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Anotace:

2-Deoxy-6-0-[2-deoxy-4-O-fosfono-3-O-{(R)-3-
tetradekanoyloxytetradekanoyl]-2-[(R)-
oktadekanoyloxytetradekanoylamino]-B-D-glukopyranosyl]-2-
[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoylamino]-D-
glukopyranosa a jeji farmaceuticky piijatelné soli. Uvedena
sloudenina neni imunoreaktivni, je nepyrogenni a netoxicka a
jsou inné pfi zlepeni podkozeni tkang v disledku
ischemické/reperfiizni poruchy. PouZiti pfedmétnych
sloudenin pro ochranu proti reverzibilnimu a ireverzibilnimu
poskozeni tkan¥ v disledku ischemické/reperfazni poruchy.
Farmaceutické kompozice pro ochranu a zlepSeni poSkozeni
tkang v ddsledku ischemické/reperfuzni poruchy obsahujici
G&inné mnozstvi fosfoglykolipidové slouéeniny nebo jejich
farmaceuticky prijatelnych solf a farmaceuticky piijatelny
nosic.
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Fosfoglykolipidova sloudenina, jeji pouZiti a farmaceutické kompozice ji obsahujici
Oblast techniky
Vynélez se tyka nové fosfoglykolipidové slouceniny, jejiho pouZziti a farmaceutickych

kompozici ji obsahujici.

Dosavadni stav techniky

Poskozeni tkan& pti ischémii/reperfuzi mize byt znaéné. V tkanich, kterym chybi pfisun
kysliku, dochdzi k reverzibilnimu a ireverzibilnimu poskozeni. Poskozené tkané mohou
vykazovat poruchy automatismu. Napftiklad, tkdn myokardu poskozend b&hem
ischémie/reperflize muize vykazovat ireverzibilni poskozeni nebo muze dojit k infarktu
myokardu. Reverzibilni poSkozeni, neboli omré€eni (stunning), se projevuje sniZenou ucinnosti
Cerpéani, kterd vede ke snizenému vykonu srdce a k symptomatologii podoptimalni perfuze
organu. Reperfuze ischemické tkdn€é myokardu muize také zplsobit elektrofysiologické zmény,
vyvolavajici poruchy srde¢niho automatismu, véetné letalni arytmie.

Piesny mechanismus, kterym se poSkozuji tkané pfi ischémii/reperfuzi neni znam. Byly
oviem vypracovany hypotézy, Zze dochazi ke sloZité fadé¢ d&ji, kdy tkan je poskozena jak pfi
ischémii, tak i b&hem nésledujici reperfuze. Béhem ischémie neni tkan dostateCné zdsobena krvi
obsahujici kyslik, coz vede k anaerobnimu metabolismu a k néasledné nitrobunééné acidéze.
Nedostatek cirkulace miZe vyvolat infarkty neboli mista snekrotickou, mrtvou tkani.
Ischemické tkané vytvaieji méné enzymi, potfebnych pro vychytini volnych radikald. Pti
reperfuzi a opétovném vystaveni O¢inkim kysliku se tkané poskozuji tim, Ze se tvoii volné
radikély, v¢etné hydroxylovych radikali. Oxidaéni poskozeni také naruSuje rovnovahu vapniku
v okolnich tkanich, coZ vede k omraceni. Poskozeni v disledku nahlé oxidace se dale zhorSuje,
kdyz zasaZené buiiky uvoliuji faktory, které pfitahuji neutrofily do mista ischémie. Zanétlivé
builky produkuji enzymy, které vytvareji vice toxickych volnych radikali a pronikaji do
intersticidlnich prostord, kde ni¢i myocyty.

Metody ochrany proti pos§kozeni v disledku ischemické/reperfizni poruchy se soustied’uji
na snizeni pocate¢ni nahlé oxidace a nasledného pretizeni vapnikem, ¢imz se zamezuje
naslednému poskozeni spojenému se zanétem. Napfiiklad se zda, Ze Cinidla, kterd bud’ snizZuji
tvorbu kyslikovych volnych radikalti (véetné allopurinolu a deferroxaminu) nebo vedou
k narGstu katabolismu téchto latek, jako je superoxid-dismutdza, kataldza, glutathion, a
komplexni slou¢eniny médi, omezuji rozsah infarktu a mohou také zlepSovat restituci funkce

levé komory ze srdecniho omréceni. Cinidla, ktera blokuji membranovou vymeénu sodik/vodik,
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jako amilorid, zamezuji nutnému piisunu vépniku do buiiky provizenému vytésiiovanim sodiku
a tudiZz snizuji pietizeni vapnikem.

Tkan& také mohou byt chranény pied ischemickym/reperfiznim poSkozenim pomoci
ischemického piedtrénovani (preconditioning). Ischemicky preconditioning se spousti kratkou
predchézejici ischémii, nasledovanou reperfuzi, ktera vede k rychlému vytvofeni ischemické
tolerance. Tento stav akutniho preconditioningu na ischemickou toleranci trva 30 minut az 2
hodiny a v tkdni myokardu je charakterizovan snizenym rozsahem infarktu a snizenym vyskytem
ventrikularni arytmie, ale nikoli sniZenou trovni omraceni (Elliot, 1998, Monophosphoryl Lipid
A Induces Delayed Preconditioning Against Cardiac Ischemia-Reperfuzion Injury. J. Mol. Cell
Cardiol. 30:3-17). Po vymizeni akutniho preconditioningu se pozdni preconditioning ischemické
tolerance objevuje 12-24 hodin pozd&ji a trva az 72 hodin. Béhem této pozdni féze
preconditioningu proti infarktu myokardu byly u riznych druhd zjiSt€ny omraceni a arytmie.
Charakteristické vlastnosti pfedtrénovaného myokardu d&elicimu ischémii/reperfiizi zahrnuji
v nékterych modelech zachovéani adenosintrifosfatu (ATP), zesileni nitrobunécné acidézy a
sniZeni intramyocytové zatéZe vapnikem. Bylo zji§téno, Ze néktera chemicka Cinidla, o nichZ je
znamo, Ze je myokard b&hem ischémie uvoliiuje, vyvolavaji akutni a pozdni ischemickou
toleranci a poskytuji ochranu srdci. Napiiklad se zda, Ze adenosin, bradykinin a antagonisté
opioidnich receptorfi, které vyvolavaji akutni preconditioning, chrdni pfed ischemickym
poskozenim cestou na ATP- zavislych draslikovych kanalli (Karp). Bylo zjiSténo, Ze Cinidlo,
bimakalim, o ném¥ je znadmo, Ze otevird Karp kandly, také zmensuje rozsah infarktu (Mizumura
et al,1995, Bimakalim, an ATP-sensitive potassium channel opener, mimcs the effects of
ischemic preconditioning to reduce infarct size, adenosine relaese, and neutrophil function in
dogs, Circulation 92:1236-1245). Monofosforyl lipid A (MLA) zamezuje ireverzibilnimu i
reverzibilnimu poskozeni ischemické tkan& (Elliot U.S. Patent No. 5,286,718). Monofosforyl
lipid A je detoxikovany derivat lipidu A, coZ je aktivni substrukturdlni ¢ast lipopolysacharidu
(LPS). LPS neboli endotoxin je silny imunomoduldtor produkovany vétSinou kmenti Gram-
negativnich baktérii. Bylo zji§téno, ze pfedb&Zné osetfeni pomoci LPS pied ischémii zvySuje
aktivitu myokardidlni kataldzy zvySenim myokardialni funkce (Brown et al., 1990, Endotoxin
extends survival of adult mice in hypoxia. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 193:167-170; Bensard et
al., 1990, Induction of endogenous tissue antioxidant enzyme activity attenuates myocardial
reperfuzion injury, J. Surg. Res. 49(2): 126-131). Endotoxin také ochrafiuje plice‘ pred
poskozenim b&hem hypoxie (Berg et al.,1990, Endotoxin extends survival of adult mice in
hypoxia, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 193:167-170). Zda se, Ze kardioprotektivni i¢inek vysokych

davek endotoxinu je spojen se schopnosti tohoto "toxinu" vyvoldvat pii pfedb&ézném pouZiti
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oxida&ni stres myokardu, &im% ho chran{ pfed druhym oxida¢nim stresem spojenym s ischémii
(Maulik et al.,1995, Myocardial adaptation to ischemia by oxidative stress inducted by
endotoxin, Am. J. Physiol. 269:C907-C916.) LPS je ovSem znan€ toxicky. MLA
(monofosforyllipid A) je strukturné modifikovan, aby negoval toxicitu LPS. Byla vyslovena
hypotéza, z¢ MLA chrani pfed poskozenim v disledku ischemické/reperfiizni poruchy tim, Ze
indukuje tvorbu syntetdzy oxidu dusnatého (NO syntetdzy), kterd vede ke zvySené
pravdépodobnosti otevieného stavu kardioprotektivniho ATP- zavislého draslikového kandlu
(Katp). N4hly nartst koncentrace oxidu dusnatého vyvolany MLA mizZe také vést k poklesu
podtu zané&tovych neutrofilti pronikajicich do post-ischemické oblasti, coZ chrani pacienta pred
dal§im poskozenim. Zd4 se, Ze na rozdil od endotoxinu, MLA v kardioprotektivnich davkach
nevyvolava myokardidlni oxidaéni stres. B&Zné 1éCby ischemické/reperfizni poruchy nejsou
oviem bez nevyhod. Mnohé &inidla, o nichZ se vi, Ze jsou aktivni, nemaji Sirokou klinickou
aplikovatelnost, maji omezenou u&innost, a/nebo maji toxicitu omezujici davky a jejich aplikace
byla tudiz omezena na zlep3eni ischemického/reperfiizniho poskozeni srdce. Endotoxin je pfi
kardioprotektivnich davkach pro systém vysoce toxicky. MLA, i kdyZ je netoxicky, se vyrabi
fermentaci S. minnesota a, jak je tomu u mnoha biologickych produkti, existuje jako kompozit
nebo smés fady molekularnich kongenerd, lidicich se v substituci mastnou kyselinou s riiznou
délkou fetézce mastné kyseliny.

Ac&koliv ve srovnani s endotoxinem je MLA netoxicky pii kardioprotektivnich davkach,
muize MLA v cilové ddvce vyvolat mirnou, pfechodnou, davkovani neomezujici horecku. Z vyse
uvedeného by mélo byt ziejmé, Ze stile existuje potieba novych preparatli, které jsou bezpecné,
G&inné a které maji Sirokou klinickou aplikovatelnost pii zamezeni nebo vylepSeni Skodlivych
G¢inkh ischémie/reperfuze. Preparéty, které jsou netoxické, nepyrogenni, vyrabéné chemickou
syntézou a s jedinou definovanou molekularni strukturou by byly vyhodné pro tuto aplikaci.

Piedlozeny vynalez popisuje novou fosfoglykolipidovou slouceninu pouZitelnou pro

zlepSeni poskozeni v disledku ischemické/reperfiizni poruchy.

