C hémérsékletli cirkulalt
vizzel melegitett parnara helyeztik. Valamennyi allat bal
kamrai artériajaba 5Fr Millar katétert helyeztink a bal kamrai
nyomas mérésére és 24GIl.V. katétert helyeztink a jobb
kamra artériaba vérvétel céljabol. A mellkast a kdzépsd
szegycsontnal nyitottuk meg, és a szivburkot felmetszettik. A
bal elulsé leszallé artériat azonositottuk, és egy 4-O tipusu
varrast alkalmaztunk diszta-lisan az elsé diagonalis
elagazashoz. A varras végeit atvezettik egy kismereti
miianyag csévon, hogy hurkot képezzink.

Miutan az allatok egyensulyi allapotba kerultek és
vérvételre sor kerilt, L34-et adtunk 35 pg/testsuly kg
mennyiségben intravénasan 10 perccel a koszoruér elzarasa
el6tt. Miokardialis helyi ischemiat idéztink elé a bevezetett
fonal hurkanak meghtuzasaval és szabalyozasaval.

40 perces elzarast kovetéen a hurkot megengedtik és a
miokardiumot 3 6ran at reperfuziénak vetettik ald. A
haemodinamikai paramétereket bizonyos idépontokban

feljegyeztuk és a vérmintakat 6sszegyijtottiuk.

A protokoll végeén a koszoruér elzarasokat
megszintettik, 8 ml 50 %-os UNISPERSE® kek festéket
(Dupont, DE) injektaltunk a bal szivpitvarba, és 0,8 ml 1 %-os
trifenil-tetrazo-lium-klorid (TTC) oldatot injektaltunk a
koszoruérbe disztali-san az elzarasi ponthoz. A szivet
kiemeltik és egy éjszakara -70 °C hémérsékleten
lefagyasztottuk, azutan felolvasztottuk, és 2 mm vastag
szeletekre vagtuk harantirdanyban egy elektromos szeletelb

készulékkel (Rival, MO). Mindegyik szelet tomegeéet lemértuk
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és mértik a festetlen szévetek teriletét (infarktusos terilet),
és a TTC festékanyag altal voros szinlre festett szovet
teriletet (veszélyeztetett terulet). A mérésekhez egy Power
Mac 7300 computert (Apple, CA) és egy HP Scandet 5p
Scanner szamlalét (Hewlett Packard, CA) hasznaltunk.

A 4. Abra adatai szerint a talalmany targyat képezé
vegyulettel tortént kezelés utan 46 % csokkenést kaptunk az
infarktus teruleten, mint elhalt terilet / veszélyeztetett terilet
g--ban kifejezett szazalékaban.

5. Példa — az L34 kardioprotektiv hatasa a kutyak szivének

megalldsa esetén

A taldlmany targyat képezé vegyulet mind akut, mind
elnyujtott véddé hatast szolgaltat kutyak esetében a sziv
megallasa ellen. A kutydk elb6kezelése a talalmany targyat
képez6 vegyllettel 10 perccel és 24 o6raval az ischemia el6tt
szignifikans javulast mutatott a regionalis szegmens révidités
(izom Osszehuzdédas dinamika)visszaallasaban a tobbszdérés
ische-mia/reperfuzié sziv megallitasi protokoll altal kezelt és
altatott kutyak ischemial/reperfuzié folyamatokon atment
miokardiu-maban. A kutydk koszoruereit 5 alkalommal 5
percig elzartuk, amelyeket 10-10 perces reperflizido kovetett,
végul 2 6ras re-perfazié zart. Az ischemias terllet regionalis
szisztolés izom 6&6sszehuzb6das dinamikajat hataroztuk meg
sonomicrometria segitségével, melynek soran
piezoelektromos kristalyokat helyezink fel a szivbelhartyaban
kb. 10-15 mm meélységben. Regionalis miokardialis
véraramlast hataroztunk meg a radioaktiv mikroszféra
technikaval az elzarasi periédus els6é 5 percében és a 2 6ran
at tarto reperfazio végén. A haemodinamikai jellemz6ket és a
vérgazokat mértik a kisérlet kilonb6zé6 idépontjaiban. Nem

