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Kombinace inhibitort transportu ilealni kyseliny ZluCové a

maskovacich &inidel kyseliny slu&ové pro kardiovaskularni

indakadd

Tato p¥ihlaZka nérokuje prioritu US prozatimni prihlasky
vynélezu &. 60/143,063, podané 7. Cervence 1999 a US
prozatimni prihlasky vynalezu &. 60/113,955 podané 23.

prosince 1998.

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykad zpusobu léCeni
kardiovaskularnich nemoci, zejména se tykd kombinaci
sloudenin, prost¥edku a zpusobl pro jejich pouZziti
v léka¥stvi, zejména v profylaxi a léche hyperlipidemickych
stavll, jako jsou stavy spojené s aterosklerdzou,
hypercholesterolémii a ostatnich nemoci korondrni artérie u
savcil. Zejména se vynadlez tykd slouCenin inhibujicich
transport kyseliny Zlufové v ileu (IBAT). Vynadlez se také tvyka

maskovacich ¢&inidel kyseliny Zlucoveé.

Dosavadni stav techniky

Je dobfe znamé, Ze hyperlipidemické stavy spojené se
zvySenymi koncentracemi celkového cholesterolu a cholesterolu
s lipoproteiny o nizké hustoté (LDL cholesterolu) LDL
cholesterolu jsou hlavnim rizikovym faktorem pro koronarni
srde&ni choroby a zejména aterosklerdzu. JelikoZ vysoke urovne
LDL cholesterolu zvy3uji nebezpeci aterosklerdzy, metody pro
sniZeni LDL cholesterolu v plazmé& budou terapeuticky cenné pro
1é&bu aterosklerédzy a ostatnich nemoci spojenych s akumulaci
lipidu v krevnich cévach. Tyto nemoci zahrnuji, nikoliv vsak
s omezenim, koronarni srde&ni nemoc, nemoci perifernich cév a

mrtvici.
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Aterosklerdza je puvodem fady nemoci korondrnich tepen
(CAD) a je hlavni pri¢inou nemocnosti a uUmrtnosti v moderni
spolednosti. Vysoké Urovné LDL chqlesterolu (vice neZ okolo
180 mg/dl) a nizké udrovné HDL cholesterolu (pod 35 mg/dl) jsou
dileZitymi pri¢inami pro rozvoj aterosklerdzy. DalSi nemoci
nebo rizikové faktory, jako jsou nemoci perifernich cév,
mrtvice a hypercholesterolemie jsou negativné ovlivneény
nept¥iznivymi pomé&ry HDL/LDL.

Zabranéni recirkulace Zlucovych kyselin z lumenu
intestindlniho traktu sniZuje hladinu sérového cholesterolu
v pfimém vztahu. Epidemiologickd data, ktera jsbu’sbiréna
naznaduji, Ze takova redukce vede ke zlepSeni zdravotniho
stavu u aterosklerédzy. Stedronski v ¢lanku ,Interaction df
bile acids and cholesterol with nonsystemic agents having
hypocholesterolemic properties, ,Biochimica et Biophysica
Acta, 1210, 255-287 (1994) diskutuje o biochemii, fyziologii a
znama aktivni &inidla vztahujici se ke ZluCovym kyselinam a
cholesterolu.

P¥echodné patofyziologické zmény jsou spojeny s preruSenim
enterohepatalniho obé&hu Zlucovych kyselin u clovéka se
zdédénym sniZenim aktivity IBAT, jak uvaddi Heubi, J. E. a
kol., ,Primary Bile Acid Malabsorption: Defective in Vitro
Ileal Active Bile Acid Transport", Gastroenterology, 83, 804-
11 (1982).

V daldim pfibliZenim k redukci recirkulace Zlucovych
kyselin, iledlni transportni systém Zlucovych kyselin je
predpokladany farmaceuticky cil pro 1lécbu hyperholesterolémie,
zaloZeny na prerudeni enterohepatdlniho ob&hu specifickymi
transportnimi inhibitory (Kramer a kol., ,Intestinal Bile Acid
Absorption® The Journal of Biological Chemistry, 268 (24),
18035-46 (1993).

V nékterych patentovych prihl&dskach Hoechst
Aktiengesellschaft jsou popisovany polymery ruznych v prirodé

se vyskytujicich sloZek enterohepatédlniho obéhového systému a
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jejich derivatu, zahrnujici Zlucové kyseliny, které inhibuji
fyziologicky transport s cilem zredukovat dostatecné hladinu
LDL cholesterolu, aby byly u&inné jako farmaceutické latky,
zejména jako hypocholesterolemicka Cinidla. Jednotlivé
Hoechstovy patentové prihlasky, které popisuji slouleniny
inhibujici transport Zlufovych kyselin jsou uvedené v dale.
R1. Kanadsk& patentovd p¥ihléaska &. 2 025 294.

R2. Kanadska patentovéd pf¥ihléaska &. 2 078 588.

R3. Kanadska& patentova p¥ihlaska ¢. 2 085 782.

R4. Kanadska patentova prihlaska &. 2 085 830.

R5. Evropska p¥ihlé&ska &. 0379 1le6l.
R6. Evropska prihlasdka ¢. 0549 967.
R7. Evropskéa ptihlaska &. 0559 064.
R8. Evropskéa ptrihlaska &. 0563 731.

Vybrané benzothiepiny jsou popsany v mezinarodni patentové
pfihld3ce WO 93/321146 pro mnohd pouziti zahrnujici
metabolismus mastnych kyselin a korondrni vaskuléarni choroby.

Dalsi vybrané benzothiepiny, zn&mé pro pouziti jako
hypolipaemické a hypocholesterolaemickéd ¢inidla, zejména pro
1écbu nebo prevenci aterosklerdzy jsou popsany v patentoveé
pfihla&ce EP 508425. Francouzska patentova pfihlasSka FR
2661676 popisuje daldi benzothiepiny pro pouZiti jako
hypolipaemickd a hypocholesterolaemickad Cinidla. Déale,
patentova p¥ihlaska &. WO 92/18462 uvadi dalsi benzothiepiny
pro pouZziti jako hypolipaemickd a hypocholesterolaemické
Einidla. US patent &. 5 994 391 (Lee a kol.). KaZdé z téchto
hypolipaemickych a hypocholesterolaemickych Cinidel popsané
v téchto individuélnich patentonéh pfihl43ké&ch je omezeno
amidovou vazbou k atomu uhliku p¥ilehlému k fenylovému kruhu
kondenzovaného bicyklobenzothiepinového kruhu.

Dal3i benzothiepiny uZitecné pro 1lécbu
hypercholesterolemie a hyperlipidemie jsou popséany v patentové

prihla8ce &. PCT/US95/10863. Dal3i benzothiepiny uZitecné pro
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profylaxi a.iéébu hypercholesterolemie a hyperlipidemie a )
rovnéz farmaceutické prostredky obsahujici takové
benzothiepiny Jjsou popséany v patentové p¥ihlasce &.
PCT/US97/04076. Jedté dal8i benzothiepiny a prostredky je
obsahujici, uZitecné pro profylaxi a lécCbu
hypercholesterolemié a hyperlipidemie jsou popsany v
US patentové p¥ihlasSce &. 08/816,065.

Inhibice transportu ZlucCovych kyselin in vitro je

v souladu s hypolipidemickou aktivitou popsanou v patentové
prihldSce The Welcome Foundation Limitid &. WO 93/16055
Hypolipidemic Benzothiazepine Compounds."“ Tato publikace
popisuje radu hypolipidemickych benzothiazepinovych sloucenin.
Dal8i hypolipidemické benzothiazepinové sloueniny (zejména
2,3,4,5~-tetrahydrobenzo-1-thia-4-azepinové sloucCeniny) jsou
popsany v patentové prihlasce &. WO 96/05188. Zejména uZitedny
benzothiazepin popsany ve WO 96/05188 je sloulenina vzorce B-
2. Dalsi hypolipidemické benzothiazepinové slouceniny jsou

popsany v patentové prihlasce ¢. WO 96/16051.

N

(3R, 5R) ~3-butyl~3-ethyl-2,3,4,5-tetrahydro-
-7,8-dimethoxy-5-fenyl-1-4-benzothiazepin
1,1-dioxid




Dalsi benzothiazepinové slouleniny uZitedéné pro regulaci

cholesterolu jsou popsany v p¥ihlasSce PCT &. WO 99/35135. Zde
se uvadi sloucenina vzorce B-7.
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Dalsi slouceniny, které jsou inhibitory IBAT zahrnuji
t¥idu naftalenovych sloucenin, kterou popsal T. Ichihashi a
kol. v J. Pharmacol. Exp. Ther., 284(1), 43-50 (1998). V této
tfidé je zejména uZitedny S-8921 (methyl 1-(3,4-dimethoxy-
fenyl)-3-(3-ethylvaleryl)-4-hydroxy-6,7,8-trimethoxy-2-nafto-
at). Struktura S$-8921 je uvedena vzorcem B-20. Daldi
naftalenové slouCeniny nebo derivaty ligninu, uZite&né pro
l1écbu nebo profylaxi hyperlipidemie nebo aterosklerézy jsou

popsany v patentové prihladce PCT &. 94/24087.
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Skupina latek, kterd pusobi jinym mechanizmem na sniZeni
LDL cholesterolu zahrnuje maskovaci ¢inidla Zlucovych kyselin
,maskovaci ¢&inidla Zludovych kyselin™ nebo ,sloueniny
maskujici Zlucové kyseliny"“). Takova ¢inidla jsou typické
ménice aniontd podévané pacientovi oréalné. Jak éinidlo
prochézi stfevem,‘anionty Zlucovych kyselin jsou &inidlem
maskovany a vymésSovany. Predpoklada se, Ze takové maskovani
zabranuje reabsorbci stfevem, napfiklad kyZelnikem a tim je
zvy3ena v téle konverze cholesterolu na ZluCové kyseliny, coZ
se projevi ve sniZeni urovni cholesterolu v séru. Jedno takové
maskovaci ¢inidlo Zlucovych kyselin je cholestyramin, styren-
divinylbenzenovy kopolymer, obsahujici kvartérni amoniové
kationtové skupiny, schopné vazat Zlucové kyseliny. Ma se za
to, Ze cholestyramin vaZe Zlucové kyseliny v intestindlnim '
traktu, ¢imZ interferuje jejich normalni enterohepaticky obéh.
Tento UcCinek popsal Reihnér a kol. v ,Regulation of hepatic
cholesterol metabolism in humans: stimulatory effects of
cholestyramine on HMG-CoA reductase activity and low density
lipoprotein receptor expression in gallstone patients",
Journal of Lipid Research, 31, 2219-2226 (1990). Dal3i popis
tohoto ucinku lze nalézt v Suckling a kol., ,Cholesterol
lowering and bile acid excretion in the hamster with
chglestyramine treatment™, Atherosclerosis, 89, 183-190
(1991). To vede ke zvySeni syntézy jaternich Zlucovych
kyselin, ponévadZ jatra uzivaji cholesterol za sou&asného
zvySenl aktivity jaternich LDL receptord, coZ vede ke zvy3eni
klearance cholesterolu a sniZeni urovné LDL cholesterolu
vV séru.

Dal8i maskovaci ¢inidlo Zlucovych kyselin je colestipol,
koploymer diethylentriaminu a l-chlor-2,3-epoxypropanu.
Cloestipol je popsan v US patentu &. 3 692 895. Casty vedlejsi
ucinek colestipolu a cholestyraminu je gastricky stres.

Dalsi maskovaci ¢inidla Zlucovych kyselin jsou popséana

v US patentu ¢. 5 703 188, Geltex Pharmaceuticals Inc.




Naptriklad jedno takové maskovaci &inidlo je 3-methakryl-
amidopropyltrimethylamoniumchlorid, kopolymerovany
s ethylenglylkoldimethakrylatem za ziskani kbpolymeru.

P¥iklad maskovaciho &inidla Zlucovych kyselin je
CholestaGel, registradni &islo CAS 182815-44-7. CholestaGel je
N,N,N—trimethyl—6—(2—propenylamino)—l—hexanaminium chloridovy
polymer s chlormethyloxiranem, 2-propen-l-aminem a N-2-pro-
penyl-l-dekanaminhydrochloridem.