Piehled obrazka

Obréazek 1 ukazuje kardioprotektivni u¢inek slouceniny dle pfedmétu vynalezu (35 pg/kg)
pii infarktu, podavané 24 h pred ischémii pii regiondlni ischémii myokardu u pokusného kralika.
0 % ohrozené levé komory; [J % infarktu v rizikové oblasti; p<0 .01 vs. kontrolni skupina,

které bylo podano vehikulum.




Obrazek 2 ukazuje z4vislost kardioprotektivniho uéinku sloudeniny dle pfedmétu vynalezu
na dédvce pii infarktu, podédvané 24 h pied ischémii u pokusného kralika. O % ohrozené levé
komory; 0 % infarktu v rizikové oblasti; # p<0.05 vs. kontrolni skupina, které byl podano

vehikulum; p<0.01 vs. kontrolni skupina, které bylo podano vehikulum.

Obrazek 3 znazoriiuje, Zze &asny kardioprotektivni U€inek slouCeniny dle piedmétu
vynalezu pfi infarktu trva po dobu 3 hodin po bolusovém davkovéani u pokusného psa pii infusi
sloudeniny. Zvifata dostavala infusi L34 po bolusovém dévkovéani po 3 hodiny pied okluzi,
b&hem 1 hodiny okluze a 1 h do 5 h reperfuze. O Vehikulum; O pouze bolus L34; 0 bolus L34
(70 png/kg) plus infuze (40 pg/kg); O bolus L34 (35 pgrkg) plus infuze (4 pg/kg).

Obrazek 4 ukazuje kardioprotektivni i¢inek slou¢eniny dle pfedmétu vynalezu pfi infarktu
pfi podéni 10 min pied ischémii u pokusnych vepit s regiondlni ischémii myokardu/reperfuzi. [

% ohroZzené levé komory; O % infarktové rizikové oblasti.

Obrazek 5 ukazuje Kkardioprotektivni u&inek slouceniny dle piedmétu vyndlezu pfi
reverzibilni kontraktilni dysfunkci nebo omradeni pfi podani 10 min pied ischémii u pokusného
psa s opakovanou piechodnou regionalni ischémii. O kontrolni skupina, které bylo poddvano

vehikulum; 0 L34.

Obrazek 6 ukazuje kardioprotektivni uéinek sloueniny dle pifedmétu vyndlezu proti
reverzibilni kontraktilni dysfunkci nebo omradeni p¥i podani 24 h pfed ischémii u pokusného psa
s opakovanou prechodnou regiondlni ischémii. O Kontrolni skupina, které bylo poddvano
vehikulum; 0 L34.

Podstata vynalezu

Piedmétem piedloZeného vynalezu je nova fosfoglykolipidova sloucenina pouzitelna pro
zlepSeni poSkozeni v disledku ischemické/reperfuzni poruchy, jmenovit€ 2-deoxy-6-O-[2-
deoxy-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-tetradekanoyloxytetra-dekanoyl]-2-[(R)-
oktadekanoyloxytetradekanoylamino]-p-D-glukopyranosyl]-2-[(R)-3-hexadekanoyloxy-

tetradekanoylamino]-D-glukopyranosa, s nasledujici strukturou
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a jeji farmaceuticky pfijatelné soli.

Fosfoglykolipidovad slougenina dle pfedmétného vyndlezu je vhodnd pro zlepSeni
poskozeni tkané v disledku ischemické/reperfuzni poruchy.

Vynélez déile zahrnuje zplisoby pouZiti této nové fosfoglykolipidové sloudeniny, které
vedou ke zlepSeni po¥kozeni v disledku ischemické/reperfizni poruchy. Sloucenina dle
pfedmétu vynalezu je zv1a§té vyhodna pro tuto aplikaci, protoZze nevyvolava horecky nebo pro-
zénétové cytokiny pii davkach v blizkosti rozsahu kardioprotektivnich davek, coz muze
podstatng zvysit maximaélni tolerovanou davku a proto i pravdépodobnost dosaZeni urovné
terapeutickych dévek u lidi, zejména pfi podévani t&sné pied chirurgickym zakrokem.

Dile je pfedmétem vynalezu zpracovani této slouteniny do farmaceutickych kompozici a
pouZiti t&chto kompozic jako lé¢ivo pouZitelné pro zlepSeni poSkozeni v disledku
ischemické/reperfizni poruchy.

| Farmaceutické kompozice podle vyndlezu obsahuji terapeuticky uU¢inné mnoZstvi
fosfoglykolipidové slougeniny podle pfedmétného vynalezu nebo jeji farmaceuticky pfijatelnou
sil v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em a jsou pfipravované ve formé vhodné pro
podéavani.

Fosfoglykolipidovou slou¢eninu podle pfedmétného vynalezu lze chemicky syntetizovat
pomoci postuptd popsanych v pfedmétné pfihlasce.

Nova fosfoglykolipidova slougenina podle pfedlozeného vynalezu, jmenovit€ 2-deoxy-6-
O-[2-deoxy-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-tetradekanoyloxy-tetradekanoyl]-2-[(R)-oktadekanoyloxy-
tetradekanoyl-amino]-B-D-glukopyranosyl]-2-[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoylamino]-D-

glukopyranosy majici nasledujici strukturu:
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a nadale oznadovana jako L34 (sloudenina 1), se da syntetizovat kondenzaci N-acyloxyacylované
nebo N-chrinéné glykosylové akceptorové jednotky svhodn€ chranénou a/nebo 3-O-
acyloxyacylovanou glykosylovou donorovou jednotkou pomoci reakce typu Koenigs-Knorrovy
reakce. Pii provedeni, kterému je ddvana pfednost, se sloucenina podle pfedmétného vynalezu
(slougenina 1) pfipravuje ze znamych vychozich materiali, benzyl-2-amino-2-deoxy-4,6-O-
isopropyliden-B-D-glukopyranosidu (slouenina 2) a 2-(trimethylsilyl)ethyl-2-amino-2-deoxy-
4,6-0O-isopropyliden-B-D-glukopyranosidu (slougenina 5) jak je zndzornéno ve schématech 1 a 2.
N-acylace sloudeniny 2 kyselinou (R)-3-hexadekanoyloxytetradekanové za piitomnosti 1-(3-di-
methylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimidu methyl jodidu (EDC-Mel) dévd meziprodukt 3.
Ochrana hydroxylu pomoci 2,2,2-trichlor-ethylchlorformiatu (Troc-Cl) a hydrolyza acetonidem
pak poskytuje glykosylovy akceptor 4.
| Pfi syntéze glykosylového akceptoru 9, N-chranéna sloudenina 5 za podminek Schotten-
Baumannovy reakce s Troc-Cl poskytuje sloudeninu 6. 3-O-acylace s (R)-3-tetradekanoyl-
oxytetra-dekanovou Kkyselinou za pfitomnosti EDC-Mel a 4-pyrrolidino-pyridinu, nasledovana
acetonidovym $té€penim dava diol 7, ktery je pak transformovan na slouceninu 8 reakei s 1,1-
dimethyl-2,2,2-trichlorethylchlorformidtem (TCBOC-CI) a difenylchlorfosfitem. Transformace
sloudeniny 8 na glykosylovy donor 9 je pak uskutenéna reakci s o,a-dichlormethyl methyl-
etherem za p¥itomnosti chloridu zinednatého nebo jinymi zndmymi metodami.
Kondenzace sloudenin 4 a 9 je pak docilena reakci typu Koenings-Knorrovy reakce za
piitomnosti triflitu stiibrného (silver triflate) nebo jiného vhodného katalyzatoru, ktera dava

disacharid 10. Ochranné skupiny na bazi trichlorethylu se pak odstrani zinkovym prachem




v kyseling octové a dusik glukosaminu je selektivné acylovan pomoci (R)-3-oktadekanoyloxy-
tetradekanové kyseliny za pfitomnosti vhodného kondenza¢niho €inidla jako napi. 2-ethoxy-1-
ethoxykarbonyl-1,2-dihydro-chinolinu (EEDQ) za vzniku hexaacylovaného derivatu 11.
Zbyvajici ochranné skupiny ve slouceniné 11 se pak odstépuji katalytickou hydrogenaci za
piitomnosti palladiovych nebo platinovych katalyzatord za vzniku slouceniny 1.

Odbornik v oboru si je védom, Ze zavedeni fosfatové skupiny a (R)-3-n-alkanoyloxytetra-
dekanové skupiny do glukosaminovych jednotek se nemusi nutn€ provadét v poiadi uvedeném
ve schématech 1 a 2 nebo popsaném déle v piikladu 1. Zavedeni téchto skupin se také da provést
po reakci glykosylace (konpulace) pomoci N- a O-ochrannych skupin vhodnych pro chemické
odlideni pfitomnych aminovych a hydroxylovych skupin. Pro dofasnou ochranu fosfatovych,
hydroxylovych a aminovych skupin b&hem syntézy je moZno také pouZit jiné ochranné skupiny
neZ ty, které jsou uvedeny ve schématech 1 a 2 nebo popsany niZe v pitkladu 1. Typickymi
ochrannymi skupinami pro fosfatovou skupinu jsou, aniz je to tim omezeno, fenyl, benzyl, a o-
xylyl; s vyhodou je fosfatova skupina chranéna dvéma fenylovymi skupinami. Poloha 6 se dé
doasné chranit blokujicimi skupinami bé&Zné pouzivanymi v chemii cukrid, jako jsou silyl,
benzyl, nebo benzyloxymethyl ethery nebo alkyl karbonat; 6-hydroxylovd skupina se da
s vyhodou chrénit jako 1,1-dimethyl-2,2,2-trichlorethyl karbonat (TCBOC). N-ochranné skupiny
pro aminovou skupinu cukru zahrnuji, aniZ je to tim omezeno, obvykle pouzivané karbamaty,
jako t-butyl (+-BOC), benzyl (Cbz), 2,2,2-trichlorethyl (Troc), a 9-fluorenylmethyl (Fmoc);
aminova skupina glykosylového donoru (napf. slouceniny 9) se da s vyhodou chranit skupinou
Troc. Mimo to, ostatni aktivujici nebo odstupujici skupiny piipojené k anomérnimu centru
glykosylového donoru kromé chloridu se daji pouZzit v kondenza¢ni reakci. Obvyklé aktivujici
skupiny zahrnuji, aniz je to tim n&ak omezeno, skupiny fluoridovou, chloridovou, bromidovou,
acetoxy, a trichloracetimidatovou.

Sloudenina dle pfedmétu vynalezu mize byt ve formé jakékoli farmaceuticky piijatelné
soli. Soli sloueniny vhodné dle pifedmétu vynalezu zahrnuji triethylaminové, triethanol-
aminové, tris, glycinové, a amonné soli. ZkuSeny odbornik zné jiné vhodné soli zahrnuté do
pfedmétu vynalezu.

Novy fosfoglykolipid dle pifedmétu vyndlezu je vhodny pro zlepSeni posSkozeni
metabolicky aktivnich tkéni jako, aniz je to na to omezeno, srde¢ni tkai v disledku
ischemického/reperfuzniho poskozeni. Tkan& jsou plivodné poskozeny béhem ischémie, kdyz
nemaji dostate¢ny piisun kysliku. Nedostatek kysliku béhem ischémie zplisobuje nekrézu bunék.

