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imunitnd choroba NZA/W F, my8i méd svoje a=
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Vyndlez sa tyka pripravku, ktory zabrafiuje rozvoju sponténneho autoimunitného ocho=-

renia u NZB/W Fy mysie

Charakteristickym klinickym priznakom ochorenia Je rychlo sa rozvijajica imunokomple=-
xova glumerulonefritida, Glomerulonefritida byva prifinou zvy3enej mortality tychto my3i,

V ostatnom Zase sa hladaji létky, ktoré zabrafiuju vyvoju imunokomplexovej glomerulo~
nefritidy, resp. ju potldZajis Spontdnna autoimunitnd choroba NzB/W Fy my3{ md svoje ana=-
logické ochorenie v Iudskej patolégii, ktoré postihuje hlavne Zensku populéciu a nazyva -
sa systémovy lupus erythematosus SLE, V&&3ina lieZebnych prostriedkov pouZivanych v tera=-
pii Iudského SLE sa pred zavedenim lielby ukédzala ako osvedZens aj v terapii my3ieho SLE,
Z tohoto ddvodu sa zvolil model spontdnnej autoimunitnej choroby, ’

Rozvo] autoimunitného ochorenia u my31i NzB/wW Fy Je obylajne sprevédzany zvySenym pode
tom lymfocytov s nukleolami syntetizujlcimi RNA /Kor&dkovd L, aspoly, Inmunology 30/1976/475
a 31 /1976/ 803/, Podobné situdcia Je aj u dudského SLE /Kor&dkovd L, Smetana L, a spol,,
Acta rheumatol, balneols pistiniana 10, 1981, 7-53/. Zlep3enie klinického stavu u my3i aj
u ludi so SLE, najm# lupusovej glomerulonefritidy navodend lie&bou Je obvykle spojené
s poklesom aktivnych lymfocytov v periférnejy krvi - to znamend, lymfocytov s nukleolami
syntetizujicimi RNAs Z tohoto dovodu sa vybral a previedol test lymfocytdrnej aktivédcie
podla Smetanu a spol, /Prochézkové, J., John C. a 8pole, Vybrané diagnostické metédy lé-
ka¥ské imunologie, Avicenum, 1986, s, 273/, aby sa overilo, &i pripravok podla vynélezu
mé schopnost zabrénif rozvoju eponténneho autoimunitného ochorenias, Sulasne po ukon&eni po-
kusu sa u my3i NzB/W F; sledoval aj histopatologicky nélez na obli&kéch,

Podstatou vyndlezu je pripravok na inhibovanie rozvoja spontdnnej autoimunitnej
choroby NZB/W Fys kde G&innou létkou je 3=pyridylkarbinolovy adukt niflum&ty mednatého,
3=pyridylkarbinolovy adukt nifluméty mednatého, zloZenias
Cu/C12H8F3N2C00/2/05H4NCH20H/, kde CIZHBFaNZCOO' Je anién kyseliny niflumovej /2- (.,
,6,aS-trifluoro-m-toluidino) nikotinovej kyseliny/ a CsH4NCH20H Je 3-pyridylkarbinol/ro-
nikol/. Na pripojenom vykrege Je znézornend lymfocytdrna aktivdcia u samcov /stlpca A/

a samic /stlpca B/ u my3i NzB/W Fi bez lie¥by /prézdne stlpce/ a pri liefbe pripravkom
podla vynélezu plné stlpce,

Priklad 1

Pripravok bol pripraveny reakciou niflumdtu mednatého, Cu/C H F N C00/ a 3-pyridylkar-
binolu v metanolovom prostreds, v molédrnom pomere 1 3 2 v prospech 3=pyridylkarbinolu,
Vzniknuty tmavozeleny produkt byl filtréciou oddeleny, na filtri premyvany studenym meta-
nolom a volne suSeny na vzduchus

ZloZenie izolovaného produktu sa ur&ilo na zéklade vysledkov analyzy medi, dusika,
uhlika a vodika. Rozborom infragerveného spektra v Nujol suspenzii ga zigtilo, %e tak
anidny kyseliny niflumovej ako aj 3-pyridylkarbinolu s¢ viazané cez svoje O resp, N do=-
norové atdmy na centrélny atdm medi., Spektra elektrénove} paramagnetickej rezonancie, me-
rené pri laboratérnej teplote a teplote kvapalného dusika, sy typické pre komplexy Cu/11/
8 hodnotou efektivneho spinu S = 1/2, Z hladiska magnetického patri tento komplex medzi
magneticky zriedené mednaté komplexy.,