Jedté& daldi t¥ida materidlu navrhovanych jako maskovaci
¢inidla Zlu&ovych kyselin zahrnuje Céastice, obsahujici
amfifilni kopolymery, majici sitovanou vrstvu a vnitfni jadro
(patentova p¥ihlaska PCT/US 97/11610). Struktury a p¥iprava
takovych sitovanych amfifilnich kopolymerd jsou popsany
v PCT/US97/11345. Takové Castice jsou obecné pojmenovény
,knedels“ (K. B. Thurmond a kol., J. Am. Chem. Soc., 118 (30),
7239-40 (1996)).

Nékteré kombinadni terapie pro léCbu kardiovaskularnich
chorob jsou popsény v literatufe. Kombinace inhibitorG IBAT s
inhibitory HMG CoA reduktédzy uZitecnad pro lécbu
kardiovaskularnich nemoci jsou popsany v US. patentové
pfihlasSce ¢. 09/037,308

Kombinac¢ni terapii za pouZiti fluvastatinu a niceritrolu
popsal J. Sasaki a kol., (tamtéi). Tito vyzkumnici uvadéji, zZe
kombinace fluvastatinu s niceritrolem ,v dadvce 750 mg/den
nezvysSuje nebo nesniZuje uZitecné ucinky fluvastatinu.™

L. Cashih—Hemphill a kol. (J. Am. Med. Assoc., 264 (23),
3013-17 (1990), popisuji uZitecéné G¢inky kombinacni terapie za
pouziti colestipolu a niacinu na korondrni aterosklerdzu.
Popsané Uc¢inky zahrnuiji zastaveni postupu a regrese
vyskytujicich se v nativnich koronadrnich tepennych lézich.

Kombina&ni terapie za pouzZzitil acipimoxu a simvastatinu
ukazuje priznivé u¢inky na HDL u pacientli, majicich vysoké
urovné triglyceridt (N. Hoogerbrugge a kol., J. Internal Med.,

241, 151-55 (1897)).
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Kombinadni terapii za pouZiti sitostanol ester margarinu a
pravastatinu popsali H. Gylling a kol. (J. Lipid Res., 37,
1776-85 (1986)). O této terapii se uvadi, Ze soucasné
podstatné& inhibuje absorpci cholesterolu a sniZuje LDL
cholesterol u muZi s diabetem nezavislym na inzulinu.

Brown a kol. (New Eng. J. Med., 323 (19), 1289-1339
(1990)) popisuji kombinac¢ni terapii za pouZiti lovastatinu a
colestipolu, kterid sniZuje progres aterosklerotické léze a
zvySeni regrese léze vzhledem k samostatnému lovastatinu.

Buch a kol. (patentova p¥ihléaska PCT &. WO 99/11263),
popisuji kombinacni terapii zahrnujici amlodipin a statinovou
slouCeninu pro léceni subjektl, ktefri trpi anginou pectoris,
aterosklerdzou, kombinovanou hypertenzi a hyperlipidemii a
1é&bu symptonl srde&ni zastavy. Buch a kol. popisuji
v patentové pfihlasce PCT &. WO 99/11259 kombinadni terapii
zahrnujici amlodipin a atorvastatin.

Scott a kol. (patentovéd prihlaska PCT ¢&. WO 99/11260)
popisuji kombinacni terapii zahrnujici atorvastatin a
antihypertenzivni cinidlo.

Dettmar a Gibson (patentova pfihlaska VB C. 2329334 A)
nadrokuji terapeuticky prostfedek, pouZitelny pro sniZeni
urovné lipoproteinu s nizkou hustotou a cholesterolu v plazmég,
kde prostfedek obsahuje inhibitor HMG CoA reduktizy a Zlucové
komplexni ¢&inidlo.

Shora uvedené odkazy ukazuji na kontinudlni pot¥ebu nalézt
bezpeCnéd a Gfinnad C¢inidla pro profylaxi nebo 1écbu

kardiovaskularnich nemoci.

Podstata vynédlezu

Vzhledem k existujici potrebé nalézt bezpelnd a ulinné
¢inidla pro profylaxi a 1é¢bu kardiovakuldrnich nemoci, uvadi
se v predkladané prihléasSce kombinacni terapie

kardiovaskularnich 1léciv.
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Predkladand prihlaska poskytuje kombinacni terapii,
zahrnujici pouZiti prvniho mnoZstvi inhibitoru IBAT a
druhého mnoZstvi daldiho kardiovaskularniho terapeuticky
u¢inného léc¢iva k profylaxi a l1éCbé hyperlipidemie,

aterosklerézy nebo hypercholesterolemie, kde mnoZstvi
.uvedenYCh latek dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky uc¢inné
mnozstvi, antiathéroskleroticky uc¢inné mnoZstvi nebo
antihypercholesterolemicky u¢inné mnoZstvi uvedenych
sloud¢enin. Napfiklad jedno z mnoha provedeni vynalezu Jje
kombina&ni terapie zahrnujici terapeutickou davku inhibitoru
IBAT a maskovaciho ¢inidla kyseliny Zlucové. Vyhodné provedéeni
podle vynalezu je kombinac¢ni therapie, zahrnujici
terapeutickou davku inhibitoru IBAT na bazi benzothiepinu a
maskovaciho éinidlé kyseliny Zlucové.

Dalsim provedenim predkladaného vynadlezu je pouzZiti
jakékoliv kardiovaskuldrni kombinaéni terapie popsané v tomto
dokumentu k profylaxi nebo 1écbé hypercholesterolemie,
aterosklerdzy nebo hyperlipidemie. Tak v jednom provedeni
predkladany vynalez poskytuje zplsob profylaxe nebo 1lécby
hyperlipidemického stavu, zahrnujici podani pacientovi,

v pripadé potfeby, kombinace v jednotkové davkové forme,
pricemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi slouceniny
inhibujici transport iledlni kyseliny Zlucové a druhé mnoZstvi
slouc¢eniny, maskujici kyselinu ZlucCovou, kde mnoZstvi
uvedenych latek dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky ucinné
mnoZstvi sloucenin.

V dal8im provedeni pftedkléddany vynédlez poskytuje zplsob
profylaxe nebo 1é¢by aterosklerotického stavu, zahrnujici
podani pacientovi, v pfipadé potfeby, kombinace v jednotkové
davkové formé&, pricemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi
slouceniny inhibujici transport ilealni kyseliny Zlucové a
druhé mnozstvi slouceniny maskujici kyselinu Zlucovou, kde
mnozstvi uvedenych latek dohromady zahrnuje

antiatheroskleroticky ué¢inné mnoZstvi sloucenin.
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Jedté& v daldim provedeni predkladany vynalez poskytuje
zplisob profylaxe nebo 1é¢by hypercholesterolemie, zahrnujici
podani pacientovi, v p¥ipadé potfeby, kombinace v jednotkové
davkové form&, priZemZ tato kombinace obsahuje prvni mnoZstvi
slouCeniny inhibujici transport ilealni kyseliny Zlucové a
druhé mnoZstvi slouceniny maskujici kyselinu Zlucovou, kde
mnozstvi uvedenych latek dohromady zahrnuje
antihyﬁercholesterolemicky uc¢inné mnozstvi sloﬁéenin.

Dal3i rozsah aplikovatelnosti predklddaného vynalezu bude
ztejmy z detailniho popisu uvedeném dédle. Nicméné je treba
vzit v uvahu, Ze nasledujici podrobny popis a pfiklady, ackoli
uvadéji vyhodna provedeni vynédlezu jsou uvedeny pouze pro
ilustraci a odbornik miZe provést fadu zmén a modifikaci
v ramci rozsahu predkladaného vynalezu.

Nésledujici detailni popis vynéalezu slouZi jako pomoc
odbornikim v oblasti pfi praktickém uZivani predklédaného
vynadlezu. Nicméné, tento detailni popis neni konstruovén tak,
aby prilis omezoval vynédlez. Odbornik mlZe provést radu
modifikaci a zmén, aniZ by dosSlo k odchyleni od podstaty nebo
rozsahu pfedkladdaného vynédlezu.

Obsahy kaZdého citovaného odkazu, vcetné obsah odkazi
citovanych v ramci primdrnich odkazd, jsou zde zacClenény
odkazem ve své uplnosti.

Aby &tendf¥ porozumé&l nasledujicimu detailnimu popisu,
plati nasledujici definice:

»Transportér ilealnich Zlucovych kyselin™ nebo ,IBAT" je
synonymum s apikéalnim transportérem ZluCovych kyselin zavislym
také na sodiku.

+Benzothiepinovy inhibitor IBAT“ znamend inhibitor
transportu Zlucovych kyselin, ktery obsahuje terapeutickou
slouceninu zahrnujici 2,3,4,5-tetrahydro-l1-benzothiepin
1,1-dioxidovou strukturu.

~Kombina&éni terapie™ znamend podéni dvou nebo vice

terapeutickych ¢inidel k 1éc¢bé hyperlipidemického stavu,
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napfiklad aterosklerdzy a hypercholesterolemie. Takové podani
zahrnuje spole¢né podani teéchto terapeutickych ¢inidel

v podstaté& soulasné&, jako je jedna davkova forma, obsahujici
pevnéd urleny pom&r aktivnich sloZek nebo vice oddélenych
davkovych forem pro kaZdou inhibiéni slougeninu. Navic toto
podani zahrnuje také vyuZiti.kaZdého typu terapeutického
#inidla v sekvendénim zplhsobu. V tomto pfipadé bude lécebny
reZim poskytovat uZite&né u&inky kombinaci 1léciv pf¥i lécbé
hyperlipidemickych stavi.

Fraze ,terapeuticky u¢inné“ je vztaZena k oznacCeni
kombinovaného mnoZstvi inhibitort v kombinac¢ni terapii. Toto
kombinované mnoZstvi dosdhne cile, spocivajici v redukci nebo
eliminaci hyperlipidemického stavu.

,Terapeutické slbuéenina“ znamend slouleninu uZitecnou pti
profylaxi a 1é&bé hyperlipidemického stavu, vcetné

aterosklerdzy a hypercholesterolemie.
Kombinace

Kombinace podle pfedkladaného vynélezu budou mit radu
vyuZziti. Naptiklad upravou davky a lékarskym dohledem budou
jednotlivé davky pouZitych terapeuticky sloucenin nizsi, nez
jsou typické davky pouZité pfi monoterapii. SniZovani davek
prinese vyhody, spocivajici ve sniZeni vedlejSich ucinka ve
srovnani s monoterapii. Dale, men3i vedlejsi uc¢inky kombinacni
teraplie ve srovnadni s monoterapii povede k lepSim podminkam
pro pacienta pfi davkovém reZimu.

Dal8i pouZiti predkléddaného vynalezu bude v kombinacich,
majicich dopliiujici G¢€inek nebo dopliujici zplsoby podani.
Nap¥iklad inhibitory IBAT sniZujil reabsorpci ZlucCovych kyselin
v ileu inhibici transportért kyseliny ZluCové v ileu. Naproti
tomu maskovaci ¢inidla kyseliny ZlucCové piusobi v intestindlnim
traktu a maskuji Zlucové kyseliny a nékdy cholesterol.

Tearpeutickd kombinace inhibitoru IBAT a maskovaciho Cinidla
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kyseliny Zluéové, upravi p¥i optimdlnich davkach, dalsi
sniZeni celkové reabsorbce Zlucovych kyselin a cholesterolu
v zaZivacim traktu ve vét$i mife, neZ kterdkoliv sloZka
kombinace p¥i monoterapii.