Nedostatek kysliku také vede ke zvySené produkci volnych radikalli pii reperfuzi, aktivaci
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aktivaci komplementu, zvy$eni tvorby adheznich molekul a ke tvorbé zanétlivych cytokind.
Sloudenina dle pfedmétu vyndlezu chrani tkan s deficitem piisunu kysliku béhem ischémie.
Zku$enym pracovnikiim je ziejmé, Ze sloudenina dle pfedmétu vynalezu bude také chranit tkané
vystavené viem typim hypoxie nebo anoxie, nasledované reoxidaci.

Bylo zminéno, e k dodate¢nému poskozeni a smrti bun€k dochdzi pfi obnoveni pfisunu
kysliku do tkéng pfi reperfuzi. Volné radikaly vytvoiené b&hem reperfuze vyvolavaji smrt bunek.
Pogkozeni bunék volnymi radikdly ma za nésledek pfetizeni vapnikem a pokles aktivity riznych
enzymovych systémii, pravd&podobné véetné NO syntetazy, zplisobujici pokles tvorby oxidu
dusnatého, coZ vede k naristu adheze neutrofild.

Kardioprotektivni u€inek sloufeniny dle pfedmétu vyndlezu se dd blokovat
aminoguanidinem, selektivnim inhibitorem induktivni NO syntetizy (iNOS). Podévéni 1éCiva
blokovalo pozdni kardioprotektivni u¢inek L34 u psf, coz naznaCuje mechanismus ucinku
piedmétné slouceniny spojeny s oxidem dusnatym.

Neutrofily napomahaji ke vzniku $kodlivé zanétlivé reakce, ke které dochazi v post-
ischemickych tkanich. Neutrofily jsou pfitahovany do ischemického mista pomoci C5a a 5b
(slozek komplement®), cytokinli a chemokind, které jsou chemotaktické pro tuto buiku.
Aktivované neutrofily se adheruji k endotelidlnim butikdim a diapedézou pronikaji pies
endotelidlni bariéry, kde ni¢i myocyty. Pfipojeni a diapedéza zanétovych neutrofilG pies
endotelidlni bariéry zavisi na zvySeni adheze molekul jak na endotelidlnim povrchu tak na
neutrofilu. Bylo ukazano, Ze cytokiny, jako napf. IL-6, vytvafené ischemickymi tkanémi, jsou
rozhodujici pro zvyseni adheze molekul. Sloucenina podle pfedmétu vynédlezu ma tu jedine¢nou
vlastnost, Ze na protektivni urovni neindukuje zvySené uvoliiovani zanétlivych cytokinti nebo
hore&ku a piesto je Gidinna pii zlepeni poskozeni v diisledku ischemické/reperfuzni poruchy. Je
ziejmé, Ze se d4 oéekdvat, Ze podobné slougeniny obsahujici zbytky mastnych kyselin o podobné
délce fetézce budou vykazovat podobnou biologickou aktivitu.

V klinické situaci dochazi k ischemickym pithodam, které jsou oekavany nebo které jsou
nedekané. Planované chirurgické zikroky, které vyvolavaji ischemické pithody, zahrnuji
operaéni zavedeni bypassu koronérni artérie, ndhradu srde¢ni chlopné, srde¢ni angioplastiku,
tGpravu komorového septu, chirurgické zakroky s piiénym zaskrcenim velkych cév, plastickou
chirurgii, pfenos koznich lalok®i, myoplastiku, transplantaci orgdnd nebo tkan€, operaci
aneurysmu aorty nebo resekci stiev. Tkand mohou mit nedostatek pfisunu kysliku pfi
neplanovanych pithodéch, jako je infarkt myokardu, iktus, tonuti, infarkt stfev, nebo traumaticka

amputace a replantace. AniZ se to dalo pfedvidat, fosfoglykolipidovd slouenina dle pfedmétu
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vynalezu poskytuje jak akutni ochranu tak i pozdni ochranu ischemické tkani. Kromé toho,
trvani akutniho ochranného G¢inku se dé prodlouzit infuzi 1€¢iva po bolusové davce.

Slou¢enina podle pfedmétu vynalezu poskytuje ochranny u¢inek ischemické tkani b&hem
minut po podani slouceniny pacientovi. Napiiklad, podéni slou¢eniny podle piedmétu vynalezu
pokusnym zvifatim 10 minut pfed srde¢ni ischémii vytvofilo ochranu projévujici se snizenym
rozsahem infarktu a omra¢eni lé¢eného zvifete. Tento okamzity nebo akutni ochranny G¢inek se
sniZuje nebo mizi s Casem. OvSem pozdni ochranny u¢inek se stava zietelnym pfiblizné€ 24 h po
podani prepardtu. Pozdni ochrana byla ziejmd u pst a kralikt, kdyz zvifata byla lé&ena
sloudeninou podle pfedmétu vyndlezu 24 h pied srdeéni ischémii, jak je ilustrovano snizenym
rozsahem infarktu a omraeni. Ochrana poskytovanad slouceninou podle pifedmétu vynalezu
ischemické tkani je dvoufdzova, nabizejici dvé zietelna obdobi ochrany, akutni obdobi ochrany a
pozdni obdobi ochrany. Bylo zji§téno, Ze akutni ochranny u¢inek L34 se da prodlouZit na
nejméné 3 h infuzi léCiva bezprostiedné nasledujici po bolusovém davkovani, coz umoziiuje
lékaii pieklenout mezeru mezi akutnim a pozdnim obdobim ochrany. Slou€enina podle pfedmétu
vynalezu poskytuje vyhodu vtom, Ze miZze byt Uspe$né pouzita v urgentnich stavech a
pfi traumatech, kde neni dost dobfe mozné davkovat pied ischemickou piihodou. Dale, pozdni
ochranny U¢inek poskytovany slouceninou €ini 1é€ivo pouzitelnym v situacich, kdy ischemicka
piihoda miiZe nastat i den po podani jediné davky.

Pfi metodach poskytovani ochrany proti ischemickému poskozeni slou¢enina dle piedmétu
vynalezu miZe byt pfipravena s farmaceuticky pfijatelnym nosiéem pro injekéni, inhalaéni nebo
intranasalni, rektdlni nebo vagindlni aplikaci nebo wuziti. Ve smyslu zde pouZitém,
"farmaceuticky pfijatelny nosi¢" znamena medium, které nepfekazi biologické aktivité aktivni
slozky a neni toxické pro pacienta, jemuz je podavano. Farmaceuticky piijatelné nosi¢e zahrnuji
emulze oleje ve vodé nebo vody voleji, vodné soustavy s pouzitim organického spolu-
rozpoustédla nebo bez ngj, vhodné pro intravendzni (IV) pouziti, liposomy nebo detergenty
obsahujici vacky (vesicles), mikrokuli¢ky a mikrozomy, prasky, tablety, kapsle, &ipky nebo
vodné suspense a aerosoly.

Farmaceutické pfipravky na bazi slou€enin podle pfedmétného vynalezu, které mohou byt
podavany parenteralng, tj. intraperitonealné, subkutanng, intramuskularné nebo intravenézné,
zahrnuji tyto preferované nosice. Piikladem preferovaného nosi¢e pro intravendzni pouZiti je
smés 10% ethanolu (podle US normy), 40% propylenglykolu (podle US normy) nebo
polyethylenglykolu 600, doplnéna vodou pro injekce (podle US normy). Ostatni pfijatelné nosice
obsahuji 10% ethanol (podle US normy) a vodu pro injekce (podle US normy); 0.01- 0,1%
triethanolamin ve vodé pro injekce (podle US normy); nebo 0.01 - 0,1% dipalmitoyl-




12 .e .

difosfatidylcholin; a 1-10% squalen nebo parenteralni emulsi jedlého oleje ve vodsg.
Farmaceuticky pfijatelna parenterdlni rozpoustédla jsou takova, ktera poskytuji roztok nebo
disperzi, ktera se da filtrovat pfes 0.22-mikronovy filtr aniz se odstrani aktivni slozka.

Pfiklady preferovanych nosi¢i pro subkutinni nebo intramuskuldrni pouZiti zahrnuji
fosfatovy pufr fysiologického roztoku (PBS), 5% dextrosu ve vod€ pro injekce a 0.01-0.1%
triethanolaminu v 5% dextrose nebo 0.9% chlorid sodny ve vodé pro injekce (podle US normy),
nebo 1:2 nebo 1:4 smés 10% ethanolu (podle US normy ), 40% propylenglykolu a na doplnéni
piijatelny isotonicky roztok jako napt. 5% dextrosy nebo 0.9% chloridu sodného a 1 az 10%
skvalenu nebo parenteralni emulze jedlého oleje ve vodé.

Ptiklady nosi¢li pro podavani ptes sliznici zavisi na dané cesté. Jde-li o podavani peroralni,
ptiklady zahrnuji farmaceuticky ¢isty manit, Skrob, laktosu, stearan hofecnaty, sacharid sodny,
celulosu, uhli¢itan hofecnaty a podobné latky, piiCemZz prednost je ddvana manitu. Pfi
intranasdlnim podavani je to polyethylenglykol, fosfolipidy, glykoly a glykolipidy, sacharosa,
a/nebo methylcelulosa, praskové suspenze s objemnym ¢inidlem nebo bez néj, jako je laktosa a
mohou se pouzit konzervalni prostfedky jako benzalkoniumchlorid, EDTA. Ve zvlasté
preferovaném podavani je 0.01 - 0.1% fosfolipid 1,2 dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu
(DPPC) vhodnym isotonickym vodnym nosi¢em pro intranasdlni aplikaci slouceniny podie
pfedmétu vynalezu o koncentracich 0.1 az 0.3 mg/ml. Pfi inhalaénim podéavani jsou vhodnymi
nosi¢i polyethylenglykol nebo glykoly, DPPC, methylcelulosa, pfedepsana ¢inidla podle receptu
a konservacni ¢inidla, pti Semz prednost se dava polyethylenglykolim a DPPC.

Slou¢enina podle piedmétného vynalezu se podava jednotlivci v "i¢inném mnozstvi" tak,
aby se zlep§ilo ischemické/reperfuzni poskozeni nebo ochréanilo pied nim. Ve smyslu v jakém je
zde pouzito, "G¢inné mnoZstvi" znamena takové mnozstvi, které vykazuje odezvu pievysujici
odezvu u kontrolni skupiny, které byl podavano vehikulum nebo u negativni kontrolni skupiny.
Presné davkovani slouéeniny podle pfedmétného vynalezu, které se ma podavat pacientovi bude
zéaviset na zplsobu podavani, na farmaceutickém sloZeni, a na pacientovi. Napiiklad, kdyz se
podavi intraven6zné vepitim pro sniZeni rozsahu infarktu po okluzi levé ptfedni sestupné artérie,
mnoZstvi pouZité slou¢eniny ¢ini od 1 do 1000 mikrogramivkg, pfednostné od 10 do asi 300
mikrogramii’kg a nejvyhodnéji od asi 35 do asi 100 mikrogramii na kilogram télesné vahy.