Vplyv testovacieho pripravku Cu/nif,z.ren/é na lymfocytdrnu aktivéciu bol Studovany
na 2-mesalnych myZiach NZB/W Fy =9 samcoch a 6 sami&kdch. Pokugné skupina zvierat dostd-
vala 3=krdt tyZdenne davku 20-mg.kg-1 testovanej létky per og /P+0+/ sposobom o objeme
0,2 ml, 10 g4 Latka Cu/nif,z. ron/é bole zmiesané so suspenzioy 0,1 % hmot, matylceluld-
Zyes Kontrolné skupina zvierat dostdvala 3-krit tyZdenne tym istym gposobonm suspenziu 0,1 %
hmote metylceluldzy o objeme 0,2 ml/10 g, Doba aplikécie u NzZB/W Fy my3i bola 4 mesiace.
Zvieratéd pochddzali z chovu Virologického Gstavu SAV v Bratislave .a boli 2 tyZdne pred po=
kusom i poZas pokusu drZané za dtandardnych podmienok, Potrava - peletované krmivo 00s~25
a voda ad libitum, 12 h pred aplikéciou testovacieho pripravku bola zvieratém odobrané
potrava a znovu im bola podand 3 h po aplikécii,
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Lymfocytdrna aktivécia sa sledovala nukleolérnym testom podla Smetanu a 8po. fcit,
vydsie/s Na nefixované suché nétery'periférnelkrvi. nie stardie ako 24 h sa nakvapkal na
dobu 10 mindt farbiaci roztok toluidinovej modrej, rozpustenej v 10 % hmot. etanole a
zriedenon 10-krdt Mc Ilvainovym pufrom o pH 5,4, Preparaty boli sulené vo vertikédlnej
polohe bez oplachovania farbiva. Za aktivne lyafocyty sme povaZfovali tie, ktoré mali kome
paktné nukleoly s nukleonematami, sved&iace pre novotvorbu RNA. Vysledky boli &tatisticky
zhodnotené IKEM Mann=Whitneyovym U=testom,

Medidn percenta aktivnych lymfocytov u NzB/MW Fy my3i /2-mesalnych/, t.j. pred za-
tiatkom pokusu a lie&bou komplexom medi, bol u samcov 5,0 /minimélnou hodnotou 4 & na~
ximélnou 8/, u samic 7,0 /6,0 a% 8,0/+ Po 2 mesiacoch pokusu, teda u zvierat vo veku
4 meslacov, sa medidn percenta aktivnych lymfocytov u nelie&enych / n = 4 = samcov zZVy=
&il z ddvodu rozvoja autoimunitnej chorby na 18,5 /13,5 az 29,0/ zatial & u lie&enych
samcov / n = 4, doba lielby 2 mesiace/ zostal na signifikantne /P 0,01/ ni%$ej hodnote
7,0 /6,0 az 8,0/, Podobny rozdiel /P 0,08/ mnoZstva aktivnych lymfocytov 19,6 /17,5 a%
26,0/ oproti 8,5 /6,0 a% 11,5/ bol pozorovany u neliedenych /n = 3/ a lieenych /n = 3/
samice ZniZené mnoistvo aktivnych lynfocytov sme nasli i po trefom a &tvrtom mesiaci
lielby, kedy u samcov bola vyznamnost rozdielov medzi lymfocytdrnou aktiviciou u neliefe=
aych a liefenych zvierat na 0,02 percentnej hladine, u samic na 0,08 percentnej hladine
/obre &¢ 1/

Histologické vySetrenia s hematoxylinom a eozinom farebnych rezov ukazuju u NZB/W
Fy my84 %e v porovnani s kontrolnou nelie&snou skupinou dochédza v skupine zvierat,
ktorym bolo poddvané 20 u:g.kg"'1 testovanej létky vy33ie opisanym spsobom ku zretelndmu
zmendsniu postihnutie zvierat glomerulonefritidous