Slouceniny uZitecéné v predkladaném vynadlezu zahrnuji
éiroky roZSah‘terapeutickYCh slouéenin. Nékteré inhibitory
IBAT uZitelné v predkladaném vyndlezu jsou popsédny v patentové
pfihlasce &. PCT/US95/10863, zde uvadéné jako odkaz. Dalsi
inhibitory IBAT jsou popséany v PCT/US97/04076, zde uvadéné
jako odkaz. JeSté dal3i inhibitory IBAT, uZiteéné
v predkladaném vynadlezu Jjsou popsany v US patentové ptrihlasSce -
¢. 08/816,065, zde uvadéné jako odkaz. Dalsi slouCeniny
uZzitec¢né jako inhibitory IBAT v predkléadaném vynalezu jséu
popsany ve WO 98/40375, zde uvadéné jako odkaz. Dalsdi
slou¢eniny uzZitecné jako inhibitory IBAT v predklédaném
vynadlezu jsou popsany v US patentové p¥ihlasce &. 08/816,065,
zde uvadéné jako odkaz. Dal3i slouCeniny uZitelné jakQ
inhibitory IBAT v pfedkladaném vynalezu jsou popsény v US
patentu ¢. 5 994 391, zde uvadéné jako odkaz. Zv1ast zajimavé
inhibitory IBAT podle vynélezu zahrnuji inhibitory uvedené
v tabulce i a rovnéZ diastereomery, enantiomery, raceméty,

soli a tautomery inhibitorti IBAT tabulky 1.

Tabulka 1
Sloudenina - Struktura
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Maskovaci ¢inidla kyseliny Zlucové uZitelnd v kombinacich
a metodach podle predkladaného vynalezu zahrnuji radu struktur
a funkcénich skupin. Vyhodnéd maskovaci ¢inidla kyseliny Zluldové
jsou popsany v tabulce 2. Terapeutické slouCeniny tabulky 2 se
mohou pouZit v predkladaném vyndlezu v fadé forem, zahrnujici
formu kyseliny, formu soli, racemdty, enantiomery, obojetné
ionty a tautomery. Individudlni patenty uvadéné v tabulce 2
jsou zde uvadeény jako odkaz. DalSi maskovaci ¢inidla kyseliny
ZluCové uZitecnd v tomto dokumentu jsou Castice obsahujici
amfifilni kopolymery majici sitovanou vrstvu a vnit#ni jédro
(,knedels™, patentova p¥ihlaZka &. PCT/US 97/11610, zde
uvadéna jako odkaz). Knedels zvladtniho zajmu v predkladaném
vynédlezu zahrnuji polystyren—b—poly(akrylbvé kyselina) (PS-b-
PAA), sitované s jednim nebo vice polyaminy. Zv14a3t vyhodné
knedels zahrnuji PS-b-PAA, sitovand s 1-(3-dimethylamino-
propyl)-3-ethylkarbodiimid methiodidem a triethylentetraminem
(,knedel A“) nebo 1,7-diaza-4,10-diazonium-4,4,10,10-tetra-

methylundekandijodid (,knedel B“). Dal3i uZite&né maskovaci
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¢inidlo je DMP-505, které popsal Gilles a kol., Drug Dev. Res.
(1997), 41 (2), 65-75. Jedté daldi uZitelné maskovaci &inidlo

kyseliny ZluZové je MCI-196, které popsal Mitsubishi Chemical

Corp.
Tabulka 2
Sloudenina|{Obecny nézev Registradéni Odkaz na patent
&, &islo CAS |
G-35 cholestyramin - 11041-12-6
G-46 colestipol 50925-79-6 US 3 692 895
S-1 knedel A |PCT/US97/11345
S-2 knedel B PCT/US97/11345
S-3 3-methakrylamidopro- Us 5 703 188
pyltrimethylammonium
chlorid
kopolymerovany
s ethylenglykol
dimethylakryléatem
S-4 CholestaGel 152751-57-0 WO 98/57652
S-5 OmegaGel ' WO 98/57652
S-6 MCI-196 95522-45-5 JP 04013627
JP 02124819
JP. 59138228
JP 59155421
G-54 DMP-504 196823-66-2

Slouceniny (napfiklad slouceniny inhibujici transport
ileédlnich Zlucovych kyselin nebo sloucCeniny maskujici
kyselinu Zlucovou) uZitelné podle predklddaného vynalezu
nemusi mit Zadny asymetricky atom uhliku nebo alternativnég,
uzitec¢né slouceniny mohou obsahovat jeden nebo vice
asymetrickych atomlt uhliku. JestliZe uZitelné slouceniny maji

jeden nebo vice asymetrickych atom® uhliku, zahrnuji tak
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racemdty a stereoizomery, napfiklad diastereomery a
enantiomery, jak v &isté form&, tak ve smési. Tyto
stereoizomery se mohou pfipravit za pouZiti konvencnich
technik, bud rekci enantiomernich vychozich latek nebo
separaci izomerQl sloucenin podle vynalezu.

Izomery mohou zahrnovat geometrické izomery, napfiklad
izomery cis nebo trans pfes dvojnou vazbu. VSechny tyto
izomery jsou uvaZovany jako slouleniny podle pfredkladaného
vynalezu.

Sloueniny uZite&né podle vyndlezu také zahrnuji
tautomery.

Sloudeniny uzite¢né podle ptredkladaného vynalezu, jak jsou

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

Prostfedky podle vyndlezu mohou byt podadvany pti profylaxi
nebo 1é¢bé hyperlipidemickych chorob nebo chorobnych stavi
jakymkoliv zpasobem, vyhodné orédlné, tak se zajisti kontakt
téchto slouCenin s mistem jejich ucinku v téle, naprfiklad
v ileu, plazmé nebo jatrech savcu, napriklad clovéka.

Pro profylaxi nebo lé¢bu stavl popsanych vySe mohou byt
slouceniny uZitecné v prost¥edcich a zplsobech pf¥edkladaného
vynalezu jako takové. Farmaceuticky pfijatelné soli jsou
zv1a8té& vhodné pro lécebnou aplikaci, diky jejich vétsi
rozpustnosti ve vodé vzhledem ke slouleninam z nichZ vznikly.
Takové soli musi obsahovat‘farmaceuticky pfijatelny anion nebo
kation. Vhodné farmaceuticky pfijatelné soli slouenin podle
vynalezu vznikajici p¥fidanim kyseliny, pokud je to moZné,
zahrnuji soli anorganickych kyselin jako je kyselina
chlorovodikova, bromovodikova, fosforednd, metafosforedna,
dusic¢néa, sulfonova, sirova a organickych kyselin jako octova,
benzensulfonovéa, benzoova, citrdnova, etansulfonova, fumarova,

glukonova, glykolova, isothionova, mlécna, laktobionovsi,
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maleinovéa, jablecna, methansulfonova, jantarové,

toluensul fonova, vinna a trifluoroctova. Chloridy jsou zvlast
vyhodné pro lécebné ucely. Vhodné farmaceuticky p¥ijatelneé
bazické soli mohou zahrnovat amoniové soli, soli alkalickych
kovi jako sodné a draselné soli, soli kovh alkalickych zemin
jako hotelnaté a vapenaté soli.

Anionty podle vynalezu musi byt Samozfejmé také
farmaceuticky prijatelné a jsou také vybrany z téch uvedenych
shora. |

Slou&eniny podle vynélezu mohou byt spolu s vhodnym
nositem ve form& farmaceutické kompozice. Nosi¢ musi byt
samoz¥fejm& vhodny ve smyslu kompatibility s dal3imi sloZkami
kompozice a nesmi byt 3kodlivy pro prijemce. Nosi¢ mbZe byt
pevny nebo tekuty nebo oboje a je s vyhodou formulovan se
slou&eninou jako jednotkova davkova kompozice naptiklad
tableta, kterad obsahuje od 0,05 hmotn. % do 95 % aktivni
latky. Daldi farmaceuticky aktivni substance mohou byt také
pritomny, v&etné& ostatnich slouCenin podle vynalezu.
Farmaceutické prosttedky podle vynalezu mohou byt pfipraveny
jakoukoliv znamou farmaceutickou technikou zahrnujici v
podstaté primichani komponent.

Pfipadné, kombinace podle predkladaného vynalezu mlZe
zahrnovat kompozici, obsahujici slouceninu inhibujici
transport Zlucovych kyselin a slouCeninu maskujici kyselinu
7ludovou. V takové kompozici mohou byt sloucenina inhibujici
transport Zludovych kyselin a sloufenina maskujici kyselinu
71lucovou pritomné v jednotkové davkové formé&, napfiklad Jako
pilulka, kapsle nebo kapalina, obsahujici obé& slouceniny.

Tyto slou&eniny mohou byt podavany jakymkoliv béZnym
zplisobem vhodnym pro pouZiti, ve spojeni s farmaceutiky a to
nejen jako individualni terapeutické& sloucenina, ale i jako
kombinace terapeutickych sloucenin.

MnoZstvi sloudeniny, které je potfebné k dosaZeni

pofadovaného biologického U&inku bude samozfejme zaleZet na




(.4 0 L 1) a9 [ 19 L
s® o ° [ [ X 3 Ld L} e o0
e & L ] L3 e [ L d (3 [
29 ¢ O ¢ o O s %00 o O L4 »
o o L] L] ] * [ ] L] [J
s00 ¥ [ 3] e e a0 e

mnoistvi faktord jako je vyb&r specifické slouceniny, uziti,
pro jaké je zamy3lena, zplsob podavani a klinicky stav
pacienta.

Celkova denni davka inhibitoru IBAT miZe byt v rozsahu od
okolo 0,01 do okolo 1000 mg/den, vyhodné od okolo 0,1 mg do
okolo 50 mg/den, vyhodn&ji od okolo 1 do 10 mg/den. |

Celkova denni davka maskovaciho &inidla kyseliny Zlulové
miZe byt obecné& v rozsahu od okolo 250 do okolo 30000 mg/den,
vyhodné okolo 500 do okolo 15000 mg/den, vyhodnéji od okolo
500 do okolo 5000 mg/den v jedné nebo rozdé&lenych davkach.

Denni davka popsanad v pfedchozich odstavcich pro ruzné
terapeutické slouceniny miZe byt podana pacientovi v jedné
davce nebo ve vice pFim&Fenych davkach. Tyto mensi davky mohou
byt podavany 2 aZ 6-krat denné&. Davky mohou byt ve forme
nepfetrzitého uvolfiovani u¢inné k ziskédni poZadovanych
vysledkl.

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

Oralni podavani kombinaci podle vyndlezu miuZe zahrnovat.
formulace, dobfe znadmé v oboru, k zajidténi prodlouZeni
nepretrzitého podavani léku do gastrointestinalniho traktu za
vyuZziti Fady mechanizml. Mezi takové mechanizmy patri, ale bez
omezeni, uvoliovani z davkové formy zavislé na pH zaloZené na
zm&né pH v tenkém strevé, pomaléd erose tablety nebo kapsle,
retence v Zaludku zaloZend na fyzikdlnich vlastnostech
formulace, bioadheze davkové formy na mukdézni vrstvu
intenstindlniho traktu, enzymatické uvoliiovani aktivniho 1léku
z davkové formy. Pro nékteré terapeutické slouCeniny uZitecné
podle predkladaného vynalezu (napfiklad inhibitor IBAT nebo
inhibitor CETP) zamy3lenym efektem je prodlouZeni periody o
kterou je aktivni sloZka léku dopravena na misto ucinku
(naptfiklad ileum) manipulaci s lékovou formou. Enterosolventni

formulace a enterosolventni formulace s fizenym uvoliovanim
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spadaji do rozsahu predkladaného vynalezu. Vhodné enterické
povlaky Jsou ftalat acetatcelulédzy, ftaldt polyvinylacetatu,
ftaladt hydroxypropylmetylcelulbdzy a aniontové polymery
methakrylové kyseliny a metylester methakrylové kyseliny.

Kombinace podle predkladdaného vyndlezu se mohou dodavat
oralné, jako pevné latky, polopevné latky nebo v kapalné
form&. Pokud jsou v kapalné nebo polotuhé form&, mohou byt
kombinace podle pfedkladaného vynélezu napfiklad ve formé
kapaliny, sirupu nebo v Zelatinovych tobolkach. V jednom
provedeni, kdyZ se inhibitor IBAT pouZije v kombinaci podle
pfedkladaného vynalezu, miZe byt IBAT inhibitor ve formé
kapaliny, sirupu nebo v Zelatinové kapsli. V jiném provedeni,
kdy? se pouZije maskovaci ¢inidlo kyseliny ZluCové podle |
pfedkladaného vynalezu, mlZe se pouZit maskovaci ¢inidlo
pouzit ve formé kapaliny, sirupu nebo v Zelatinové kapsli.