Nasleduji piiklady, které ilustruji postupy pro praktické uplatnéni vynalezu. Vsechny
procentové udaje jsou hmotnostni procenta a vSechny podily ve smésich rozpoustédel jsou

objemové, pokud neni vyslovné uvedeno néco jiného.

Priklady provedeni vynalezu
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Piiklad 1
Piiprava nového fosfoglykolipidu (1.34)

Piiprava  triethylamoniové  soli  2-deoxy-6-O-[2-deoxy-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-
tetradekanoyloxytetradekanoyl]-2-[(R)-oktadekanoyloxytetradekanoylamino]-B-D-
glukopyranosyl]-2-[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoylamino]-D-glukopyranosy  (sloucenina
1).

(1) K roztoku benzyl 2-amino-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-B-D-glukopyranosidu
(slouCenina 2, 0.432 g, 1.40 mmol) a kyseliny (R)-3-hexadekanoyloxytetradekanové (0.70 g, 154
mmol) v CH,Cl, byl pfidan EDC-Mel (0.62 g, 2.10 mmol) a smés michdna po 16 h pfi teploté
mistnosti. Reakéni smés byla zkoncentrovdna a vysledny zbytek Ccistén rdzovou (flash)
chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, 35-45% EtOAc-hexany). Bylo tak ziskano 0.89
g (85%) benzyl 2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-2-[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoyl-amino])-
B-D-glukopyranosidu (slougenina 3) ve formé amorfni pevné latky: "H NMR (CDCls) & 0.88 (~t,
6H), 1.1-1.7 (m, 46H), 1.44 (s, 3H), 1.53 (s, 3H), 2.25 (t, 2H, J=7.5 Hz), 2.42 (m, AB typ, 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), 4.69 (d, 1H, J=8.3 Hz), 4.88 (d, 1H, J=11.8 Hz), 5.06 (m, 1H), 5.97 (d, 1H, J=6.0
Hz), 7.33 (s, SH).

(2) K roztoku slouceniny 3 (0.74 g, 0.99 mmol), DMAP (0.012 g, 0.01 mmol) a pyridinu
(0.20 ml, 2.5 mmol) v CH,Cl, (6 ml) byl pfidan 2,2,2-trichlorethylchlorformiat (0.15 ml, 1.1
mmol) a smés michana pfi teploté mistnosti po dobu 3 h. Reakéni smés byla zkoncentrovana a
vysledny zbytek byl pfidan do 80% vodné AcOH (15 ml) a zahifivan na 60°C po 1 h. Tékavé
slozky byly odstranény za sniZeného tlaku a byl ziskan syrup, ktery byl ¢istén razovou (flash)
chromatografii (gradientova eluce, 50-55% EtOAc-hexany) a bylo ziskano 0.71 g (81%) benzyl
2-deoxy-2-[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoyl-amino])-3-0-(2,2,2-trichlorethoxy-karbonyl)-
B-D-glukopyranosidu (sloucenina 4) ve formé bezbarvé amorfni pevné latky: 'HNMR (CDCL) &
0.87 (~t, 6H), 1.1-1.15 (m, 46H), 2.22 (t, 2H, J=7.5 Hz), 2.29 (dd, 1H castecné prekryto
piedchazejicim tripletem, J=14.7, 5 Hz), 2.43 (dd, 1H, J=14.7, 5 Hz), 3.00 (br 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 (m, 2H),
6.34 (d, 1H, J/=8.4 Hz), 7.28 (br s, SH).

3) Kroztoku  2-(trimethylsilyl)ethyl ~ 2-amino-2-deoxy-4,6-O-isopropyliden-$-D-
glukopyranosidu (slouéenina 5, 6.46 g, 20.2 mmol) v CHCl; (300 ml) byl pfidan IN vodny
roztok NaHCOj3; (300 ml) a 2,2,2-trichlorethyl chlorformiat (8.5 g, 40 mmol). Vyslednad smés
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byla intenzivn€ michdna po 3 h pfi teploté mistnosti. Organicka vrstva byla oddélena, vysuSena
(Na;SO4) a zkoncentrovana na bezbarvy syrup. Razova (flash) chromatografie na silikagelu
(gradientova eluce, 30-40% EtOAc-hexany) poskytla 9.6 g (96%) 2-(trimethylsilyl)ethyl 2-
deoxy-4,6-0O-isopropyliden-2-(2,2,2-trichlorethoxykarbonylamino)-B-D-glukopyranosidu
(sloudenina 6) ve form& bezbarvé pevné latky t.t. 69-70°C; 'H NMR (CDCls) & 0.0 (s, 9H), 0.94
(m, 2H), 1.44 a 1.52 (2s, 6H), 2.94 (br s, 1H), 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) K roztoku sloudeniny 6 (7.5 g, 15.2 mmol), (R)-3-tetradekanoyloxytetradekanové
kyseliny (7.58 g, 16.7 mmol) a 4-pyrrolidinopyridinu (0.25 g, 1.7 mmol) v CH,Cl, (95 ml) byl
pfidan 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimid methyl jodidu (EDC-Mel; 4.94 g, 16.7
mmol) a sm&s michdna po dobu 16 h pfi teploté mistnosti. Reakéni smés byla zfiltrovdna pfes
kratkou vrstvu materidlu CELITE®, zkoncentrovana a vysledny zbytek byl zahtivan pii 60°C v
90% vodné AcOH (100 ml) po 1 h. Smés byla zkoncentrovana a zbyvajici AcOH a voda byla
odstranény azeotropickou destilaci s toluenem (2 x 150 ml). Surovy diol byl &istén razovou
(flash) chromatografii na silikagelu (gradientova eluce, 30-40% EtOAc-hexany) a bylo ziskdno
11.8 g (83%) 2-(trimethylsilyl)ethyl 2-deoxy-3-O-[(R)-3-tetradekanoyloxy-tetradekanoyl]-2-
(2,2,2-trichlorethoxykarbonylamino)-p-D-glukopyranosidu (slou¢enina 7) ve formé amorfni
pevné latky: "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=11 Hz), 5.0-5.15 (m, 2H), 5.20 (d, 1H, J=7.4 Hz).

(5) Do roztoku slou¢eniny 7 (10.9 g, 12 mmol) a pyridinu (2 ml, 25 mmol) v CH,Cl, (125
ml) byl pfi 0°C pfiddvan po kapkach po vice nez 15 min roztok 2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethyl-
chlorformiatu (3.17 g, 13.2 mmol) v CH,Cl, (25 ml). Reakéni smés byla ponechéna, aby se
pomalu zahféla na teplotu mistnosti béhem 3.5 h. 4-Pyrrolidinopyridin (0.89 g, 6.0 mmol), N,N-
diisopropylethylamin (10.5 ml, 60 mmol) a difenylchlorfosfat (3.7 ml, 18 mmol) byly postupné
pfidany a vyslednd smés byla michana po dobu 5 h pfi teploté mistnosti. Reakéni smés byla
zfedéna CH,Cl, (500 ml), promyta studenou 7.5% vodnou HCI (2 x 250 ml), vodou (250 ml),
nasycenym vodnym NaHCO; (250 ml), vysuSena (Na,SOs), a pak zkoncentrovana. Ziskany
zbytek byl ¢&ist€n razovou (flash) chromatografii na silikagelu eluci pomoci 12.5% EtOAc-
hexany a bylo ziskdno 15.1 g (95%) 2-(trimethylsilyl)ethyl 2-deoxy-4-O-difenylfosfono-3-O-
[(R)-3-tetradekanoyloxytetra-dekanoyl]-6-O-(2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethoxykarbonyl)-2-
(2,2,2-trichlorethoxykarbonylamino)-B-D-glukopyranosidu (slouenina 8) ve formé& viskézniho
oleje: '"H NMR (CDCl3) 6 0.0 (s, 9H), 0.8-1.0 (m, 8H), 1.1-1.65 (m, 42H), 1.83 a 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,
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1H, J=12, 5 Hz), 4.34 (d, 1H, /=12 Hz), 4.58 (d, 1H, J=12 Hz), 4.66 (q, 1H, /=~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) K roztoku slou¢eniny 8 (6.5 g, 4.84 mmol) a dichlormethyl methyletheru (2.18 ml, 24.2
mmol) v CHCI; (60 m!) byl pfi 0°C pfidan ZnCl, (1.0 M v etheru, 2.41 ml, 2.41 mmol) a pak
pomalu zahiat a michan pfi teplot€ mistnosti pfes noc. Reak¢éni smés byla ziedéna EtOAc,
promyta nasycenym roztokem vodného NaHCOs, vysuSena (Na;SO,) a pak zkoncentrovana.
Ziskany svétle Zluty olej byl &i§tén razovou (flash) chromatografii na silikagelu eluci pomoci
10% EtOAc-hexany a bylo ziskdno 5.4 g (88 %) 2-deoxy-4-O-difenylfosfono-3-O-[(R)-3-
- tetradekanoyloxytetradekanoyl]-6-0-(2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethoxykarbonyl)-2-(2,2,2-tri-
chlorethoxykarbonylamino)-a-D-glukopyranosyl chloridu (slou¢enina 9) ve formé& amorfni
pevné latky: 'H NMR (CDCl;) 6 0.88 (~t, 6H), 1.1-1.6 (m, 42H), 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, /=12 Hz), 4.73 (d, 1H, J=12
Hz), 4.83 (~q, 1H, /=9 Hz), 5.09 (m, 1H), 5.51 (~t, 1H, /=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) Roztok sloueniny 4 (1.40 g, 1.54 mmol) a slouceniny 9 (2.33 g, 1.85 mmol) v 1,2-
dichlorethanu (18.5 ml) byl michan s pragkovitym molekularnim sitem 4A (1-g) po 1 h a pak byl
piidan AgOTf (1.43 g, 5.55 mmol) v jediné ddvce. Reakéni smés byla michana pfi teploté
mistnosti po 4 h a byla pfi tom stinéna pfed svétlem. Byl pak pfidan dalsi ekvivalent AgOTf
(0.475 g, 1.85 mmol) a reakéni smés byla pies noc michana pfi teploté mistnosti. Vysledna kase
byla zfiltrovana a zkoncentrovana tak, ze byl ziskan téméf bezbarvy olej. Razova (flash)
chromatografie na silikagelu (gradientova eluce, 20-25% EtOAc-hexany) poskytla 2.40 g (73%)
benzyl-2-deoxy-6-0-[2-deoxy-4-O-difenylfosfono-3-O-[(R)-3-tetradekanoyloxytetradekanoyl]-
6-0-(2,2,2-trichlor-1,1-dimethylethoxykarbonyl-2-(2,2,2-trichlorethoxykarbonylamino)-$-D-
glukopyranosyl]-3-0-(2,2,2-trichlorethoxykarbonyl)-2-[(R)-3-
hexadekanoyloxytetradekanoylamino]-p-D-glukopyranosid (slou¢enina 10) ve formé bezbarvé
pevné latky: t.t. 95-97°C; 'H NMR (CDCl3) & 0.88 (t, 12H, J=Hz), 1.1-1.65 (m, 88H), 1.84 (s,
3H), 1.90 (s, 3H), 2.15-2.47 (m, 8H), 3.06 (br s, 1H), 3.37-3.55 (m, 2H), 3.63-3.83 (m, 3H), 3.88
(dd, 1H, J=12, 3.5 Hz), 4.17 (dd, 1H, J=12, 2.5 Hz), 4.24 (dd, 1H,J=11, 5 Hz), 4.38 (d, 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).