U neliefenych zvierat sa tieto zmeny pohybuju od najfaz&ich zmien vo forme membrandz-
ne proliferativnej glomerulonefritidy po zmeny charakteru mezangioproliferativnej, neraz
iba fokédlnej glomerulonefritidy, U lietenych zvierat sa glomeruly na tejto Grovni vySetro=
nia nepostihnuté, resp. maji len lahky charakter miernej celuldrnej proliferacie mezan-
gidlnych buniek,

Stanovenie akitnej ordlnej toxicity

Testovany pripravok 0u/n1f/2/ron/2, kde nif je 012H8F3N2c00“a ron je ronikol, bol
pe+0es sposobom podany jednorézovo myim samcom kmeXa ICR o hmotnosti 18 a% 22 g v objeme
0,2 ml/10 g Pripravok bol zmiedany so suspenziou 0,1 % hmot, metylcelulézy a podévany
v dévkach 300, 400, 600, 800, 900 a 1000 mk.kg'l. /Pripravok nie je dobre rozpustny vo
vode a preto sa aplikoval vo forme suspenzies Dobre sa rozpisfa v etanole alebo DMSO-di-
metylsulfoxide/ V kazdej skupine /podla uvedenych dévok/ bolo testovanych 10 zvierat,
Skuska toxicity sa robila podla Ceskoslovenského 1i ekopisu 4, Kontrolnej skupine zvierat
bola podand suspenzia 0,1 % hmot. metylcelulézy v objeme 0,2 ©1/10 g p.o. spdsobom. La=
boratérne zvierats pochddzali z SPF chovu Nepe Velaz Praha a boli 2 tyZdne pred pokusom
1 polas pokusu chované zea dtandarnych podmienoke Zvieratd boli kfmené peletovanou dietou
DOS-ZQ. potrava a voda ad libitume, 12 h pred aplikovanim testovaného pripravku bola
zvieratém odobrand potrava a znovu im bola podand 3 h po aplikécii. Hodnota strednej smr-
telnej davky LD50 = 540 tug.kg"l /446 a% 653/ sa vypotitala podla Rozha /Cs, fyziologie

10, 1961, 108/. U zvierat, ktoré prefivali .neboli zaznamenané vyrazné zmeny sprdvania sa
ani Gbytok hmotnosti

Testovanie mutagenity in vivo v bunk&ch koetnej drene hlodavcov

Testovany pripravok Cu/nif/z/ron/é sa aplikoval per os spdsobom 8~-tyZdfovym samcom
a samilkdm mydi kmeda ICR o hmotnosti 25 aZz 30 g jednordzovo o objeme 0,2 ml1/10 g, Pri
stanoveni dévok sa vychddzalo z predpokladanej terapeutickej ddvky /5 af 20 mg.kg-l/
testovaného pripravku a strednej smrtelnej dévky L05 ¢+ vy83ie uvedenej, Testovaci pripra-
vok sa aplikoval v dédvkach 20, 100, 300 a 600 ngekg e V keZdej skupine /podla uvedenych
dévok/ bolo testovanych 10 zvierat, 5 samcov a 5 samiliek. Kontrolnej skupine zvierat
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bola podans per os suspenzie 0,1 ¥ hmot. metylcelulézyb objeme 0,2 m1/10 ge

Ako pozitivna kontrole sa poufila skupina 5§ my3ich semcov, ktorym sa asplikoval intra-
peritonedlne cyclophosphamid /latka, ktord vyvoldva chromozémové aberdcie v tomto teste
in vivo/ v dévke 40 |:|g.<kg-1 a objeme 0,1 ml/10 ge Prepardty kostnej drene boli spracované
podla modifikovanej metSdy Tjio a Whanga /JiHeTjio a JeHeWhang, Staine Technol. 37 /1962/
17/ 24 h po aplikovani testovacieho preparétu CU/nif/z/ron/Z. Zvieratdm 2 h pred spracova=-
nim bol intraperitonedlne podany kolchicin na zastavenie mitdzy = bunefného delenia v déve
ke 2,5 mg.kg-la o objeme 0,1 ml/10 ge Hodnotilo sa 50 mitéz s dobre rozloZenymi chromozé-
mami @ do hodnotenia sa zepolitali i bunky s gepamie. Vysledky sa spracovali Statistickou
metédou chi-kvadrat /L. Sachs, Angewande Statistik, J. Springer, Berlin, Heidelberg, New
York, 1978/ Chromoz8mové aberdcie sa pozorovali a od&itavali na mikroskope NU 2 /NDR/
pri 1 250 nédsobnom zvi&Seni,