Farmaceutické kompozice podle vynadlezu zahrnuji kompozice
vhodné k oralni, rektélni, topické, bukdlni (napfiklad
sublinguadlni) a parenterdlni (napfiklad subkutanni,
intramuskuldrni, intradermdlni nebo intravendzni) aplikaci,
nejvhodnéjdi zpltsob podavéni zadleZi na plvodu a vazZnosti
chorobného stavu, ktery je léCen a na konkrétni sloucening,
kterd je pouzZita. Ve vétéihé pripadd je vyhodné oralni
podavani. NejCasté&ji se maskovaci ¢inidlo kyseliny Zlucové
poda oralné.

V Farmaceutické kompozice vhodné pro oradlni podavéni mohou
byt jako diskrétni jednotky jako kapsle, oplatky, pastilky
nebo tablety, kde kaZda obsahuje ur&ené mnoistvi minimalné
jedné sloueniny podle vynédlezu; jako je préaSek nebo granule;
jako roztoky nebo suspenze ve vodném nebo nevodném
rozpoudtédle; nebo jako emulze oleje ve vodé nebo vody
v oleji. Jak je naznaéeno,_tyto kompozice mohou byt vyrobeny
jakoukoliv vhodnou farmaceutickou metodou, obsahujici krok
smiseni aktivni latky nebo latek a nosic¢e (ten miZe byt tvoren

jednou nebo vice pridavnymi latkami). Obecné, kompozice jsou
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pfipraveny jednotnym a bezprostfednim pfimisénim aktivni
sloucdeniny k tekutému nebo jemné rozmé&lnénému pevnému.nosiéi
nebo k ob&ma a poté, pokud je to nutng, vytvarovanim produktu.
Napfiklad tablety mohou byt pfipraveny lisovanim prasku-nebo
graﬁuli slou&eniny, pfipadn& s jednou nebo vice pfidavnymi
l1atkami. Lisované tablety mohou byt p¥ipraveny lisovanim
pomoci vhodného ptristroje, kdy se sloudeniny ve volné tekouci
formé& jako je prédek nebo granule pfipadné smichaji s pojivem,
mazadlem inertnim rozpoudt&dlem a nebo povrchové aktivnimi Ci
dispergujicimi latkami. Tvarované tablety mohou byt pfipraveny
tvarovanim pomoci vhodného pfistroje, praskové sloudeniny
zvlh&ené inertnim tekutym rozpoustédlem.

Farmaceutické kompozice vhodné pro bukdlni (sublingualni)
podavani zahrnuji pastilky obsahujici slouceninu podle
vynalezu v chutovém zékladu, obvykle sachard6ze a arabské gumé
nebo tragantu a pastilky obsahujici slouCeninu v inertni
matrici jako je Zelatina a glycerin nebo sachardza a arabska
guma. o

Farmaceutické kompozice vhodné pro parenterdlni podavani
vhodné zahrnuji sterilni vodné pfipravky sloucCeniny podle
vynalezu. Tyto p¥idavky jsou vyhodné podavany intravendzne,
adkoliv podani miZe byt provedeno také jako subkutanni,
intramuskularni nebo transdermdlni injekce. Takové pripravky
mohou byt pohodlné& pfipraveny 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. slouCenin popsanych v tomto dokumentu.

Farmaceutické kompozice vhodné pro rektédlni podavani jsou
vyhodn& ptipravovany jako &ipky s jednotkou davky. Ty mohou
byt pfipraveny smisenim slouceniny podle vynalezu s jednim
nebo vice vhodnymi pevnymi nosic¢i, jako je napriklad kakaové
madslo, a tvarovanim vznikajici smési.

Farmaceutické kompozice vhodné pro topickou aplikaci na

kiZi jsou vyhodné ve formé& masti, krémi, mlék, past, gelu,
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spreji, aerosollli nebo olejt. PouZité nosie mohou obsahovat
vaselinu z ropy, lanolin, polyetylén glykoly, alkoholy a
kombinace dvou nebo vice t&chto latek. Aktivni slouCenina je
obecné& pfitomna v koncentraci od 0,1 do 50 % hmotn./hmotn.,
naptriklad od 0,5 do 2 hmotn. %.

MoZna je také transdermélni aplikace. Farmaceutické
kompozice vhodné pro transdermalni aplikaci mohou byt pritomny
ve form& jednotlivych néplasti piizplsobenych k zajidténi
t&sného kontaktu s epidermem p¥ijemce po del$i dobu. Tyto
naplasti vhodné& obsahuji slouCeninu podle vynalezu, pfipadné
pufrovanou v jejim vodném roztoku, rozpu$ténou nebo

dispergovanou v lepidle nebo dispergovanou v polymeru. Vhodné

do

oe

koncentrace aktivni sloudeniny je v rozmezi od okolo 1

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

oe
.

Jako zvlastni moZnost zlstava elektrotransport slouceniny nebo
iontoforéza, naptriklad jak je popséno v Pharmaceutical
Research, 3(6), 319 (199¢6).

Ve vdech pfipadech mnoZstvi aktivni sloZky, ktera mhZe byt
kombinovadna s nosi&i za vzniku jednotkové davkové formy
k podavani, bude r0izné v zavislosti na léceném hostiteli a
zv143té zpusobu podavani. A

Pevné davkové formy pro oralni podévani zahrnujici kapsle,‘
tablety, draZé, pradek a granule zminéné vy3e obsahuji jednu
nebo vice slouenin podle vyndlezu smichanou s minimalné
jednim inertnim rozpoudté&dlem jako je sachardza, laktdza nebo
Ekrob. Tyto davkové formy mohu také obsahovat, jak je v praxi
normalni, pridavné substance jiné neZ inertni fedidla,
napriklad lubrikacé¢ni &inidla jako je stearat hofecnaty nebo
solubilizaé&ni &inidla, jako jsou cyklodextriny.‘V pripadé
kapsli, tablet, pré&skd, granuli, Zelatinovych kapsli a drazé,
davkova forma muZe také obsahovat pufracni &inidla. Tablety a
draZzé mohou byt navic pfripraveny s enterickymi povlaky.

Tekuté davkové formy urcené pro oralni podéni mohou

zahrnovat farmaceuticky prijatelné emulze, roztoky, suspenze,
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sirupy a elixiry obsahujici inertni rozpoudté&dla béine
pouZivana v oboru, jako je voda. Tyto kompozice mohou
obsahovat také adjuvanty, jako zvlh&ujici ¢inidla, emulgatory
a suspenzni ¢&inidla, také sladidla, ochucovadla a parfémy.

Injektovatelné pripravky, napfiklad sterilni
injektovatelné vodné nebo olejovite suspenze, mohou byt
formulovany podle znalosti v oboru s vyuZitim vhodnych
dispergujicich nebo p¥idavnych ¢&inidel a suspendacnich
¢inidel. Sterilni injektovatelné préparéty mohou bthsterilni
injektovatelné roztoky nebo suspenze v netoxickych a
parenteralné& pfijatelnych rozpoustédlech nebo fedidlech,
napfiklad roztok v 1,3-butandiolu. Mezi prijatelné vehikuly a
rozpoudtédla patti voda, Ringertv roztok a izotonicky roztok
chloridu sodného. Navic, sterilni, stélé oleje jsou bézZné
vyuiivény jako rozpoudtédla nebo suspenzni médium. Pro tyté
u¢ely miZe byt pouZit jakykoliv staly nedréazdivy olej, vcetné
mono - nebo diglyceridda. VyuZiti p¥i pripravé injekcil nalézaji
také mastné kyseliny jako kyselina olejova.

Farmaceuticky prijatelné nosice zahrnuji vSechny zminéné
latky a podobné.

V kombinované terapii miZe byt podavani dvou nebo vice
terapeutickych ¢inidel uZiteénych podle vynalezu postupné
v jednotlivych formulacich nebo miZe byt podavéano simultane,
podavanim jednotlivych nebo oddélenych formulaci. Podavani
miZe byt providdé&no oralné, intravendzné, intramuskularne, nebo
subkutanné injekci. Formulace miZe byt ve form& bolusu nebo ve
formé& vodného nebo nevodného isotonického sterilniho
injek&niho roztoku nebo suspenze. Tyto roztoky a suspenze
mohou byt pfipraveny ze sterilniho préadku nebo granulil
obsahujicich jeden nebo vice farmaceuticky pfrijatelnych nosicu
nebo Fedidel nebo pojidlo jako je Zelatina nebo
hydroxypropylmethylceluldéza, spolec¢né s jednim nebo vice
lubrikacénimi, konzervalnimi, povrchové aktivnimi nebo

dispergujicimi ¢&inidly.
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Farmaceutickd kompozice pro oradlni aplikaci maZe byt ve
formé napfik}ad tablet, kapsli, suspenzi nebo tekutin. Kapsle,
tablety atd. mohou byt pfipraveny konvenénimi metodami dobfe
znamymi v oboru. Farmaceutické kompozice jsou vyhodné& vyrabény
ve formé& davkovych jednotek obsahujicich specifické mnoZstvi
aktivni slozky nebo sloZek. Pfiklady davkovych jednotek jsou
tablety nebo kapsle. Ty mohou s vyhodou obsahovat jednu nebo
vice terapeutickych sloudenin v mnoZstvi uvedeném shora.

V pripadé inhibitoru IBAT, davka se muZe pohybovat v rozmezi
od okolo 0,01 mg/den do okolo 500 mg/den nebo i jinak, zaleii
na specifickém inhibitoru, jak je v oboru znamo. V pfipadé
naskovaciho ¢&inidla kyseliny Zlucové davka miuZe byt v rozsahu
od okolo 1000 mg do okolov3000O mg nebo i jinak, zaleZi na
specifickém inhibitoru, jak je v oboru znamo. |

Aktivni sloZky mohou byt také podavany injekci, jako
kompozice, kde jako vhodny nosil je pouZit napfiklad chlorid
sodny, dextréza nebo voda. Vhodna denni davka vsech aktivnich
terapeutickych slouenin je takova, aby zpusobila stejnou
hladinu v krevnim séru jako p¥i oralni aplikaci, jak je
popséano shora.

Tefapeutické sloueniny mohou byt také podavany jakoukoliv
kombinaci aplika&nich cest jako oréalné&/oralne,

" oralné/parenteralné nebo parenterélné/parenterélné.

Farmaceutické kompozice pro pouZziti v lé&ebnych metodach
podle vyndlezu mohou byt podavany oralné& nebo intravendzne.
Vyhodné je pfi kombinované terapii orélﬁi podéavani. Dé&vkovani
pro oradlni podavéani miZe byt v reZimu jedné denni davky nebo
jedné davky za nékolik dnl nebo nasobnych rozdé€lenych davek
b&hem jednoho dne. Terapeutické slouceniny, které jsou
podstatou kombinované terapie mohou byt podavany simultanng,
nejen v kombinované davkové formé, ale i ve formé& jednotlivych
davkovych formach zamy3lenych hlavné pro simultanni orélﬁi
podavani. Terapeutické slouceniny, které jsou podstatou

kombinované terapie mohou byt podavany také néasledné, s kaZdou
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terapeutickou slou¢eninou podavanou v reZimu nazvaném uzivan
ve dvou krocich. ReZim podavani se miZe nazyvat s naslednym
podavanim, kdy jsou terapeutické sloueniny uZivany oddélené
jako samostatné aktivni latky. Casovy usek mezi nésobnymi
uZivacimi kroky miZe byt v rozmezi nékolika minut do nékolika
hodin., v zavislosti na vlastnostech kazdé terapeutické
slouceniny, jako je sila, rozpustnost, biologickad dostupnost,
plasmaticky polo¢as a kineticky profil terapeutické
slou¢eniny, ucinek poZité potravy a vék a stav pacienta.
Optimalni davkovy interval mGZe byt také ovlivnén zménou
koncentrace cilové molekuly béhem dne. Terapeutické
slouceniny kombinované terapie, pokud jsou podavany
simultdnné&, hlavné simulténné nebo nésledné, mohou zahrnovat
reZzimy podavani jedné terapeutické slouCeniny orélni cestou a
druhé terapeutické slouceniny intravendézné. Pokud jsou
terapeutické slouceniny kombinované terapie podavany oralné
nebo intravendzné, oddélené nebo spolecné, kazZda takova
sloucenina bude obsaZena ve vhodné farmaceutické formulaci
farmaceuticky p¥ijatelnych excipientt, Ffedidel nebo jinych
formula¢nich komponent. Priklady vhodnych farmaceuticky
pfrijatelnych formulaci obsahujicich terapeutické slouceniny

pro oralni podavéani jsou uvedeny shora.
LécCebné reZimy

Davkovaci reZimy slouCenin a nebo kompozic podle vynalezu
pro prevenci, uleh&eni nebo zlepSeni chorobnych stavi
s hyperlipidémii jako c&éast choroby; napfiklad aterosklerdza,
nebo pro zabréanéni nebo lécCbu vysoké hladiny plazmového nebo
krevniho cholesterolu slouCeninami a/nebo kompozicemi podle
vynadlezu jsou vybrany s ohlédnutim na fadu faktort. Ty
zahrnuji typ, vék, hmotnost, pohlavi, Zivotospravu a lékafsky
stav pacienta, stupen choroby, cestu podavani, farmakologickéa

hlediska jako je aktivita, uc¢innost, farmakokinetika a
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toxikologicky profil konkrétni pouZité sloudeniny, jestli je
vyuZit systém dodani léku a zde je sloucenina podavana jako
Gast kombinace 1ék. Tak se pouZity davkovaci reZim miZe
velice 1i8it od vyhodnych davkovacich reZiml uvedenych shora.