(8) K roztoku sloudeniny 10 (11.7 g, 5.53 mmol) v AcOH (250 ml) byl pii 60°C piidan
praskovy zinek (27.1 g, 0.415 mol) ve tfech stejnych davkach a michén pfes 1 h. Reakéni smés
byla zfiltrovana pfes vrstvu materidllu CELITE® a zkoncentrovana. Vysledny zbytek byl
rozpustén v EtOAc (500 ml), promyt 1M vodné HCl (500 ml) a nasycenym vodnym roztokem
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NaHCO; (500 ml), vysusen (Na,SOy4) a pak zkoncentrovan. K roztoku ziskaného surového triolu
a kyseliny (R)-3-oktadekanoyloxytetradekanové (3.1 g, 6.08 mmol) v CH,Cl, (60 ml) byl pfidan
2-ethoxy-1-ethoxy-karbonyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ, 2.26 g, 9.12 mmol) a smés michéna po
16 h pfi teploté mistnosti. Reakéni smé&s byla zkoncentrovdna ve vakuu a ziskany zbytek byl
Cistén razovou (flash) chromatografii na silikagelu etuci pomoci EtOAc-CHCl;3-AcOH (10:90:5)
a bylo ziskino 6.4 g (56%) benzyl-2-deoxy-6-0-[2-deoxy-4-O-difenylfosfono-3-O-[(R)-3-
tetradekanoyloxytetra-dekanoyl]-2-[(R)-3-oktadekanoyloxy-tetradekanoylamino]-3-D-
glukopyranosyl]-2-[(R)-3-hexadekanoyloxytetradekanoylamino]-B-D-glukopyranosidu
(sloucenina 11) ve formé& bezbarvého syrupu.

(9) Roztok slouceniny 11 (6.3 g, 3.07 mmol) ve smési s AcOH (25 ml) a THF (250 ml) byl
hydrogenovan za pfitomnosti palladiové erni (3.5 g) pfi teploté€ mistnosti a 65 psig po dobu 18
h. Po odstranéni katalyzatoru filtraci byl pfidan oxid platnaty (3.0 g) a hydrogenolyza
pokraCovala za stejnych podminek po 24 h. Katalyzator byl oddélen, vymyt CHCl; a spojeny
filtrat a vymyté podily byly zkoncentrovany. Rézova (flash)chromatografie na silikagelu pii
eluci smési chloroform-methanol-voda-triethylamin (90:10:1:1) poskytla 3.9 g materialu, ktery
byl rozpustén ve studené smési 2:1 CHCI3-MeOH (500 ml) a promyt studenou 0.1N zfedénou
HCI (200 ml). Spodni organicka vrstva byla zfiltrovana pfes Whatmaniv filtrani papir ¢. 4 a
zkoncentrovéna za vakua a bylo ziskéno 3.6 g (65%) volné kyseliny. Cast volné kyseliny byla
lyofilizovana z 2% vodného triethylaminu a byla ziskana €ista triethylamonna sl 2-deoxy-6-O-
[2-deoxy-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-tetradekanoyloxytetradekanoyl]-2-[(R)-3-
oktadekanoyloxytetradekanoylamino]-p-D-glucopyranosyl]-2-[(R)-3-hexadekanoyloxy-
tetradekanoylamino]-D-glukopyranosy (sloucenina 1) ve formé bilé pevné latky: t.t. 174-175°C
(dekomp.); IR (film) 3306, 2920, 2851, 1732, 1652, 1552, 1467, 1378, 1308, 1178, 1060, 953,
845, 721 em™'; '"H NMR (CDCl3-CD;0D) & 0.88 (~t, 18H), 1.15-1.7 (m, 147H), 2.25-2.7 (m,
12H), 3.07 (q, 6H, J/=7.4 Hz), 3.22-4.3 (m, 12H), 4.69 (d, 1H, J=8.0 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 (CDCl;) § 174.0, 173.4, 170.8, 170.5,
100.1,91.4, 75.7, 72.7, 71.8, 71.1, 71.0, 70.6, 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.

Analyza vypodtena pro CiosHasN302P.5SH,0: C, 64.67; H, 10.95; N, 2.09; P, 1.54.
Nalezeno: C, 64.58; H, 10.63; N, 2.12; P, 1.58.

Priklad 2

Kardioprotektivni G¢inek 1.34 na rozsah infarktu u psa
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Piedbé&zné 1é¢eni psti pomoci slou€eniny dle pfedmétu vynalezu pied ischémii/reperfuzi
vyznaéné sniZuje rozsah infarktu ve srovnani s kontrolnimi piipady. Zvitata lé¢ena pomoci L34
bud’ 10 min nebo 24 h pied jednohodinovou oklusi levé piedni sestupné korondmni artérie a 3 h
reperfize vykazovala sniZeny rozsah infarktu vyjadieného jako procento z rizikové plochy.
Kromé& toho, podavani aminoguanidinu, selektivniho inhibitoru indukované NO syntetazy,
blokovalo pozdni kardioprotektivni U€inek L.34 pozorovany u lé¢enych zvitat.

Dospéli nedistokrevni psi obojiho pohlavi, vazici 19.0-30.0 kg hladovéli pfes noc, byli
anestezovani nitroziln€ barbitalem sodnym (200 mg/kg) a pentobarbitalem sodnym (15 mg/kg) a
ventilovani pokojovym vzduchem doplnénym 100% kyslikem pii koneéném expiraénim tlaku 5-
7 cm H,0, aby se piede$lo atelektaze. Hodnoty pH, pO, a pCO, v arterialni krvi byly
monitorovany ve vybranych intervalech pomoci automatického krevniho plynového analyzatoru
a byly udrzovany v normalnim fyziologickém rozmezi (pH 7.35-7.45, pO, 10.6-16.0 kPa, pCO,
3.3-4.7 kPa) pomoci nastaveni frekvence dychani a pritoku kysliku a, pokud to bylo nutné,
pomoci infuze 1.5% hydrogenuhli¢itanu sodného. T¢€lesna teplota byla udrzovana na 38 + 1°C
pomoci vyhiivané podusky.

Dvoucestny katétr ukonceny tlakovym pievodnikem byl zaveden do aorty a levého
ventriklu pies levou kréni tepnu (karotickou artérii) pro méfeni tlaku v aorté a levé komofe.
Hodnota dP/dt v levé komote byla stanovena elektronickou diferenciaci tlakového pulsu v levé
komote.

Levostranna torakotomie byla provedena v patém mezizebii. Plice byly odtaZeny, perikard
profiznut a srdce zavé$eno do kolébky. Segment levé piedni sestupné koronarni artérie o délce
10-15 mm byl oddélen od okolni tkané. Kalibrovany elektromagneticky snimaé pratoku byl
umistén kolem levé piedni sestupné koronarni artérie, aby bylo mozno stanovit koronarni prutok
krve. Do ouska levé sin€ byla zavedena kanyla pro injektdZ radioaktivnich mikrokulic¢ek pro
stanoveni mistniho pritoku krve myokardem do ischemickych a normalnich oblasti b&hem
reperfuze. Elektrody byly pfipojeny k ousku levé sin€, aby stimulovaly srdce na 150 tepi/min
pomoci kardiostimulatoru (Grass SD9), kdyz srde¢ni frekvence poklesla pod 140 tepii/min.

Zvitata byla nahodné rozdélena do péti skupin; ta, ktera obdrzela 35 pg/kg 1é€iva 24 h
intravenézné pied okluzi (24 h), ta, kterd obdrzela 35 pg/kg 1é¢iva 24 h pted oklusi a 30 mg/kg
aminoguanidinu subkutann€ 60 min pfed oklusi, ta, ktera obdrzela 70 pg/kg 1é¢iva 10 min pred
oklusi (10 min), ta, kterd obdrzela 30 mg/kg aminoguanidinu 60 min pfed oklusi a kontrolni
skupina. Hemodynamické parametry byly monitorovany a zaznamenavany béhem experimentu.
Fosfoglykolipid podle pfedmétného vynélezu, L34, v 40% propylenglykolu a 10% ethanolu
(EtOH) ve vodé pro injekce byl zfedén jedna ku jedné pomoci 5% dextrosy ve vodé (DSV) a
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podén injekéné jako intravendzni bolus 24 h nebo 10 min pfed experimentem. Kontrolni skupina
byla oSetfena ekvivalentnim objemem vehikula (40% propylenglykol, 10% EtOH ve vodg€ pro
injekce ziedény v D5V). VSichni psi byly podrobeni 60 min okluzi levé pfedni sestupné
koronarni artérie s nasledujici reperfuizi po dobu 3 h.

Mistni pratok krve myokardem byl méfen pomoci techniky pouzivajici radioaktivni
mikrokuli¢ky. Mikrokuli¢ky byly injektovany v 5 a 30 min okluse koronarni artérie a také na
konci reperfizniho obdobi. Karbonizované plastické mikrokuli¢ky (primeér 15 pm, firma New
England Nuclear), znacené 141Ce, '®Ru nebo *Nb, byly suspendovany ve fyziologickém roztoku
s ptidavkem 0.01% Tween 80, aby se zabranilo agregaci. Mikrokulicky byly vystaveny po dobu
5 min ultrazvuku a vifeny po dalSich 5 min pfed podanim. Jeden ml suspense mikrokuli¢ek (2-4
x 10° kulidek) byl podan pies katétr do levé siné a splachnut 5 ml fyziologického roztoku.
Referenéni vzorek z proudu krve byl odebirdn z femoralni artérie konstantni rychlosti 6.6 ml/min
okamZité po injekci mikrokulicek.

Ke konci reperfuze byla do levé piedni sestupné koronarni artérie zavedena kanyla a 10 ml
patentni modie (Patent Blue) a 10 ml fyziologického roztoku bylo injektovano pii stejném tlaku
do levé siné resp. do levé piedni sestupné koronarni artérie, aby se stanovila anatomicka rizikova
plocha (area at risk, AAR) a ne-ischemicka plocha. Srdce pak bylo elektricky fibrilovano (20 V,
250 Hz obdéinikovymi pulsy aplikovanymi pfimo do levé komory) a okamzité vyjmuto. Leva
komora byla vyjmuta a roziezana do série pii¢nych fezii o Sifce 6-7 mm, od hrotu k bazi.
Nezbarvend ischemicka plocha a normalni plocha zbarvena modie byly oddéleny a obé oblasti
byly inkubovany pii 37°C po 30 min v 1% 2,3,5-trifenyltetrazolinium chloridu (TTC) v 0.1M
fosfatovém pufiru nastaveném na pH 7.4. TTC zbarvuje ne-infarktovy myokard cihlové Cervené,
coz indikuje pfitomnost sraZeniny formazinu, kterd vznikda redukci TTC enzymem
dehydrogenazou pfitomnym ve viabilni tkani. Rizikova plocha (AAR) byla vyjadiena jako
procentovy podil levé komory a infarktova tkan byla vyjadiena jako procento z rizikové plochy.
Hmotnosti levé komory, rizikové plochy a infarktové tkané byly zméfeny gravimetricky.