talaltunk szignifikans kilénbséget a kontrol és az elékezelt
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csoport kozott a testtomegek, a balkamra témegek, a
veszélyeztetett terulet tomegek vagy a veszélyeztetett terilet
bal kamra témegére vonatkoztatott %-ok vonatkozasaban.
Tovabba, nem talaltunk jelentés kulénbségeket a csoportok
k6zo6tt a regionalis miokardialis vagy transzmuralis

véraramlasok koézétt a nem ischemias vagy ischemias
tertileteken az elsd elzarasi szakaszban vagy a reperfuziéo 2.
drajaban. Ezért valamennyi csoportnal hasonlé6 mértéeka
ischemiat idéztink elé6 az elsé elzarasi szakaszban, és
hasonld véraramlast kaptak a reperfluzié szakasziban. Az
atlagos artérias vérnyomas és pulzus szignifikdnsan (p<0,05)
magasabb volt az L34-el 10 perccel az elzaras eldétt kezelt
allatoknal a kontrol csoporthoz viszonyitva, azonban nem volt
szignifikans kiilobnbség a csoportok kéz6tt a protokoll tovabbi
adatai ko6zott. Raadasul a vérgazok vonatkozasaban nem

talaltunk kulénbséget a csoportok kozott.

Az L34 vegyulettel 10 perccel az elsé elzaras el6tt
tortént eldkezelés egy szignifikAnsan jobb regeneraldédast
mutatott az érfal vonatkozasaban (%SS), kovetve az elsd,
masodik és negyedik elzarasi szakaszt és minden idépontban
mértiank a reperfuzié utolso két o6rajaban, ahogy
6sszehasonlitottuk a kontroll csoporttal. (56.abra) Hasonloéan,
az L34 vegylulettel tortént 24 o6ra elGkezelés egy
szignifikdnsan jobb regeneralédast mutatott a sejtfal
vonatkozasaban (%SS), kévetve az elsé, masodik és negyedik
elzarasi szakaszt és minden idépontban mértink a reperfuzio
utols6 két oOrajaban, ahogy Osszehasonlitottuk a kontroll

csoporttal (6. abra)

7. Példa — Az L34 veqgylilet hatasa a TNF-a és |IL-8
kivalasztasra a THP-1 sejtekben.
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A human myelomonocita sejtvonalat altalanosan
hasznaljak kilénb6zé vegylletek proinflammatory statuszanak
analizisére. A THP-1 sejtek (American Type Culture
Collections, ATCC, katalégusszam: 202-TIB) az RPMI 1640-
-ben novesztettik, 10 % hoével inaktivalt kolosztrummentes
borju szérum (FBS) és 2 x 10> M B-merkapto-etanolt adtunk
tgy, hogy a sejtsiiriség 4 x 10° — 7 x 10° k6z6tt legyen. A
sejteket elvalasztottuk a taptalajrol, ujraszuszpendaltuk 1 x
10° sejt/ml koncentracioban RPM| 1640 taptalajon, amely 5 %
kolosztrummentes borju szérumot tartalmazott. Az
Ujraszuszpendalt sejteket azutan atpipettaztuk egy steril
- egyszer hasznalatos polisztirol 150 x 25 mm petricsészébe és
kezeltik egy természetes, érlel6dést el6segité anyaggal, az 1
o, 25-dihidroxi-D3 vitaminnal 1 Xx 10°7 koncentracioban 24-72
oraig az érlelés kivant fokatol fuggbéen. Az igy elbkezelt
sejteket haromszor mostuk RPMI 1640-ben, amely 2-10 %
kolosztrummentes borjiG szérumot tartalmazott. A harmadik
mosas utan a sejteket ujraszuszpendaltuk & % koloszt-
rummentes borju szérumot és 2 % human AB szérumot (lrvine
Scientific) tartalmazé RPMI 1640-ben 5 x 10° sejt/ml
koncentraciéban, majd atpipettaztuk egy 24 lyuku sima alju
polisztirol lemezbe, lyukanként 2 ml szuszpenziét hasznalva.
Az L34 kulénb®z6 koncentracioival torténd inkubalas utan a
feluluszokat centrifugalassal 6sszegydjtottak, 4,16, 24 ora
inkubalkas utan aliquot részekre osztottuk és -70 °C
hémérsékleten taroltuk amig a proinflammatory citokineket
teszteltuk. A citokin koncentraciot kvantifikaltuk a THP-1
felilusz6kban, standard human citokin ELISA kitet hasznalva
a fejleszté laboratériumbél. A meghatarozas a gyarto

instrukciéi alapjan tortént. Az L34 nem indukalt detektalhato
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mennyiségl TNF-a-t vagy THP-1 altal toérténdé I1L-8

kivalasztast 1 ng/ml és 10 ng/ml k6z6tti koncentraciokban.