Potatedni 1éc¢ba pacienta s hyperlipidémii mGZe zaclit
refimem uvedenym vy3e. Lécba by méla obecné trvat jak je nutné
po dobu nékolika tydnu aZ m&sichh nebo rokd dokud neni
hyperlipidemicky stav kontrolovan nebo eliminovan. Pacienti
lé&eni sloudeninami nebo kompozicemi popsanymi v tomtd
dokumentu mohou byt, za ulelem urceni U¢innosti kombinované
terapie, rutinné sledovani nap¥iklad méfenim hladin sérového
ILDL a celkového cholesterolu jakoukoliv metodou znamou
v oboru. Kontinudlni analyza takovych dat dovoluje modifikaci
lé&ebného reZimu v prubéhu terapie tak, aby bylo podavano
ucinné mnoZstvi kaZdého typu inhibitoru v jakékoliv dobé a aby
byla spravné urcena délka trvani 1léc¢by. V tomto pripade,
lécebny rezim ¢i davkovaci rozvrh miZe byt rozumné modifikovan
v prubéhu terapie tak, aby bylo podévéno minimalni mnoZstvi
terapeutickych sloucéenin, které spolecné vykazi uspokojuijici
i&innost, a aby toto podavani trvalo pouze dobu nezbytné&
nutnou k 1é¢bé hyperlipidemickych stavi.

Potencidlni vyhodou kombinadni terapie popsané v tomto
dokumentu mZe byt sniZeni mnoZstvi jakékoliv individu&lni
terapeutické slouceniny nebo v3ech terapeutickych sloucenin,
uc¢innych v 1é&¢bé hyperlipidemickych stavi jako je
aterosklerdéza a hypercholesterolémie. SniZeni davky poskytne
vyhodu spoc¢ivajici ve sniZeni wvedlej$ich UCinkd jednotlivych
terapeutickych slouenin v porovndni s monoterapii.

Jedno z n&kolika provedeni ptredkladdaného vynédlezu zahrnuje
kombinac¢ni terapii, zahrnujici pouZiti prvniho mnoZstvi
inhibitoru IBAT a druhého mnoZstvi dal$iho kardiovaskulédrniho
terapeuticky uc¢inného 1léciva k profylaxi a lécbé
hyperlipidemie nebo aterosklerézy, kde mnoZstvi uvedenych

latek dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky uc¢inné mnoZstvi
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a antiatheroskleroticky u&inné mnoZstvi uvedenych sloudenin.
Napfiklad jedno z mnoha provedeni vynalezu je kombinacni
terapie zahrnujici terapeutické davky inhibitoru IBAT a
maskovaciho ¢inidla kyseliny Zlucové. Vyhodné provedeni podle
predkladaného vynédlezu zahrnuje kombina¢ni terapii zahrnujici
terapeutické davky benzothiepinového inhibitoru IBAT a
maskovaciho ¢inidla kyseliny Zlucové. ,

‘ Jed3té& v dal3im provedeni ptedkladany vynalez zahrnuje
kardiovaskularni terapii, kteréd zahrnuje terapeutické davky
amfifilniho kopolymeru majiciho sitovanou vrstvu a vnit¥ni
jadro v kombinaci s daldim ¢inidlem maskujicim kyselinu
ZluCovou. Daldi ¢inidlo, maskujici kyselinu Zlucovou miZe byt
naptriklad cholestyramin nebo colestipol.

Nasledujici pfiklady jsou uvedeny pouze pro ilustraci a

v Zadném pripadé neomezuji rozsah predkladaného vynalezu.

Priklady provedeni vyndlezu

Tabulka 7 ilustruje ptriklady nékterych kombinaci
predkladaného vynadlezu, kde kombinace zahrnuje prvni mnoZstvi
inhibitoru IBAT a druhé mnoZstvi maskovaciho ¢inidla kyseliny
zlucové, kde mnoZstvi uvedenych latek dohromady zahrnuje
antihyperlipidemicky uc¢inné mnoZstvi nebo antiateroskleroticky

u¢inné mnozZstvi uvedenych sloucenin.

Tabulka 3
Cislo Slozka 1 SloZka 2
pFikladu
1 B-1 cholestyramin
2 B-2 cholestyramin
3 B- cholestyramin
4 B-4 cholestyramin
5 B-5 cholestyramin
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6 B-6 cholestyramin
7 B-7 cholestyramin
8 B-8 cholestyramin
9 B-9 cholestyramin
10 - B-10 cholestyramin
11 B-11 cholestyramin
12 B-12 cholestyramin
13 B-13 cholestyramin
14 B-14 cholestyramin
15 B-15 cholestyramin
16 B-16 cholestyramin
17 B-17 cholestyrémin
18 B-18 cholestyramin
19 B-19 cholestyramin
20 B-20 cholestyramin
21 B-21 cholestyramin
22 B-22 cholestyramin
23 B-23 cholestyramin
24 B-24 cholestyramin
25 B-25 cholestyramin
26 B-26 cholestyramin
27 B-27 cholestyramin
28 B-28 cholestyramin
29 B-29 cholestyramin
30 B-30 cholestyramin
31 B-31 cholestyramin
32 B-32 cholestyramin
33 B-33 cholestyramin
34 B-34 cholestyramin
35 B-35 cholestyramin
36 B-36 cholestyramin
37 B-37 cholestyramin
38 B-38 cholestyramin
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39 B-39 cholestyramin
40 B-1 colestipol
41 B-2 colestipol
42 B-3 colestipol
43 B-4 colestipol
44 B-5 "colestipol
45 B-6 colestipol
16 B-7 colestipol
47 B-8 colestipol
48 B-9 colestipol
49 B-10 colestipol
50 B-11 colestipol
51 B-12 colestipol
52 B-13 colestipol
53 B-14 colestipol
54 B-15 colestipol
55 B-16 colestipol
56 B-17 colestipol
57 B-18 colestipol
58 B-19 colestipol
59 B-20 colestipol
60 B-21 colestipol
61 B-22 colestipol
62 B-23 colestipol
63 B-24 colestipol
64 B-25 colestipol
65 B-26 colestipol
66 B-27 colestipol
67 B-28 colestipol
68 B-29 colestipol
69 B-30 colestipol
70 B-31 colestipol
71 B-32 colestipol
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72 B-33 colestipol
73 B-34 coiestipol
74 B-35 colestipol
75 B-36 colestipol
76 B-37 colestipol
77 B-38 colestipol
78 B-39 colestipol
79 B-1 knedel A
80 B-2 knedel A
81 B-3 knedel A
82 B-4 knedel A
83 B-5 knedel A
84 B-6 knedel A
85 B-7 knedel A
86 B-8 knedel A
87 B-9 knedel A
88 B-10 knedel A
89 B-11 knedel A
90 B-12 knedel A
91 B-13 knedel A
92 B-14 knedel A
93 B-15 knedel A
94 B-16 knedel A
95 B-17 knedel A
96 B-18 knedel A
97 B-19 knedel A
98 B-20 knedel A
99 B-21 knedel A
100 B-22 knedel A
101 B-23 knedel A
102 B-24 knedel A
103 B-25 knedel A
104 B-26 knedel A
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105 B-27 knedel A
106 B-28 knedel A
107 B-29 knedel A
108 B-30 knedel A
109 B-31 knedel A
110 B-32 knedel A
111 B-33 knedel A
112 B-34 knedel A
113 B-35 knedel A
114 B-36 knedel A
115 B-37 knedel A
116 B-38 knedel A
117 B-39 knedel A
118 B-1 knedel B
119 B-2 knedel B
120 B-3 ‘ " knedel B
121 B-4 knedel B
122 B-5 knedel B
123 B-6 knedel B
124 B-7 knedel B
125 B-8 knedel B
126 B-9 knedel B
127 B-10 knedel B
128 B-11 ' knedel B
129 B-12 knedel B
130 ~ B-13 knedel B
131 B-14 knedel B
132 B-15 knedel B
133 B-16 knedel B
134 B-17 knedel B
135 B-18 knedel B
136 B-19 knedel B
137 B-20 knedel B
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138 B-21 knedel B
139 B-22 knedel B
140 B-23 knedel .B
141 B-24 knedel B
142 B-25 knedel B
143 B-26 knedel B
144 B-27 knedel B
145 B-28 knedel B
146 B-29 knedel B
147 B-30 knedel B
148 B-31 knedel B
149 B-32 knedel B
150 B-33 knedel B
151 B-34 knedel B
152 B-35 knedel B
153 B-36 knedel B
154 B-37 knedel B
155 B-38 knedel B
156 B-39 knedel B
157 } B~-1 S-3
158 B-2 S-3
159 B-3 S-3
160 B-4 S-3
161 B-5 S-3
162 B-6 S-3
163 B-7 S-3
164 B-8 S-3
165 B-9 S-3
166 B-10 S-3
167 B-11 S—-3
168 B-12 S-3
169 B-13 S-3
170 B-14 S-3




171 B-15 S-3
172 B-16 S-3
173 B-17 S-3
174 B-18 S-3
175 B-19 S-3
176 B-20 S-3
177 B-21 S-3
178 B-22 S5-3
176 B-23 S-3
180 B-24 S-3
181 B-25 S-3
182 B-26 5-3
183 B-27 S-3
184 B-28 S-3
185 B-29 S-3
186 B-30 S-3
187 B-31 S5-3
188 B-32 S-3
189 B-33 S-3
190 B-34 S-3
191 B-35 S-3
192 B-36 s-3
193 B-37 S-3
194 B-38 5-3
195 B-39 ‘ S-3
196 B-1 CholestaGel
197 B-2 CholestaGel
198 B-3 CholestaGel
199 B-4 CholestaGel
200 B-5 CholestaGel
201 B-6 CholestaGel
202 B-7 CholestaGel
203 B-8 CholestaGel
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204 B-9 CholestaGel
205 B-10 CholestaGel
206 B-11 CholestaGel
207 B-12 CholestaGel
208 B-13 CholestaGel
209 B-14 CholestaGel
210 B-15 CholestaGel
211 B-16 CholestaGel
212 B-17 CholestaGel
213 B-18 CholestaGel
214 B-19 CholestaGel
215 B-20 CholestaGel
216 B-21 CholestaGel
217 B-22 CholestaGel
218 B-23 CholestaGel
219 B-24 CholestaGel
220 B-25 CholestaGel
221 B-26 CholestaGel
222 B-27 CholestaGel
223 B-28 CholestaGel
224 B-29 CholestaGel
225 B-30 CholestaGel
226 B-31 CholestaGel
227 B-32 CholestaGel
228 B-33 CholestaGel
229 B-34 CholestaGel
230 B-35 CholestaGel
231 B-36 CholestaGel
232 B-37 ‘CholestaGel
233 B-38 CholestaGel
234 B-39 CholestaGel
235 B-1 OmegaGel