Transmuralni fezy tkani byly rozdéleny na subepikardialni, stiedni myokardidlni, a
subendokardidlni v ne-ischemické (tfi kusy) a ischemické oblasti (pét kust) a vzorky tkané byly
zvazeny (0.3-0.8 g). Transmurélni vzorky byly ziskdny ze stfedu ischemické oblasti a byly
nejméné 1 cm od hranice perfize jak bylo indikovano patentni modii. VSechny vzorky byly
zméfeny na gama pocitaci, aby se stanovila aktivita kazdého izotopu v kaZzdém vzorku. Aktivita
kazdého izotopu byla také stanovena v referenénich vzorcich ztoku krve. Prutok krve
myokardem byl vypoéten pomoci pfedem naprogramovaného pocitace, aby se ziskala skute¢na

aktivita kazdého izotopu v jednotlivych vzorcich a pritok krve tkéni byl vypoéten z rovnice Qp
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= Q,; x Cy/C;, kde Qy, je pritok krve myokardem (ml/min/g). Q, je rychlost odbéru referenéniho
vzorku krve (6.6 ml/min), C; je aktivita referenéniho vzorku krve (pocet impulsti/min) a Cy, je
aktivita vzorku tkané& (pocet impulsi/min/g). Prutok krve pfes st€énu byl vypocten jako zvazeny

pramér ¥ vrstev v kazdé oblasti. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1
Skupina N IS/AAR(%) Paralelni pritok Kkrve
prres sténu, ml/min/g
L34 (24 h) 7 13.3 £2.2%* 0.06 £+ 0.01
(35 ng/kg)
L34 (10 min) 7 15.0 £ 3.0%* 0.05+0.01
(70 pgkg)
L34 (24 h) (35 pg/kg) 9 252+ 2.7% 0.06 £ 0.01
+ AG (30 mg/kg)
AG (30 mg/kg) 7 224 +£2.8% 0.07 £0.02
Vehikulum 10 26.8+2.4% 0.07 £0.01

Vsechny hodnoty jsou stfedni hodnoty, + stfedni smérodatnéa odchylka.
*P<0.05 vs. kontrolni skupina.

Zkratky: IS = rozsah infarktu (infarct size); AAR = rizikova plocha (area at risk).

Paralelni pritok krve pfes sténu, vyjadfeny v ml/min/g nebyl mezi testovanymi skupinami
vyrazné odlisny.

Primérny rozsah infarktu u skupiny s vehikulem byl 26.8 + 2.4%. Rozsah infarktu u zvifat,
kterym byla podana slou¢enina podle piedmétného vynalezu bud’ 10 min nebo 24 h pied okluzi
byl 15.0 £ 3.0%, resp. 13.3 + 2.2%. Predb&ézné 1éCeni pst pomoci slouCeniny dle pfedmétu
vynalezu pied ischémii/reperfuzi vyznaéné snizilo rozsah infarktu [Ve srovnani s kontrolni
skupinou. SniZeni rozsahu infarktu u zvifat, kterym byla poddna slouenina dle piedmétu
vyndlezu 24 h pied oklusi bylo blokovano aminoguanidinem, coz vedlo k primémému rozsahu
infarktu 25.2 £ 2.7%.

Piiklad 3
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Kardioprotektivni G¢inek .34 na rozsah infarktu u kralikd

Predbdzné 1é%eni kraliki pomoci slouCeniny dle pfedmétného vyndlezu pied
ischémii/reperfuzi myokardu vyznaén€ snizovalo rozsah infarktu ve srovnéani s kontrolni
skupinou osetfenou vehikulem. Zviiata 1é&ena pomoci L34 24 h pfed 30 minutovou okluzi prvni
velké anteriolateralni v&tve ohnuté artérie (arteria circumflexa) nebo samotné ohnuté artérie
(arteria circumflexa) snéslednou 3 h reperfizi vykazovala sniZzeny rozsah infarktu (IS)
vyjadieny jako procento z rizikové plochy (IS/AAR%).

Samci novozélandskych bilych kralikt, vazici 2.5 - 3.5 kg dostavali injekci vehikula nebo
1.34 24 h pfed experimentem. L34 byl podavan spolu s vehikulem, skladajicim se z 40%
propylenglykolu, 10% ethanolu ve vod€. Pfi experimentu byla zvifata intramuskularné
anestezovana ketaminem (35 mg/kg) a xylazinem (5 mg/kg). Byla provedena tracheotomie a
zvifatim byla zavedena endotrachedlni kanyla s manZetou) (Portex, s vnitfnim primérem 4.0
mm) a pak byly mechanicky ventilovany laboratornim vzduchem pomoci ventildtoru
s pozitivnim pietlakem (MD Industries, Mobile, AL). Frekvence dychani byla 27-35 vdechi za
minutu a dechovy objem byl piiblizn& 10-17 ml. Frekvence dychani byla obfas nastavovana jak
bylo zapotiebi, aby se pO, udrzoval vét$i nez 100 mm Hg, pCO; mezi 35-45 mm Hg, a pH 7.35-
7.45. Poté co leva jugularni Zila byla preparovana a kanylovana pomoci polyethylenového (PE)
katétru, byl b&hem experimentu trvale podavan 0.9% chlorid sodny (0.15 ml/min). Kréni tepna
(arteria carotis) byla pieseknuta a na jeji misto byla vsazena PE trubice (PE-50) naplnéna
kapalinou a okamzZit& spojena s vicekanalovym polygrafickym zapisovaéem pies pievodnik tlaku
pro zaznam arteridlniho tlaku. B&hem experimentu byl zaznamendvan EKG pomoci vodice II
standardniho elektrokardiografu. Byla provedena leva torakotomie pies Ctvrté meziZebii a
perikard byl otevien, aby se odhalilo srdce. Hedvabné vidkno bylo pomoci kuZelovité jehly
protazeno kolem velké krajni vétve ohnuté artérie (arteria circumflexa) uprostied mezi
atrioventrikularni ryhou a hrotem a konce vlakna byly protaZeny malou vinylovou trubi¢kou, aby
vytvofily smy&ku. Prvni anteriolaterdlni vétev levé ohnuté koronarni artérie mezi
atrioventrikularni ryhou a hrotem srdce byla okludovéna zataZzenim smycky, které pak bylo
zafixovano stladenim trubi¢ky pomoci hemostatu. Kralikim bylo podano 500 jednotek/kg
heparinu sodného, aby se piedeslo tvorb& trombu kolem smy¢ky. Ischémie myokardu byla
potvrzena mistni cyandzou, zvySenim ST a snizenym krevnim tlakem. Reperfize byla potvrzena
hyperémii po povrchu po uvolnéni smy¢ky.

Na konci kazdého experimentu bylo podvazani kolem velké krajni vétve ohnuté artérie

(arteria circumflexa) znovu utaZzeno, aby do§lo knové oklusi artérie a pfiblizné¢ 4 ml 10%
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Evansova modrého barviva bylo podéno injekéné do kréni Zily aZ se o&i zabarvily modie.
Barvivo odliuje rizikovou plochu myokardu pro infarkt od perfizni plochy (nerizikova plocha).
Krélici byli usmrceni a jejich srdce vyiiata a roziezana na Sest pficnych fezi o stejné tloustce.
Rizikova plocha byla stanovena negativnim zabarvenim a vypodtena jako procentovy podil levé
komory obsahujici rizikovou plochu (AAR/LV%) a rozsah infarktu byl stanoven jako procento
z rizikové plochy (IS/AAR%). Rezy byly zabarveny inkubaci po dobu 20 min v 1%
trifenyltetrazolium chloridu v isotonickém fosfitovém pufru o pH 7.4. Zivotaschopny (viabilni)
myokard se zabarvuje &ervend, zatimco Zivota neschopny (neviabilni) nebo infarktova tkan
z0stava bledd nebo bezbarva. Oblasti infarktové tkdné a rizikova zéna byly stanoveny
potitadovou morfometrii pomoci zobrazovaciho softwaru Bioquant a bylo vypodteno procento
infarktové plochy a rizikové plochy.

Obrazek 1 ukazuje, Ze zvifata 1é&ena slouéeninou podle pfedmétu vynalezu vykazovala ve
strovnani s kontrolnimi zvifaty piiblizng 70% sniZeni rozsahu infarktu vyjadfeného jako procento
z rizikové plochy. Obrézek 2 ukazuje u&inek L34 na rozsah infarktu dle kfivky odezvy na davku.

VEtsi nez 50% sniZeni rozsahu infarktu bylo pozorovano pii davkach od 10 do 35 pg/kg.

Piiklad 4

Kardioprotektivni u¢inek L34 na rozsah infarktu u psi s infuzi 1é€iva

Lé&eni pst sloudeninou podle pfedmétu vynalezu (L34) pied ischémii/reperfuzi vyznamné
snizovalo rozsah infarktu ve srovnani skontrolni skupinou, které byl podavdno pouze
vehikulum. Zvifata 1é¢ena bolusem s L34 s néslednou kontinualni infuzi 16Ziva pocinajici 3 h
pied oklusi s podavanim pokradujicim b&hem 1 h ischémie a po 1 h z 3 h obdobi reperfize
vykazovala sniZeny rozsah infarktu vyjadfeny jako pomér plochy nekrézy (area of necrosis, AN)
v poméru k rizikové plose (area of risk, AR). Zvifata lé¢end pouze bolusem s 1.34 3 hodiny pfed
ischémii nevykazovala Zadny ochranny ¢inek.

Nedistokrevni psi vaZici 16-24 kg byli ndhodné pfifazeni do jedné ze ¢tyf skupin: kontrolni
skupina s poddvanim vehikula; bolus s vysokou davkou L34 plus infuze; bolus s nizkou davkou
L34 plus infuze, a pouze bolus s L34. Zvifata ve skupiné s bolusem s vysokou davkou L34 plus
infuze dostala intravendzni bolusovou injekci s 70 pg/kg L34 ve sloZeni s vehikulem (40%
propylenglykol a 10% ethanol ve vod®) a ziedény 5% dextrosou ve vodé na kone¢ny objem 10
ml bezprostiedné nasledovany infuzi 1é&iva 40 pg/kg/h, pocinajici tii hodiny pied okluzi.
Skupina pst s bolusem s nizkou dévkou plus infuzi dostala bolusovou davku 35 pg/kg 1é¢iva,

okamzité nasledovanou infuzi 1é¢iva s davkou 4.0 pg/kg/h. V obou davkovych rezimech infuze
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Ié¢iva trvala béhem1 h okluze a 1 h do 3 h reperfuze. Zvifata ze skupiny, které byl podan pouze
bolus, dostala bolusovou davku 70 pg/kg L34 3 h pred okluzi. Psi zafazeni do kontrolni skupiny
s vehikulem dostali vahové pfizptisobenou a zfedénou "davku" vehikula.