Podas dlhodobej aplikécie /10 ty%dfov/ bol testovany pripravok podévany pokusnym
zvieratédm per os spdsobom v dévke 100 ng.kg'l o objeme 0,2 m1/10 g a to 3=krat v tyZdni.
Kontrolnej skupine zvierat v tych istych intervaloch po dobu 10 tyZded v bola aplikované
suspenzia O,1 % hmot, metylceluldzy o objeme 0,2 ml/10 g. Pokusné zvieratd boli z SPF cho-
VU nepes Velaz Praha, kmefa ICR a hmotnosti 20 g na zafiatku pokusus V kaZdej testovacej
a kontrolnej skupine bolo 10 zvierat, 5 samcov a 5 samiliek. Polas pokusu boli zvieraté
chované za 3tandardnych podmienok, potrava a voda ad libitum,

Pred odberom kostne} drene boli zvieratd 12 h odstavené od potravy a zaznamenévand
ich hmotnost. Po skon&eni pokusu sa urobila patologicko-anatomické bngaa boli odobrané
orgény = pluca, peled, slezina, obli&ky,srdce, kostrovy sval, zaludok, predZalidok a
tenké a hrubéZrevo na histologické vySetrenie.

Mikroskopické vy3etrenie jednotlivych orgdnov experimentdlnych zvierat sa robilo
po fixédcii 4 % hmot, formalinom z parafinovych bloZkov, farbenych hematoxylinom a eozi=
NoMe

Vysledkys

Jednorézové podanie ani dlhodobd aplikédcia testovacieho pripravku neovplyvnila Zta=
tisticky vyznamne vyskyt chromozémovych aberécii oproti kontrolnej skupine. V oboch pri=
padoch sa pozoroval vyskyt chromatidovych zlomov a gepov v norme. Iny druh chromozémovych
aberdcii nebol pozorovany. 1

Mikrogkopické vySetrenie jednotlivych orgénov neukézalo zdvaZnejsie patomorfologickd
zmenye V najvy3Sej dédvkovej skupine bola kdra nadobliZiek tvorend bunkami 8 opticky znalne
prejasnenou cytoplazmou v porovnani s ni%3imi ddvkovymi skupinamiid Vo vietkych vysetrova=
nych skupindch dochédzalo k vyraznej hyperémii na hranici kdry a drene nadobli&iek, miesta=
mi prechddzajice do krvécani mikroskopickych rozmerove Z ostatnych ndlezov sa v minimilnej
miere vyskytovali v plucach, pefeni a oblifkéch v intersticiu mononukledrne infiltréty
mikroskopickych rozmerov, &o je v nadich chovoch laboratérnych zvierat vcelku beny jave
Nepozorovela sa %iadna ddvkové zdvislost ich vyskytu, Podobne tomu bolo s vyskytom monoce-
luldrnych nekréz hepatocytov v peeni, s odlupovanim sepitelovej vystelky kandlikov kdry
oblitiek s eozinofilnymi homogénnymi svalovymi vldknami v myokarde a konstrovom svale. Pri
hodnoteni vzoriek sleziny se nezistili Ziadne kvelitativne zmeny,

PREDMET VYNALEZU

Pripravok na inhibovanie rozvoja sponténnej autoimunitnej choroby NzB/w £ ays{
vyznadujlci sa tym, %e ako U&innG létku obsahuje 3=-pyridylkarbinolovy adukt niflumétu
mednatého, zloZenia Cu/012H8F3N2000/é /CSH4NCH20H/é. kde CleerNchO' Je anién kyseliny
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2=/ 4L, oC,{-C-trifluoro-n-toluidino/ nikotinove} vzorca /1/

CFy

coo 1/
8 CoH/NCH,OH je 3=pyridylkarbinol podla vzorca /11/

CHZOH /11/

O

1 vykres
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