236 B-2 OmegaGel
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237 B-3 OmegaGel
238 B-4 OmegaGel
239 B-5 OmegaGel
240 B-6 OmegaGel
241 B-7 OmegaGel
242 B-8 OmegaGel
243 B-9 OmegaGel
244 B-10 OmegaGel
245 B-11 OmegaGel
246 B-12 OmegaGel
247 B-13 OmegaGel
248 B-14 OmegaGel
249 B-15 OmegaGel
250 B-16 OmegaGel
251 B~-17 OmegaGel
252 B-18 OmegaGel
253 B-19 OmegaGel
254 B-20 . OmegaGel
255 B-21 OmegaGel
256 B-22 OmegaGel
257 B-23 OmegaGel
258 B-24 OmegaGel
259 B-25 OmegaGel
260 B-26 OmegaGel
261 B-27 OmegaGel
262 B-28 OmegaGel
263 B-29 OmegaGel
264 B~-30 OmegaGel
265 B-31 OmegaGel
266 B-32 OmegaGel
267 B-33 OmegaGel
268 B-34 OmegaGel
269 B-35 OmegaGel




46

270 B-36 OmegaGel
271 B-37 OmegaGel
272 B-38 OmegaGel
273 B-39 OmegaGel
274 B-1 MCI-196
275 B-2 MCI-196
276 B-3 "MCI-196
277 B-4 MCI-196
278 B-5 MCI-196
279 B-6 MCI-196
280 B-7 MCI-196
27817 B-8 MCI-196
282 B-9 MCI-196
283 B-10 MCI-196
284 B-11 MCI-196
285 B-12 MCI-196
286 B-13 MCI-196
287 B-14 MCI-196
288 B-15 MCI-196
289 B-16 MCI-196
290 B-17 MCI-196
291 B-18 MCI-196
292 B-19 MCI-196
293 B-20 MCI-196
294 B-21 MCI-196
295 B-22 MCI-196
296 B-23 MCI-196
297 B-24 MCI-196
298 B-25 MCI-196
299 B-26 MCI-196
300 B-27 MCI-196
301 B-28 MCI-196
302 B-29 MCI-196
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303 B-30 MCTI-196
304 B-31 MCI-196
305 B-32 MCI-196
306 B-33 MCI-196
307 B-34 MCI-196
308 B-35 MCI-196
309 B-36 MCI-196
310 B-37 MCI-196
311 B-38 MCI-196
312 B-39 MCI-196
313 B-1 DMP-504 -
314 B-2 DMP-504
315 B-3 DMP-504
316 B-4 DMP-504
317 B-5 DMP-504
318 B-6 DMP-504
319 B-7 DMP~504
320 B-8 DMP-504
321 “B-9 DMP-504
322 B-10 DMP-504
323 B-11 DMP-504
324 B-12 DMP-504
325 B-13 DMP-504
326 B-14 DMP-504
327 B-15 DMP-504
328 B-16 DMP-504
329 B-17 DMP-504
330 B-18 DMP-504
331 B-19 DMP-504
332 B-20 DMP-504
333 B-21 DMP-504
334 B-22 DMP-504
335 B-23 DMP-504
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336 B-24 DMP-504
337 B-25 DMP-504
338 B-26 DMP-504
339 B-27 DMP-504
' 340 B-28 DMP-504
341 . B-29 DMP-504
342 B-30 DMP-504
343 B-31 | DMP-504
344 B-32 DMP-504
345 B-33 DMP-504
346 B-34 | DMP-504
347 B-35 DMP-504
348 B-36 | DMP-504
349 B-37 DMP-504
350 B-38 DMP-504
351 B-39 DMP-504

Biologické testy

UZitednost kombinaci podle vyndlezu je ukazana
v nasledujicich testech. Tyto testy jsou provadény in vitro a
na zvitecich modelech hlavné vyuZivajici postupy urcené

k ukdzani uZite&nost sloulenin podle vynalezu.

In vitro test sloudenin, které inhibuji IBAT-zprostfedkované

vstiebavani (*‘C)-taurocholatu (TC) H14 bufikami

Buiiky ledvin mladych kfeckl transfektované cDNA lidskych
IBAT (H14 bufky) Jjsou naolkovany v poc¢tu 60 000 bunék na jamku
do 96 jamkovych Top-Count desticek tkanovych kultur pro testy
provadéné 24 hodin po naoc¢kovani, 30 000 buneék na jamku pro
testy provadény bé&hem 48 hodin a 10 000 bunék na Jjamku pro

testy provadéné béhem 72 hodin.
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vV den testu se monovrstva bund&k jemné promyje jednou 100
pul testovaciho pufru (Dulbeccovo Modifikované Eagleovo médium
s 4,5 g na litr glukézy + 0,2 % (hmotn./obj.) albuminu z
hovéziho séra prostého mastn?éh kyselin (FAF)BSA). Do kazdé
jamky se prida 50 ul dvojnasobného koncentratu testované

sloudeniny v testovacim pufru a 50 pl 6 mM (*'C)-taurocholatu
v testovacim pufru (kone&néd koncentrace (''C)-taurocholatu je 3
mM) . Bund&né kultury jsou inkubovany dveé hodiny pf¥i teploté 37
°c, potom se kaZda jamka dvakrat jemné promyje 100 pl
Dulbeccova fosfatového fyziologického roztoku (PBS)
vychlazenym na teplotu 4 °C, bbsahujicim 0,2 %, (hmotn./obj.)
(FAF)BSA. Jamky jsou potom jemné promyty jedenkrat 100 pl ?BS o)
teploté& 4 °C bez (FAF)BSA. Do kaZdé jamky se pridé 200 pl
tekutého scintiladniho média, plotny jsou tepelné& uzavieny a
michany po dobu 30 minut p¥i teploté& okoli a potom se meri
mno¥stvi radioaktivity v kaZdé jamce s vyuZitim p¥istroje

Packard Top-Count.

Tn vitro test sloudenin, které inhibuji vsttrebavani (*C)-

alaninu

Test pro vstfebavani alaninu je provadén stejnym zplUsobem
jako taurocholatovy test, s vyjimkou, Ze oznaCeny taurocholat

nahrazuje oznaceny alanin.

In vivo test slou&enin, které u krys inhibuji ile&alni

vstitebavani ('!'C)-taurocholatu do Zluc&i

(viz. ,Meatabolism of 3a, 7B-dihydroxy-7a-methyl-5B-
cholanoic acid and 3a, 7B-dihydroxy-7o-metyl-5B-cholanoic acid

in hamsters“ in Biochimica et Biophysica Acta 833 (1985) 196-
202 by Une a kol.)




Samci krys wistar (200-300 g) Jsou podrobeny anestézii
14tkou inactin 100 mg/kg. Do Zlulovodi se zavede kanyla PE1O,
délka 10%. Tenké st¥evo je vyjmuto a poloZeno na gazovou
podloZku. Kanyla (1/8% uzavér, kuZelovity vnéjsi adaptor) je
vlioZena 12 cm od spOJenl tenkého streva se slepym st¥evem. Rez
je veden 4 cm od toho stejného spoje (vyuZiva se 8 cm streva).
Strevni segment se propléchne 20 ml teplého Dulbeccova
fosfatového pufrovaného solného roztoku (PBS), pH 6,5. Do
distalniho otevieni je zavedena kanyla se silikonovou
trubidkou o délce 20 cm (0,02 I.D. x 0,037% 0.D.). Proximalni
kanyla je pfipojena k peristalticke pumpé a stfevo se promyva
20 minut teplym PBS prutokem 0,25 ml/min. Teplota st¥fevniho
segmentu se kontinudlné monitoruje. Na zalatku experimentu se
do st¥evniho segmentu nadavkuji 2,0 ml kontrolniho vzorku
( (**c)-taurocholatu @ 0,05 mCi/ml s 5 mM studenym
taurocholatem) injekéni stfikadkou o obsahu 3 ml a zadnou se
odebirat vzorky Zlu¢i. Kontrolni vzorek se zavadi infuzi
rychlosti 0,25 ml/min po dobu 21 minut. Vzorky frakci Zluc&i
jsou odebirany kazdé tfi minuty po dobu prvnich 27 minut
procedury. Po 21 minutéch infuze vzorku se ilealni smycka
vymyje 20 ml teplého PBS (s pouZitim strikacky 30 ml), potom
se smyéka promyva 21 minut teplym PBS prutokem 0,25 ml/min.
Druh& perfuze se provede zpusobem uvedenym vySe, ale tentokrat
s testovanou slouceninou, ktera je podavana spolecné (21 minut
podavani nasledované 21 minutou promyvani), a odebiraji se
vzorky Zluc¢i kaZdé 3 minuty po dobu prvnich 27 minut. Pokud je
to nutné, provede se tfeti perfuze stejnym zplsobem, ta

obvykle obsahuje kontrolni vzorek.
Stanoveni koncentrace fekdlnich Zluclovych kyselin u krys (FBA)
Fekdlie samostatné chovanych krys se sbiraly kaZdych 24

nebo 48 hodin, vysudily se pod proudem dusiku, rozdrtily se na

praSek a zvaZily. Bylo odvézZeno ptiblizZzné 0,1 g a extiahovéno
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do organického rozpouétédla (butanol/voda). Po separaci a
suseni byl zbytek rozpudtén v metanolu a mnoZstvi ZluCovych
kyselin bylo stanovovano enzymaticky s vyuZitim 3o-
hydroxysteroiddehydrogenézy reakci se Zluovymi kyselinami
redukujicimi NAD. (viz. Mashige, F., a kol. (1981) Clin. Chemn.
27, 1352). '

zkouska na vyZivu Zalude&ni sondou u krys

Samctm krys Wistar (275-300 g) se podavaji inhibitory IBAT
za pouZiti Zaludecni sondy. Lé&ivo nebo vehikulum (0,2% TWEEN
80 ve vod&) se podavéa jednou denné (9,00 az 10,00 dopoledne po
dobu 4 dni v ruznych davkach v celkovém objemu 2 ml na kg
t&lesné hmotnosti (TWEEN 80 je 20 molarni
polyethylenoxidsorbitanmonooleétové povrchové aktivni latka,
vyrabéna ICI Speciality Chemicals, Wilmington, Delaware, USA).
vzorky fekalii se sbiraji béhem poslednich 48 hodin lécebné
periody a analyzuji se na obsah ZlucCovych kyselin, za pouZiti
enzymové zkouSky popsané dale. U¢innost sloulenin se stanovi
porovnanim zvyZeni koncentraci Zlucovych kyselin (FBA) u
léZenych krys k stfednim koncentracim FBA krys, které

dostévaly vehikulum.