Vsichni psi byli anestezovani pentobarbitalem sodnym (30 mg/kg, i.v.), intubovéni a
ventilovani laboratornim vzduchem. Do levé jugularni zily a levé kréni tepny byly zavedeny
kanyly pro podavani roztokl a lé¢iv a pro monitorovani srde¢ni frekvence a arterialniho tlaku.
Srdce pak bylo odkryto cestou levostranné torakotomie a zavéSeno do perikardialniho ltzka.
Kapalinou naplnény katétr byl umistén do levé sin€ pro pozdéjsi injektaz radioaktivné znaCenych
mikrokuli¢ek ('*'Ce, '®Ru, nebo *Nb) pro mé¥eni regiondlniho pritoku krve myokardem
(regional myocardial blood flow, RMBF). Segment levé piedni sestupné koronarni artérie byl
izolovan, obvykle distdlné od prvniho vét§iho diagonalniho vétveni, jako misto pro pozdé&jsi
koronarni okluzi.

Po stabilizaci zvifata prodélala 60 min obdobi okluze. Srde¢ni frekvence a arterialni tlak
byly monitorovany pfi zakladni linii (pfed zdkrokem), bezprostiedné pied provedenim okluze a
10 min po zadatku okluze. VSichni psi dostali profylaktickou dévku lidokainu (1.5 mg/kg i.v.
bolus) a leva ptedni sestupni koronarni artérie byla podvazana. Vaznost ischémie byla stanovena
u viech pstt méfenim RMBF 10 min po zac¢éatku okluze levé piedni sestupni koronérni artérie .

Na konci 3h reperfuze byla leva piedni sestupni koronarni artérie znovu okludovana a do
koronarni cévy bylo pres katétr do levého atria injektovano modré barvivo UNISPERSE® (0.25-
0.5 ml/kg), aby se in vivo vyznacily hranice okludovaného loZiska levé predni sestupné
koronarni artérie a, se zvifaty v hluboké anestesii, zastava srdce vyvoland intrakardidlni injekci
KCl. Srdce byla rychle vyiata. Srdce bylo roziezano na fadu pfi¢nych dilti od hrotu po bazi a
inkubovano v TTC barvivu, aby se zjistila Zivotaschopnéd (viabilni) a nekrotickd tkan uvnitf
ischemické zény myokardu. Po fixaci byly vyfiznuty bloky tkané ze stiedu diive ischemického
loZe levé piedni sestupné koronarni artérie a ze vzdaleného, normalné perfundovaného okolniho
loZze a byly rozdéleny na subendokardialni, stiedni a subepikardidlni segmenty. Regiondlni
prutok krve myokardem (RMBF) byl pak kvantifikovano pomoci standardnich metod.

Obrazek 3 ukazuje, Ze zvifata 1é€ena bolusem s L34, nasledovanym infuzi 1é¢iva zalinajici
3 h pied ischémii, vykazovala statisticky vyznamné sniZeni rozsahu infarktu, vyjadfeného jako
pomér nekrotické oblasti (AN) k rizikové oblasti (AR). Psi lééeni pouze bolusem s L34 3 h pred
okluzi nevykazovali Z4dné sniZeni rozsahu infarktu, coz ve svétle vysledkd uvedenych
v ptikladech 2 a 5 (viz niZe), naznaduje, Ze kardioprotektivni aktivita L34 pozorovana okamzite

po nadavkovani bolusu (10 min) se rozptyli 3 h po podéni davky bolusu. Tyto udaje také
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prokazuji, Ze akutni kardioprotektivni u&inek 1é¢iva se miize udrzovat po nejméné 3 h infusemi

16¢iva do l1é&eného zvifete, okamzit® nasledujicimi po podani davky bolusu.

Pfiklad 5

Kardioprotektivni u&inek L34 na rozsah infarktu u vepit

Predb&Zné 1é¢eni vepil sloudeninou podle piedmétu vynédlezu pied ischémii/reperfuzi
vyznamné& sniZuje rozsah infarktu ve srovnani s kontrolnimi zvifaty. Zvifata 1é¢ena L34 10 min
pred 40-minutovou okluzi levé piedni sestupné koronarni artérie a 3 h reperfize vykazovala
snizeny rozsah infarktu vyjadfeného jako procento rizikové oblasti v gramech.

Pro stanoveni G¢innosti L34 pro sniZeni rozsahu infarktu bylo devét vepil pfifazeno
(nikoliv slep&) do jedné ze &tyf skupin: (1) kontrolni skupina (n=2), (2) kontrolni skupina
s poddvanym vehikulem (n=4), (3) L34 (35 pg/kg) (n=2), (4) L34 (70 pg/kg) (n=1). L34 byl
podévan v 10% ethanolu a 40% propylenglykolu ve vodé pro injekce. Slepé studie byly kromé
toho provedeny s osmi vepii nahodile pfifazenymi do jedné ze dvou lé¢enych skupin: (1) A
(n=4), (2) B (n=4). Skupina A a B byla bud’ kontrolni s podavanim vehikula nebo L34. Injekce s
vehikulem nebo 1é¢ivem byly pied podavanim ziedény jedna ku jedné 5% dextrosou ve vodé pro
injekce.

Samci vepit (15-20 kg) byli anestezovani ketaminem (25 mg/kg, i.m.) a pentobarbitalem
sodnym (10 mg/kg, i.v.), intubovani a mechanicky ventilovani vzduchem v mistnosti. Vepfi byli
umisténi na podusku vyhiivanou vodou o teploté 37°C. Do levé kr¢ni tepny kazdého zvifete byl
zavedeny katétr SFr Millar for mé&feni tlaku v levé komoie a do pravé kréni tepny byl zaveden
katétr 24G LV. pro odb&r vzorkd krve. Byla provedena stfedni sternotomie a perikard byl
profiznut. Byla identifikovana leva pfedni sestupni koronérni artérie a chirurgické vlakno 4-0
bylo umisténo distaln& k prvni diagonalni vétvi. Konce chirurgického vldkna byly provleceny
malymi plastickymi trubi¢kami, aby se vytvofila smycka.

Poté co se stav zvifat stabilizoval, byly odebrany zakladni hemodynamicky a krevni
vzorek, L34 (35 pg/kg) byl podan intravendézné 10 min pied okluzi koronarni artérie. Mistni
ischémie myokardu byla vyvoldna zataZenim koncti smycky a utazenim smycky pomoci
hemostatu.

Po 40 minutich okluze byla smy¢ka povolena a myokard reperfundovén po dobu 3 h.
Hemodynamické parametry v urgitych &asovych bodech byly zaznamenény a byly odebrany

vzorky krve.
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Na zdvér experimentu byla koronarni artérie znovu okludovana, 8 ml 50% roztoku
modrého barviva UNISPERSE® (Dupont, DE) bylo injektovano do levého atria a 0.8 mi 1%
trifenyltetrazolium chloridu (TTC) bylo injektovano do koronarni artérie presné distalné
k okludovanému mistu. Srdce bylo vyjmuto a zmraZeno pies noc na -70°C, pak bylo rozehiato a
elektrickym noZem (Rival, MO) rozfezano na pti¢né platky silné 2 mm. Kazdy platek byl zvazen
a skenovan pomoci pocitace Power Mac 7300 (Apple, CA) a skeneru HP ScanJet 5p (Hewlett
Packard, CA), aby se zméfila plocha nezabarvené tkané (infarktova plocha) a tkan zbarvena
dervené barvivem TTC (rizikova plocha).

Obrazek 4 ukazuje, ze 1éeni pomoci sloudeniny dle pfedmétného vynalezu vedlo k 46%
snizeni rozsahu infarktu, vyjadfeného jako % poméru plochy nekrézy k rizikové ploSe (AN/AR)

(area of necrosis, AN) (area at risk, AR) v g ve srovnani s kontrolni skupinou.

Piiklad 6

Kardioprotektivni u¢inek L34 na omrac¢eni myokardu u psil

Sloudenina podle pfedmétu vynalezu poskytuje jak akutni tak i pozdni ochranny uc¢inek
proti srde¢nimu omradeni u psd. Predbézné lé€eni psti pomoci sloueniny dle predmétného
vyndlezu 10 minut nebo 24 h pied ischémii vedlo k vyznamnému zlepSeni restituce regfonélm’
kontrakce svalového vldkna - segmentu (%SS - zkraceni segmentu) v ischemickém/reper-
fundovaném myokardu anestezovanych psti podrobenych vicendsobnému vyvolani
ischemického/reperfuzniho omradeni. Psi byli podrobeni péti S-minutovym obdobim okluze
koronarni artérie s 10-minutovym obdobim reperfize a na zavér nasledovaly 2 h reperfize.
Regiondlni systolickd kontrakce v subendokardiu ischemické oblasti bylo stanoveno
sonomikrometrii tim, Ze sestava piezoelektrickych krystali byla umisténa subendokardialné ve
vzdalenostech pfiblizné¢ 10-15 mm mezi sebou. Regionalni tlak krve v myokardu byl stanoven
metodou radioaktivnich mikrokuli¢ek béhem prvnich 5 minut obdobi okluze a na konci 2h
reperfuze. V riznych ¢asovych intervalech béhem experimentu byly také méfeny hemodynamika
a krevni plyny. Neexistovaly zadné vyznamné rozdily mezi kontrolni a pfedem 1é¢enou skupinou
v télesné vaze, vaze levé komory, vaze rizikové oblasti, nebo v rizikové oblasti vyjadiené jako
procento z levé komory. Kromé toho nebyly zadné vyznamné rozdily mezi skupinami v mistnim
pritoku krve myokardem nebo pfes sténu v ne-ischemické nebo ischemické oblasti béhem
prvniho okluzniho obdobi nebo po dvou hodinach reperfuze. Vsechny skupiny byly proto
podrobeny stejnému stupni ischémie béhem prvniho obdobi okluze a mély obdobny zpétny

ptitok béhem reperfuzniho obdobi. Stfedni arteridlni krevni tlak a soucin rychlost-tlak byly
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vyrazné (p<0.05) vy$§i pfi zékladni linii u pst pfedem lé¢enych L34 10 min pfed okluzi ve
srovnani s kontrolni skupinou, nebyly ovSem Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami, které by
byly pozorovany b&¢hem zbyvajiciho obdobi experimentu. Kromé toho, mezi skupinami nebyly
rozdily v krevnich plynech.

Predbé&zné 1é¢eni pomoci L34 10 min pfed prvnim okluznim obdobim mélo za nasledek
vyznamné vétsi obnoveni regiondlniho pohybu stény (%SS - zkraceni segmentu) po prvnim,
druhém a ¢tvrtém okluznim obdobi a ve vSech Easech odbéru vzork béhem zavéreéného 2 h
obdobi reperfuze ve srovnani s kontrolni skupinou (obr. 5). Obdobné&, 1é¢eni pomoci L34 24 h
predem také mélo za nasledek vyznamné vét$i obnoveni regionalniho pohybu stény (%SS -
zkraceni segmentu) po prvnim a ¢tvrtém oklusnim obdobi a ve vSech ¢asech méfenych b&hem

zavéreénych 2 h reperfiize ve srovnani s kontrolni skupinou (obr. 6).