8. Példa — L34 hatasa nyulak héemelkedésére

A talalmany targyat képezé vegylletet megvizsgaltuk
pirogenitasra, az USP altal eléirt standard 3 nyul pirogén
tesztet (NAMSA, Northwood OH) hasznalva 10 és 1000 pg/kg
kozotti dozis szinteken. 3 nyulat kezeltink intravénasan, a
gyogyszert 40 % propilén-glikolt, 10 % etanolt tartalmazé
vizben oldottunk, kialonb6zd d6zisokban hasznaltuk,
felhasznalas el6tt 1:1 aranyban higitottuk D5W oldattal.
Valamennyi allat testhdmérsékletét monitoroztuk 4 6ran at. A
pirogén doézist és a hatardozist az USP definiciok alapjan
allapitottuk meg. Barmilyen mértéki hémérséklet csdékkenest
korrigaltunk. Egyedi hémérséklet emelkedés, amely nem
haladta meg a 0,5 °F értéket fogadtuk el nem-pirogén
anyagnak. A hatar pirogén doé6zisnak azt az eértéket
valasztottuk, ahol legalabb a harom koézil egy nyudl
hémérsékletemelkedése > 0,5°C harom o6raval az adagolas

utan.-

E teszt eredményeit a 2. Tablazatban kézéljuk. A
kivanalmaknak megfeleléen a talalmany targyat képezd
vegyilet nem bizonyult pirogénnek egyetlen vizsgalt doézis

esetén sem.

2. Tablazat
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Az L34 pirogenitasa

L34 dozis pg/kg

10 20 30 40 60 80

Atlag hémérséklet emelkedés

0,14 0,17 0,17 0,00 0,10 0,13

L34 dbézis ug/kg

120 160 240 360 480 500
1000

Atlag hémérséklet emelkedés

0,23 0,17 0,00 0,30 0,06 0,12
0,10

Hangsllyozzuk, hogy az itt leirt példdak és adatok csupan
bemutatd célzattal szerepelnek, és annak fényében kulonb6z6
moédositasokat és valtozasokat javasolunk a témaban jartas
és az irodalmat ismerd személyeknek, és azoknak, akik a
jovében szerzik meg e tudast, és szélesitik ezen alkalmazast

és az igénypontok koérét.
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utanozza az ischemias elb6kezelés infarktus meretet
csbkkentd hatasait, az adenozin kibocsatast és a neutrofil
funkciokat Kutyakban.

Circulation 92: 1236-1245
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Szabadalmi igénypontok

1. Az (1) képletl foszfoglikolipid vagy
gyoégyszerészetileg elfogadhat6 sdja.

2. Eljaras az ischemia peribdusat koévetod, a
szervekhez vagy sz6vetekhez tartdo véraramlas reperfuzidja
altal okozott, allatokban elé6fordulé szervi vagy széveti
sérilés javitasara, amelynek soran az (1) képleti
foszfoglikolipid vagy gyogyszerészetileg elfogadhato séja

hatékony mennyiségét adjuk az allatnak.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak az ischemiat

megel6z6 mintegy 24 6ran at adjuk.

4. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak az ischemia
alatt adjuk.

5. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak a reperfazid
alatt adjuk.

6. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak parenteralisan

vagy oralisan adjuk.
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7. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak intravénasan

adjuk.

8. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus
formajaban adjuk.

9. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak infuzioé

formajaban adjuk.

10. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus, majd

infuzié formajaban adjuk.

11. A 2. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus

formajaban intravénasan, majd infazi6 formajaban adjuk.

12. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus

formajaban 1-1000 pg/testtémeg kg mennyiségben adjuk.

13. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus

formajaban 10-300 pg/testtomeg kg mennyiségben adjuk.

14. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett foszfoglikolipidet az allatnak bolus

formajaban 35-100 pg/testtoémeg kg mennyiségben adjuk.
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15. A 2. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve,
hogy az emlitett ischemia és az azt kévetd reperfuziéo olyan
orvosi beavatkozas soran koévetkezik be mint az artéria
lekotésével jaré mitétek, szivsebészeti mitétek,
szervatiltetések, szbvet atultetések, plasztikai miatétek,

bdratiltetés és bél reszekcib.

16. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett ischemia és az azt kdévetd reperfuzid olyan
esemeények soran kévetkezik be, mint a miokardialis infarktus,
agyvérzés, fulladas, bélelhalas, traum4as végtagamputalas és

visszalltetés.

17. Az (1) képleti foszfoglikolipidet tartalmazé
gyogyszerészeti készitmény vagy gyogyszerészetileg
elfogadhaté sOja egy gyogyszerészetileg elfogadhaté

vivbanyaggal egyutt.

18. A 17. igénypont szerinti gyogyszerészeti
készitmény azzal jellemezve, hogy gyogyszerészeti
vivbanyagként injekci6 gyartasara alkalmas vizet, polietilén-
glikolt, propilén-

-glikolt és etanolt, olaj-a-vizben emulziokat, liposzomakat és

feliletaktiv anyagot tartalmazo6 vesiculumot alkalmazunk.

19. A 17. igénypont szerinti gyogyszerészeti
készitmény azzal jellemezve, hogy gyoégyszerészeti
vivbanyagként propilén-glikol és etanol injekci6 gyartasara

alkalmas vizes oldatat alkalmazzuk.

20. A 17. igénypont szerinti gyogyszerészeti
készitmény azzal jellemezve, hogy gyoégyszerészeti
vivbanyagként 40 v/v % propilén-glikol és 10 v/iv % etanol

injekcié gyartasara alkalmas vizes oldatat alkalmazzuk.
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21. Eljaras az ischemia periédusat kéveté, a szervhez
vagy a szévethez tarté véraramlas reperfuzidja altal
eldidézett szervi vagy szoveti sérulés kezelésére alkalmas
gyogyszer akut védéhatasanak kiterjesztésére, amelynek
soran a gyogyszert bolus, majd azt koévetden infuzid

formajaban adjuk az allatnak.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett gyégyszer az (1) keépletd foszfoglikolipid
vagy gyégyszerészetileg elfogadhatd sdja.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett gyogyszert bolus formajaban mintegy 1-1000
pg/testtomeg kg mennyiségben, majd infazi6 formajaban
mintegy 1-100 pg/testsily kg/éra mennyiségben adjuk az
allatnak.

24. A 22. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve,
hogy az emlitett gyogyszert bolus formajaban mintegy 10-300
pg/testtémeg kg mennyiségben, majd infuzié formajaban
mintegy 1-100 png/testsuly kg/éra mennyiségben adjuk az

allatnak.

25. A 22. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve,
hogy az emlitett gyogyszert bolus formajaban mintegy 35-100
pg/testtomeg kg mennyiségben, majd infuzié formajaban
mintegy 4-40 png/testtomeg kg/6ra mennyiségben adjuk az
allatnak.

26. Eljaras az indukalhaté nitrogén-oxid szintetaz
indukalasara azzal jellemezve, hogy az (1) képletd

foszfoglikolipid vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté soéja
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hatékony mennyiségét adjuk olyan allatnak, amely képes a

nitrogén-oxid szintetaz termelésére.
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2 . Reakciovazlat (folytatas)

(a) Troc-Cl, iNvizes NaHCO;, CH,Cl,;

(b) (R)-3-tetradekanoil-oxi-tetradekansav, 4-pirro-
Lidin - pirtdin, EDC<Mel, CH,Cl,;majd 30% vizes AcOH
60°C-on;

(c) TCBOC-CL, piridin, CH,CL, ; majd (PhO),P(0)Ct 4 -pirro-
Lidin-piridin, Et3N;

(d

(e

(1

(g

) CL,CHOMe, ZnCl, (kat.), CH,CL,;

) & vegyilet, AgOTY, AA CLCH,CH,CL;

) Zn, AcOH, 60°C-on;

) (R 3—oktadekonoll-oxi-’ce{radekénsov, EEDQ,
CH,CL, ;

(h) Pd-csontszen AcOH THF, 4kSPaH,; majd PtO,,

L4SPaH,.
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