Vsttebavani (°H)taurocholatu v krali¢ich membranovych

vezikulech kartéacového lemu (BBMV)

Krali&i ileadlni membrany kartacového lemu byly pfipraveny
ze zmrzlé ilealni mukédzy pomoci vapnikové precipitace popsané
Malathi a kol. (Biochimica Biophysica Acta, 554, 259 (1979)).
Metoda pro m&Feni taurocholatu se v podstaté prevzala z préace
Kramer a kol. (Biochimica Biophysica Acta, 1111, 93 (1992))
mimoto, Ze bylo pouZito 200 pl testovaného vzorku misto
uvadénych 100 pl. Strudné, pfri pokojové teplotée se 190 pl

roztoku obsahujiciho 2 uM (’H)taurocholatu (0,75 uCi), 20 mM
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tris, 100 mM NaCl, 100 mM manitol pH 7,4 inkubovalo 5 sekund
s 10 pl membranovych vezikultl kartadového lemu (60-120 ug
proteinu) . Inkubace zacfala pridavkem BBMV za vifeni a reakce
se ukonéila pridavkem 5 ml ledem vychlazeného pufru (20 mM
Hepes-tris, 150 mM KCl) a bezprostfedné nasledovanou filtraci
pres nylonovy filtr (pdéry 0,2 pm) a daldim promytim 5 ml

ukon&ovaciho pufru.
Acyl-CoBA; cholesterol acyl transferéaza (ACAT)

Kred&i jaterni a krysi intenstinalni mikrozdémy byly
pripraveny z tkani postupem popsanym vySe (J. Biol. Chem. 255,
9098, (1980)) a vyuzily jako zdroj ACAT enzymu. Test se
sestaval z inkubace 2 ml obsahujicich 24 pM Oleoyl-CoA (0,05
uci) v 50 mM fosforecnanu sodném, 2 mM DTT pH 7,4 pufru
obsahujicim 0,25 % BSA a 200 ug mikrozomdlniho proteinu. Test
byl inicializovan pridavkem Oleoyl-CoA. Reakce probihala 5
minut p¥i 37 °C a byla ukonéena pridavkem 8,0 ml smési
chloroform/metanol (2:1). K extrakci bylo pridano 125 pg
cholesterololedtu ve smési chloroform/metanol jako nosice,
organickd a vodna faze byly oddéleny odstfedénim emulze
vzniklé intenzivnim promichavanim vifenim. Chloroformova faze
byla vysuSena, nanesena na silikagelovou destidku 60 TLC a
vyvolana ve smé&si hexan/ethylether (9:1). MnoZstvi vytvofeného
cholesterol esteru bylo kvantifikovéno méfenim mnoZstvi
radioaktivity zainkorporované do skvrny odpovidajici

cholesterololeatu na TLC destidce pomoci Packard Instaimager.
M&feni koncentrace jaterniho cholesterolu (HEPATIC CHOL)
Jaterni tkan se zvazi a zhomogenizuje ve smési

chlorform:metanol (2:1). Po homogenizaci a odst¥edéni se

supernatant odd&li a pod proudem dusiku se suSi. Zbytek se
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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 CoA-reduktazy (HMG CORA)

Homogenizaci jaternich vzorka v pufru fosfat/sachardza a
naslednym odstfed&nim se ziskaji jaterni mikrozémy. Konelny
peletovy material se resuspenduje v pufru a alikvot se testuje
na HMG CoA reduktazovou aktivitu inkubaci 60 minut pfi 37 °C
za pritomnosti '‘C-HMG CoA (Dupont-NEN). Reakce se ukonci
pfidénim 6N HCl a néslednym odstted&nim. Alikvot supernatantu
se separuje TLC a skvrna odpovidajici produktu se vySkrabne
z platu, extrahuje se a zme€ri se radioaktivita na scintilacnim
¢ita&i. (viz. Akerlund, J. a Bjorkhem, I. (1990) J. Lipid Res.
31, 2159).

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

OHase)

Homogenizaci jaternich vzorku v pufru fosfat/sachardza a
naslednym odstfed&nim se ziskaji jaterni mikrozémy. Konelny
peletovany material se resuspenduje v pufru a alikvot se
testuje na cholesterol 7-a-hydroxylazovou aktivitu, inkubaci 5
minut p¥i teploté& 37 °C v pritomnosti NADPH. Suspenze se potom
extrahuje petroleum etherem, organické rozpoustédlo se odpafi
a zbytek se znovu rozpusti ve smé&si acetonitril/metancl.
Enzymaticky produkt se separuje injekci alikvotu extraktu do
C18 HPLC kolony s obrécenymi fézemi a méri se eluovany
material za pouZiti UV detekce p¥i 240 nm. (viz. Horton, J.

D., a kol. (1994) J. Clin. Invest. 93, 2084).
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stanoveni sérového cholesterolu (SER. CHOL., HDL-CHOL, TGI a

VLDL + LDL)

Celkovy sérovy cholesterol (SER. CHOL.) se stanovuje
enzymaticky s vyuZitim komercni soupravy od firmy Wako Fine
Chemicals (Richmond, VA); Cholesterol Cl11, ¢c. katalogu 276f
64909. HDL cholesterol»(HDL—CHOL) se stanovuje pouZitim stejné
soupravy po vysraZeni VLDL a LDL s reagentem Sigma Chemical
Co. HDL Cholesterol katalog &. 352-3 (dextransulfatova
metoda). Celkové sérove triglyceridy (TGI) Jjsou stanoveny
enzymaticky pouZitim Sigma‘Chemical Co. GPO-Trinder, katalog
&. 337-B. VLDL a LDL (VLDL + LDL) cholesterolové koncentrace

jsou vypolitéany jako rozdil mezi celkovym a HDL cholesterolem.

Stanoveni koncentrace Zluovych kyselin ve fekaliich u k¥eckd

(FBA)

Fekadlie samostatnd chovanych kfelkt se sbiraly kaZdych 24
nebo 48 hodin, vysudily se pod proudem dusiku, rozdrtily se na
prasek a zvazily. Bylo odvaZzeno pribliZné 0,1 g a extrahovano
do organického rozpoustédla (butanol/voda). Po separaci a
sudeni byl zbytek rozpustén v metanolu a mnoZzstvi Zlucovych
kyselin bylo stanovovano enzymaticky s vyuZzitim 3o-
hydroxysteroid steroid dehydrogenazy reakci se Zlucovymi
kyselinami redukujicimi NAD. (viz. Mashige, F., a kol. (1981)
Clin. Chem. 27, 1352). ‘

Hodnoceni 1é&iv na sniZeni lipidl u psu

Samcum pst beagle, ziskanych z Marshallovych farem-o
hmotnosti 6 a? 12 kg se podava strava jednou denné& po dobu
dvou hodin, ptridem# vodu maji k dispozici dle libosti. Psi se
ndhodné rozdéli do skupin Qbsahujici 6 az 12 psu a davkuje se:

vehikulum i.g.; 1 mg/kg, i.g.; 2 mg/kg, i.g.; 4 mg/kg, i.g.; 2
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mg/kg p.o. (pradek v kapsli). Intragastricka davka
terapeutického materialu je rozpudténa ve vodném roztoku
(napfiklad 0,2% Tween 80 [polyoxyethylenmonooleat, Sigma
Chemical Co., St. Lois, MO]) se mbZe podat za pouZiti
Yaludedni sondy. PYed zacCatkem davkovani se odeberou rano pred
podénim stravy z cefalické vény vzorky krve, aby se stanovila
Groveli cholesterolu v séru (celkovy a HDL) a triglyceridy. Po
n&kolik po sob& jdoucich dnil je rano podana zvifatlim pred
krmenim davka sloudeniny. Zvitata maji k dispozici potravu 2
hodiny. Po dobu 2 dnii kdy zkousSka kon¢i se sbiraji vykaly, aby
mohla byt provedena analyza kyseliny 7ludové a stanoven obsah
lipidi. Ke konci lélebné periody se také odeberou vzorky krve
k porovnéni k urovnim lipidd p¥ed zkoudkou. Statisticka
hodnota bude ur&ena za pouZiti standardniho Studentova T-testu

s p < 0,05.
M&¥eni obsahu lipidi v séru u psu

Krev se sebere z cefalické vény hladovych psu do sérovych
separacnich zkumavek (Vacutainer SST, Becton Dickinson a Co.,
Franklin Lakes, NJ). Krev se odstfeduje pfi 2000 ot./min po
dobu 20 minut a sérum se dekantuje.

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

V prvnich dvou sloupcich plotny se pfipravi staﬂdardni krivka
od 0,5 do 10 pg cholesterolu. Do oddélenych jamek se
duplikatné p¥idaji vzorky séra (20 aZ 40 ul, v zavislosti na
o&ekavané koncentraci lipidi) nebo vzorky kontrolniho séra. Do
kazdé jamky se prida voda k doplnéni objemu na 100 pul. Do
ka?dé jamky se p¥idaé 100 pl alikvotu barviva a provede se

odedet p¥i 500 nm po 15 minutéch inkubace pri 37 °C.
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HDL cholesterol se miZe zkoumat za poufiti soupravy Sigma
&. 352-3 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO), kterad vyuiZiva ke
srafeni LDL a VLDL dextransulfatu a iont Mg. Do jednotlivych
zkumavek se pFida 150 pl vzorku séra a poté 15 pl reakéniho
&inidla na cholesterol HDL (Sigma 352-3). Vzorky se smisi a
odstteduji 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 zplisobem jako pfi m&¥eni celkového
cholesterolu.

Triglyceridy se mé&fi za pouZiti soupravy Sigma ¢. 337 v 96
jamkové plotné. Zmé&fi se glycerol uvolnény reakci triglyceridu
s lipoproteinovou lipézou. K ziskani standardni k¥ivky se
pouziji standardni roztoky glycerolu (Sigma 339-11) v rozsahu
1 a? 24 pg. Do kaZdé jamky se duplikatné pridaji vzorky séra
(20 aZ 40 pl, v zavislosti na oCekavané koncentraci lipidul).

K doplnéni objeml jamky na 100 ul se pfida voda a potom 100 pl
barviva. Po smiseni a 15 minutové inkubaci se hodnoty odectou
pfi 540 nm a ze standardni k¥ivky se vypoltou triglyceridy.
Pro pfipadnou korekci na endogenni glycerol ve vzorcich séra

se provede slepy pokus s enzymovym ¢inidlem.

M&¥eni kyseliny Zlucdové ve vykalech u psa

Za udelem mé&¥eni koncentraci fek&lni Zlucové kyseliny
(FBA) se seberou od kazZdého Zivocicha vykaly. Vzorky se
odebiraji bé&hem poslednich 48 hodin pokusu po dvé po sobe
jdouci 24 hodinové periody mezi 9,00 a 10,00 dopoledne, pfed
davkovanim a krmenim. Oddélené dvoudenni odbéry od kaZdého
zvitete se zvaZi, spoji a homogenizuji se s destilovanou vodou
v zafrizeni (Cuisinart) k vytvofeni homogenni kaSe. PribliZné
1,4 g homogenatu se extrahuje ve smési 50% terciarni
butanol/destilovanad voda (2:0,6) po dobu 45 minut ve
vodni lazni 37 °C a odstfeduje se 13 minut p¥i 2000 x g.

Koncentrace Z?luovych kyselin (mol/den) se mlZe stanovit za
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pouziti 96-jamkového enzymatického zkuSebniho systému (1,2).
20 pl alikvotu fekdlniho extraktu se pridad do dvou oddélenych
sad, pricemZ kaZda obsahuje trojnasobné jamky v 96-jamkové
plotn&. Za ucelem kontroly kvality zkoudky se provede analyza
standardniho taurocholatu scdného a standardniho fekalniho
extrakéniho roztoku (pfedemrpfipraven ze spojenych vzorkl
charakterizovanych koncentraci kyseliny Zlucove).
Dvacetimikrolitrové alikvoty taurochloratu sodného, postupné
fed&né k vytvoreni standardni krivky se pfidaji ke dvéma sadam
trojnésobnYch jamek. Do kaZdé jamky se pfida 230 ul reakéni
sm&si obsahujici IM hydrazinhydrat, 0,1M pyrofosforecnan a
0,46 mg/ml NAD. Potom se do jedné ze dvou sad trojnasobki
pfida 50 pl alikvotu 3a-hydroxysteroidniho dehydrogenézového
enzymu (HSD; 0,8 jednotek/ml) nebo zku3ebni pufr (0,1 M
pyrofosfore&nan sodny). V3echny reakéni sloZky se mohou ziskat
od Sigma Chemical Co., St.'iouis, MO. Po 60 minutach inkubace
pfi'teploté mistnoéti se méFl opticka hustota pfi 340 nm a
vypolte se prum&r kazdé sady trojndsobnych vzorku. Rozdil

v optické hustot& + HSD enzym se pouZije ke stanoveni
koncentrace kyseliny Zluové (mM) kaZdého vzorku vzhledem ke
standardni k¥ivce taurocholatu sodného. Pro kaZdé zvire se
pouZije koncentrace kyseliny Zlucové v extraktu, hmotnost
fekadlniho homogenadtu (gramy) a télesnd hmotnost zvirete

k vypodtu odpovidajici koncentrace FBA v mmol/kg/den. Stfredni
koncentrace FBA (mmol/kg/den) skupiny s vehikulem se odecte

z koncentraci lé&ené skupiny, aby se stanovilo zvySeni

(hodnota delta) v koncentraci FBA jako vysledek lécby.
Zkoudka na absorpci cholesterolu ze streva

Je zndma rada slouenin, které inhibuji absorpci
cholesterolu z intestindlniho traktu. Tyto slouceniny sniZuji
urovné cholesterolu v seru sniZenim intestinalni absorpce

cholesterolu jak z exogennich zdroju (dietni cholesterol) tak
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endogenhi cholesterol (vylu&ovany molovym m&chyrem do
intestinalniho traktu).