Ptiklad 7
Utinek L34 na sekreci TNF-o a IL-8 u bundk THP-1

Lidské myelomonocytarni builky tfady THP-1 se obvykle pouZivaji k analyze
prozéanétlivého chovani riznych sloudenin. Buitky THP-1 (American Culture Collections Cat.
No. 202-TIB) byly kultivovany v RPMI 1640, 10% tepelné inaktivovaného fetalniho bovinniho
séra (FBS) a 2 x 10" M B-merkaptoethanolu na bun&&nou hustotu mezi 4 x 10%/ml a 7 x 10%/ml.
Butiky byly odebrany zkultury a resuspendoviny na 1 x 10° bungk/ml vRPMI 1640
obsahujicim 5% fetalniho bovinniho séra. Resuspendované builky byly pak odpipetovany na
sterilni polystyrénové Petriho misky 150 x 25 mm pro jedno pouZiti a vystaveny ucinku
pirozeného matura¢niho &inidla 1o, 25-dihydroxyvitaminu D3 pii 1 x 107 M v dob& mezi 24 a
72 hodinami v zévislosti na pozadovaném stupni maturace. Tyto maturaéné "piedem upravené"
buiiky byly pak 3% promyty RPMI 1640 obsahujicim vice nez 2%, ale méné nez 10% fetalniho
bovinniho séra. Po tietim promyti byly buiiky resuspendovany v RPMI 1640 obsahujicim 5%
fetalniho bovinniho séra (FBS) plus 2% huménniho AB séra (Irvine Scientific) pii 5 x 10°
bunék/ml a pfeneseny po 2 ml do jamky v ploché polystyrénové desti¢ce s 24 jamkami, istoty
pro tkanové kultury. Po inkubaci pfi riznych koncentracich 1.34 byly supernatanty oddéleny
centrifugaci po 4, 16 a 24 hodinach expozice 1é¢ivu, rozdéleny na alikvotni podily a skladovany
pii -70°C az do testovani na zanétlivé cytokiny. Koncentrace cytokind supernatantu z kultury
THP-1 byla kvantifikovana pomoci standardni soupravy huménniho cytokinu ELISA z R&D
Laboratories. Stanoveni bylo provedeno podle navodu vyrobce. L34 nevyvolaval detekovatelnou

sekreci TNF-a nebo IL-8 buitkami THP-1 pii Zadnych koncentracich mezi 1 ng/ml a 10 pg/ml.
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Piiklad 8

Uginek L34 na hore&natou odezvu u kralika

Slougenina dle pfedmétu vynalezu byla testovana na schopnost vyvolat horecku za pouziti
standardniho US pyrogenniho testu pomoci tii kraliki (NAMSA, Northwood OH) pii davkové
hladiné 10 a 1000 pg/kg. T¥em kralikim byla intravenézn€ poddna slouCenina v 40%
propylenglykolu a 10% ethanolu ve vodé v riznych dévkach, ziedéna jedna ku jedné v 5%
dextrose ve vod& pro injekce (D5V) pfed podanim davky. Té€lesna teplota kazdého zvifete byla
monitorovana po dobu 4 hodin. Pyrogenni davky a hranice pyrogennich davek byly stanoveny
podle pevné stanovenych definic americkych norem (USP). Jakykoliv pokles teploty byl
zaznamenan jako vzrlst od nuly. Individualni vzrist teploty mensi nez 0.5°F byl povazovan za
nepyrogenni. Hrani¢ni pyrogenni davka byla dévka pfi niz alespori jeden ze tif kraliki mél
maximum teplotniho nardstu (pik) 20.5°C nad zékladni linii po dobu tfi hodin po dévkovéni.

Vysledky tohoto testu jsou shrnuty do Tabulky 2. Jak bylo Zadouci, sloucenina dle

piedmétu vynalezu nebyla pyrogenni pii Zadnych testovanych davkach.

Tabulka 2

Pyrogenicita L34

Davka L34 ng/kg
10 20 30 40 60 80

Primérny nartst teploty

0.14 0.17 0.17 0.00 0.10 0.13

Davka L34 pg/kg
120 160 240 360 480 500 1000

Primérny nartst teploty

0.23 0.17 000 030 0.06 0.12 0.10
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Je tteba chépat, Ze piiklady a provedeni zde popsand jsou uvedeny pouze pro ilustraci a ze
riizné modifikace nebo zmény budou ziejmé lidem zkusenym v tomto oboru a jsou zahrnuty do

ducha a pisobnosti této ptihlagky a do rozsahu piiloZenych naroki.
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PATENTOVE NAROKY

1. Fosfoglykolipid majici strukturu

0] | °
=< n-CyjHyy O
n-Cy3Hy; O=< n-CyyHys 0 \
O=< n-Cy Hps

n-Cy7Has -
n-Cysils)

nebo jeho farmaceuticky piijatelna stl.
2. Zpisob zlepSeni poSkozeni orgénu nebo tkané zvifat, zpisobenych reperfuzi pritoku krve do

orgénu nebo tkdné, nésledujici po obdobi ischémie, pfi ¢emZ tento zplsob zahrnuje podani

zvifeti U¢inného mnoZstvi fosfoglykolipidu o struktufe

n-CyHy PO~
n-Cy3Hyy O:< n-Cy1Hps 0
n-C7Hs :< n-Cyibiy
n-CysHs,

nebo jeho farmaceuticky piijatelné soli.
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3. Zplsob podle naroku 2, pfi némz uvedeny fosfoglykolipid je podavin uvedenému zvifeti

béhem obdobi od asi 24 h pied zadatkem ischémie aZ do zadatku ischémie.

4. Zpisob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavan uvedenému zvifeti béhem

ischémie.

5. Zplisob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavan uvedenému zviteti béhem

reperfuze.

6. Zpisob podle niroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podévdn uvedenému zvifeti

parenteralné nebo peroralng.

7. Zplsob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podévdn uvedenému zvifeti

intravenozné.

8. Zplsob podle niroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavan uvedenému zvifeti jako

bolus.
9. Zpiisob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je poddvan uvedenému zviieti infuzi.

10. Zptisob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavén uvedenému zvifeti jako

bolus s naslednou infuzi.

11. Zplsob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je poddvin uvedenému zvifeti

intravendzné jako bolus s naslednou infuzi.

12. Zpiisob podle naroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavén uvedenému zvifeti jako
bolus v mnoZstvi od asi jednoho do asi 1000 mikrogramG na kilogram télesné hmotnosti

uvedeného zvifete.

13. Zpisob podle néroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podivan uvedenému zviieti jako
bolus v mnoZstvi od asi deseti do asi 300 mikrogrami na kilogram t€lesné hmotnosti uvedeného

zvifete.
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14. Zpisob podle néroku 2, kdy uvedeny fosfoglykolipid je podavan uvedenému zvifeti jako
bolus v mno¥stvi od asi 35 do asi 100 mikrogramii na kilogram t&lesné hmotnosti uvedeného

zvitete.

15. Zpisob podle niroku 2, kdy k uvedené ischémii nasledované reperfuzi dojde behem
1ékatského zdkroku vybraného ze skupiny sestavajici z chirurgického zaSkrceni vétsich krevnich
cév, srdednich chirurgickych zakrok®, transplantace organii, transplantace tkdn&, plastické
chirurgie, myoplastiky, pfemisténi koZnich lalok a resekce stiev.

16. Zptsob podle néroku 2, kdy k uvedené ischémii, nasledované reperfuzi, dojde b&hem piihod
vybranych ze skupiny sestdvajici zinfarktu myokardu, mrtvice, tonuti, infarktu stfev, a

traumatické amputace kondetin a jejich replantace.

17. Farmaceutickd kompozice obsahujici fosfoglykolipid majici nasledujici strukturu

"'Cl 1Hzs
n- C13H27 O n-cl 1H23 . O
(o)
n-C17H3 5 =< n°cl !H23
n-CysHs,

nebo jeho farmaceuticky pfijatelnou siil a farmaceuticky pfijatelny nosic.

18. Farmaceutickd kompozice podle naroku 17, vyznadena tim, Ze farmaceuticky pfijatelny nosi¢
je vybrany ze skupiny zahrnujici vodu pro injekce, polyethylenglykol, propylenglykol a ethanol,

emulze oleje ve vodé, liposomy a valky obsahujici detergent.

19. Farmaceutickd kompozice podle naroku 17, vyznacena tim, Ze farmaceuticky pfijatelnym

nosidem je propylenglykol a ethanol ve vodé¢ pro injekce.
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20. Farmaceutickd kompozice podle naroku 17, vyzna&en4 tim, Ze farmaceuticky pfijatelnym

nosi¢em je 40 % obj. propylenglykolu a 10 % obj. ethanolu ve vodé pro injekce.

21. Zpisob roziifeni akutniho ochranného udinku lé&iva viidi poskozeni orgénu nebo tkdné u
zvifete, zplsobenému reperfiizi pritoku krve organem nebo tkani nasledujici po obdobi
ischémie, pfi emZ tento zpisob se sklddd z krokd podavani léSiva zvifeti jako bolus,

nasledovaného infuzi 1é&iva.

22. Zptsob podle naroku 21, kde uvedené 1é¢ivo Je fosfolipid majici nasledujici strukturu

OH
0]
1] 0] .
(HO),PO O o
o HO
0 NH HO
0 NH OH

0 o)

O=< n-CyHy 9
n-Cy3Hy O=‘< n-CyHyy - o
O=< n-CyHas

n-Cy7Hzs
n-CysHs,

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné sil.

23. Zptisob podle naroku 22, kde uvedené 1é&ivo Je podavéno jako uvedeny bolus v mno¥stvi od
asi jednoho do asi 1000 mikrogramd na kg télesné hmotnosti uvedeného zvitete a uvedenou
infuzi v mno¥stvi od asi 0.1 do asi 400 mikrogramd na kilogram t&lesné hmotnosti uvedeného

zvifete za hodinu.

24, Zptisob podle niroku 22, kde uvedené 1é¢ivo je podédvano jako uvedeny bolus v mno¥stvi od
asi 10 do asi 300 mikrogrami na kg télesné hmotnosti uvedeného zvitete a uvedenou infuzi
v mnoZstvi od asi 1 do asi 100 mikrogramd na kilogram t&lesné hmotnosti uvedeného zvifete za

hodinu.

25. Zpisob podle naroku 22, kde uvedené 16&ivo Je podévano jako uvedeny bolus v mnozstvi od

asi 35 do asi 100 mikrogrami na t¥lesnou hmotnost uvedeného zvifete a uvedenou infuzi
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v mno#stvi od asi 4 do asi 40 mikrogram@ na kilogram télesné hmotnosti uvedeného zvitete za

hodinu.

26. Zplisob indukce indukovatelné NO syntetdzy zahrnujici podani zvifeti schopného vytvaret
NO syntetdzu, ti¢inného mnozstvi fosfoglykolipidu majiciho tuto strukturu

n-CyjHps
'C13H27 O n-CyHy - 0
(0]
n-C|7H35 =< n-Cy1Has
n-CysHs

nebo jeho farmaceuticky pfijatelné soli.
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