U kredkd byla pouZita zlepSena metoda pro méfeni absorpce
cholesterolu do stfev, pri které se méri pdmér dvou odlisnych
radioaktivnich izotopt v plazmé, jak popsal Turley a kol. (J.
Lipid Res. 35, 329-339 (1994), zde uvadéné jako odkaz) .

Samctm kFe&kt o hmotnosti 80 aZ 100 g se podava potrava a
voda dle libosti v mistnosti, kde se ve 12 hodinovych
periodach st¥ida svétlo a tma. Cty¥i hodiny do svétlé periody
se nejprve podé intravenézni davka 2,5 uCi [1,2-"H]
cholesterolu suspendovaném v Intralipidu (20 %) a potom oralni
davka [4-''Clcholesterolu v oleji triglyceridl se stfednim
fetézcem (MCT). I.v. davka se poda injektovanim 0,4 ml
Intralipidové smé&si do distélni femoralni vény. Oralni davka
se poda #aludeni sondou podanim 0,6 ml MCT olejové smési
zavedené intragastrikalné& polyethylenovou trubkou. Po 72
hodinach se kfe&kim odebere krev a kapalnou scintilalni
spektroskopii se stanovi mnoZstvi °H a ''C v plazmé a
v puvodnim mnoZstvi podané davky. Absorpce cholesterolu se

vypo&te na zakladé néasledujici rovnice:

Procento absorbované cholesterolu =

oC

oralni davky na ml ve vzorku plazmy po 72 hodinach x 100

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

oe

7koudka na mikrosomalni triglyceridovy transferni protein

(MTP)

MTP se miZe &istit z jaterni tkéné nebo kulturnich bunék
(napriklad bun&k HepG2) za pouZiti standardnich metod jak
popsal Ohringer a kol. (Acta Crystallogr. D52, 224-225 (1996),

zde uvadéno jako odkaz).
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Naslednéd analyza aktivity MTP se mQiZe provést jak popsal
Jamil a kol. (Proc. Natl. Acad. Sci. 93, 11991-11995 (1996)
zde uvadéno jako odkaz).

zakladem této zkousky je m&¥eni pfenosu znalenych
trigliceridd z darcovskych vezikuld do akcepotorovych vezikull
v ptitomnosti MTP. Inhibitory MTP se mohou hodnotit jejich
pfidanim do sm&si pfed zavedenim MTP. Darcovské vezikuly se
pfipravi sonifikaci vodné smé&si vaje&nych fosfolipidi,
kardiolipinu, ’H-znaeného fosfolipidu a '‘C-znaenych
triglyceridu. Akceptorové vezikuly se pripravi sonifikaci
vodné sm&si vajeénych fosfolipidli. Vezikulové roztoky se spolu
smisi, s nebo bez pfidani MTP inhibitorl a k vyvolani
pfenosové reakce se pf¥idad MTP. ZkousSka se zakonc¢i po 60
minutach pridanim 0,5 ml celuldézy DE-52 a nasleduje odstredéni
na pelety donorovych molekul. MnoZstvi °H a ''C v peleté a
v puvodnim mnoZstvi smési se stanovi kapalinovou scintilac¢ni
spektrometrii. Rychlost pfenosu lipidu se vypocCte na zakladé

kinetiky prvniho ¥adu za pouZiti vyrazu
[S] = [S]o ™"

kde [S]o'a_[S] jsou frakce 4c znacené v donorové membranové
peleté v dob& 0 a t, a vyraz k je frakce znaCeného materialu

pfeneseného za jednotku casu.
Zkoudka na lipidy v plazmé u kraliku

Lipidy v plazm& 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 samcl bilych kralika
z Nového Zelandu se podrobi standardni dieté (100 g/den)
obohacené 0,3 % cholesterolu a 2 % kukuri&ného oleje (Zeigler
Rothers, Inc., Gardners, PA). Voda je k dispozici dle libosti.

Skupiny oZetFfenych zvifat se usmrti po 1 a 3 mé&sicich lécby.
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Pro charakterizaci aterosklerotickych lézi se odeberou tkané.
Pro urdeni koncentrace lipidl v plazm& se odeberou krevni

vzorky.
Lipidy v plazmé

Plazma pro analyzu lipidd se ziska odebranim krve z udni

vény do zkumavek obsahujicich EDTA (Vacutainer; Becton

" Dickenson & Co, Rutherford, NJ), a poté separaci bunék
odstfedénim. Celkovy cholesterol se stanovi enzymaticky, za
pouZiti cholesteroloxidazové reakce (C.A. Allain a kol., Clin.
Chem., 20,v470—475 (1994), zde uvadéné jako odkaz). HDL
cholesterol se také mé¥i enzymaticky, po sréZeni LDL a VLDL
dextransulféteh.s hoféikem (G. R. Warnick a kol., Clin. Chem.,
28, 1379-1388 (1982), zde uvadéné jako odkaz). Urovné
triglyceridd v plazmé se stanovi mé&renim mnozZzstvi glycerolu
uvoln&ného lipoproteinlipézou zkouSkou vazby na enzym (G.
Bucolo a kol., Clin. Chem., 19, 476-482 (1973), zde uvadené
jako odkaz) .

Aterosklerdza

7Zvitata se usmrti pentobarbitalovou injekci. Torakalni
aorty se rychlé vyjmou, ponofi se do 10% neutralniho pufrového
formalinu a obarvi se olejovou cerveni O (0,3 %). Po
jednoduché podélné incizi podél stény naproti arterialnimu
usti se cévy oteviou pro hodnoceni. plochy pléatd. Procento
pokryti platem se urli 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)
upevné&nou na mikroskop. Tkanovy cholesterol se méri
enzymaticky, Jjak je popséano, po extrakci smési

chloroform/methanol (2:1) podle metody kterou popsal Folch a
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kol. (J. Biol. Chem., 226, 497-509 (1957), zde uvadéné jako

odkaz.
In vitro vaskularni odezva.

Abdominalni aorty se rychle excisuji po iﬁjekci
pentobarbitalem sodnym a umisti se do okysliceného Krebs-
bikarbonatového pufru. Po odstranéni perivaskularni tkéné se
nare?ou 3 mm krouZky, které se vloZi do 37 °C svalové lazné
obsahujici Krebs-bikarbondtovy roztok a zavési se mezi dva
nerezavdjici ocelové draty, pricemZ jeden z nich je pripojen
k silovému prevodniku (Grass Instrument Co., Quincy, MA).
7m&ny sily jako odezva na angiotensin II pfidany do lazné se
zanesou do grafu.

P¥iklady uvedené v tomto dokumentu mohou byt provedeny
nadhradou genericky nebo specificky popsanych terapeutickych
sloud¢enin nebo inertnich nosicu za ty, které se pouzily
v predchozich prikladech.

7 vyde uvedeného vynalezu vyplyva, Ze stejného u¢inku mizZe
byt dosaZeno ruznymi cestami. Takové variace nejsou na zavadu
my$lenky a rozsahu pfedkladaného vYnélezu a vSechny takové
modifikace a ekvivalenty, které jsou pro odbornika zfejmé

spadaji do rozsahu nasledujicich narokul.
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PATENTOUVE NAROKY

1. Terapeutickad kombinace, VvV y z n a c¢ujici s e

t i m, Ze zahrnuje prvni mnoZstvi slouceniny inhibujici
transport iledlni kyseliny Zlulové a druhé mnoZstvi
'siouéeniny maskujici kyselinu Zlucovou, kde prvni mnoZstvi a
druhé mno¥stvi dohromady zahrnuje antihyperlipidemicky ucinné
mnoZstvi, antiatheroskléroticky né&inné mnoZstvi nebo
antihypercholesterolemicky U&inné mnozZstvi uvedenych

sloucdenin.

2. Terapeutickad kombinace podle naroku 1,

vyznad¢uijici se tim Ze slouenina inhibujici

transport iledlni kyseliny Zlucové ma vzorec B-2:

o
. - QE!
/Om
B-2
\\O |
nebo jeji enantiomer nebo racemédt.
3. Terapeutickad kombinace podle naroku 1,
vyznacujici s e t 1 m, Ze sloucenina inhibujici
transport iledlni kyseliny Zlucové mé& vzorec B-12:
B-12

H4CO




nebo jeji enantiomer nebo racemat.

4. Terapeutické& kombinace podle nadroku 1,
vyznadc¢ujici s e t 1 m, Ze slouCenina inhibujici
transport ilealni kyseliny ZluCové ma& vzorec B-29:
.. PEG | o .
. H H
Eod v O O

¢

H

l//o

| . N — ~
7

/N

S o7
o’ : o)

(@]
nebo jeji enantiomer nebo racemadt, kde PEG je
polyethylenglykolovy polymerni Yetézec molekulové hmotnosti

od okolo 3000 do okoclo 4000.

5. Terapeutickéd kombinace podle naroku 1,
vyznacuijici s e t i m, Ze slouenina inhibujici
transport iledlni kyseliny Zlucové ma& vzorec B-7

HO

Cl N , B-7
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nebo jeji enantiomer nebo racemat.

6. Terapeuticka kombinace podle naroku 1,

vyznac¢uijicit s e t i m, Ze sloueninou maskujici

kyselinu Zlucovou je cholestyramin.

7. Terapeutickd kombinace podle naroku 1,
vyznac¢uijilci s e t i m, Ze sloudeninou maskujici

kyselinu Zlucovou je colestipol.

8. Terapeuticka kombinace podle naroku 1,
vyznacuijici 5 e t 1 m, Ze sloueninou maskujici
kyselinu Zlucovou je amfifilni kopolymer majici sitovanou

vrstevnou doménu a vnit¥ni jadrovou doménu.

9. Terapeutickd kombinace podle naroku 1,
vyznac¢cuijilci s e t 1 m, Ze slouCeninou maskujici

kyselinu Zluovou je polyallylaminovy polymer.

10. Terapeuticka kombinace podle naroku 9,
vyznacdcuijilcli s e t i m, Ze polyallylaminovy

polymer zahrnuje CholestaGel.

11. Terapeutické kombinace podle naroku 9,
vyznadcuijicli s e t 1 m, Ze polyallylaminovy

polymer zahrnuje OmegaGel.

12. Terapeuticka kombinace podle naroku 1,
vyznacdcuijilci s e t i m, Ze kombinace obsahuje
kompozici obsahujici slouCeninu inhibujici transport ilealni

kyseliny ZluZové a sloudeninu maskujici kyselinu Zlucovou.
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13. zpusob profylaxe nebo 1é&by hyperlipidemického stavu,
vyznacuijicil s e t i m, Ze se podd pacientovi
v ptipad& potfeby takove profylaxe nebo lécCby kombinace

v jednotkové davkové formé, kde kombinace obsahuje prvni
mnofstvi sloudeniny inhibujici transport iledlni kyseliny
7lucdové a druhé mnoistvi'slouéeniny maskujici kyselinu
3ludovou, kde prvni a druhé mnoZstvi dohromady zahrnuje

antihyperlipidemicky ucinné mno?stvi uvedenych sloucenin.

14. Zpusob profylaxe nebo lécCby aterosklerotického stavu,
vyznac¢uijilci 5 e t 1 m, Ze se podéd pacientovi
v pfipadé& potfeby takové profylaxe nebo 1é¢by kombinace

v jednotkové davkové formé&, kde kombinace obsahuje prvni
mnoZstvi sloudeniny inhibujici transport ilealni kyseliny
51udové a druhé mnoZstvi derivatu slouceniny inhibujici
kyselinu ZluZovou, kde prvni a druhe mnoZstvi dohromady
zahrnuje antiateroskleroticky ucinné mnoZzstvi uvedenych

sloucenin.

15. ZpUsob profylaxe nebo 1éCby hypercholesterolenie,
vyznadcuijilci s e t i m, Ze se podd pacientovi
v pripadé potfeby takové profylaxe nebo lécby kombinace

v jednotkové davkové form&, kde kombinace obsahuje prvni
mnoZstvi sloudeniny inhibujici transport ilealni kyseliny
Ylucové a druhé mnoZstvi sloudeniny inhibujici kyselinu
71ludovou, kde prvni a druhé mnoZstvi dohromady zahrnuje
antihypercholesterolemicky u¢inné mnoZstvi uvedenych

sloucenin.
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