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Koleszteril-észter transzfer protein inhibitorok és fibrin-

sav-szarmazékok kombinadcidéi sziv-érrendszeri indikacidkhoz

NYOMDAPELDANY

KIVONAT

A taldlmany sziv-érrendszeri terdpids vegylletek kombi-
nacidéit ismerteti sziv-érrendszeri betegségek, ezen belul
hiperkoleszterinémia, érszikuilet vagy hiperlipidémia megeld-
zésére vagy kezelésére. Az ismertetett kombindcidk egy fib-
rinsav-szarmazékot és egy koleszteril-észter transzfer pro-

tein (CETP) inhibitort tartalmaznak.
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Koleszteril-észter transzfer protein inhibitorok és fib-
rinsav-szarmazékok kombinacidéi sziv-érrendszeri indikaci-

6khoz

A jelen taldlmény sziv-érrendszeri betegségek kezelé-
sét teszi lehetdvé; konkrétan vegyliletek kombinacidira,
készitményekre és azok gydgyszerekben vald alkaismazidsi el-
jarasaira, kozelebbrél lipid-tultengéses '
hiperlipidémias) é&llapotok, igy példaul emlésékb@ﬁk:;.y’ﬂ
killettel, hiperkoleszterinémidval és a koszoruartéria meg-
betegedésével Osszefliggd allapotok megeldzésében és keze-
lésében vald alkalmazasara vonatkozik. Konkrétabban, a ta-
lalmany a koleszteril-észter transzfer protein (CETP) ak-
tivitasat gatld vegyililetekre vonatkozik. A talalmany fib-
rinsav-szarmazékokra (fibratokra) is vonatkozik.

A kovetkezS8kben ismertetjik a technika allasat. Tisz-
tdzott, hogy az Osszkoleszterin és alacsony surliségl
lipoprotein (LDL) koleszterin megemelkedett koncentracidi-
val 6sszefiiggé hiperlipidémiads allapotok a koszoruér sziv-
betegségek, és kiiléndsen az érszikilet f& kockazati ténye-

z6i. Szamos tanulmany bemutatta, hogy a nagy sirisegl
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lipoprotein (HDL) koleszterin alacsony vérsavd-koncentra-
cidéja komoly kockazati tényezdje az érszikilet kialakula-
sadnak [Barter és Rye, Atherosclerosis, 121, 1-12 (1996.)].
A HDL a lipoproteinek egyik legfdébb csoportjai, amely a
lipidek véren keresztili transzportjdban vesz részt. A
HDL-lel 6sszefiggd bife) lipidek a koleszterin, a
koleszteril-észter, a trigliceridek, a foszfolipidek és a
zsirsavak. A vérben taldlt lipoproteinek tovabbi csoport-
jai az alacsony slrdségl lipoprotein (LDL), a kOzepes su-
riséqgli lipoprotein (az IDL) és az igen alacsony sUrlségi
lipoprotein (VLDL). Mivel a HDL koleszterin alacsony
szintjei fokozz4&k az érszlkilet kockdzatat, a vérsavédban
levé HDL koleszterin novelésére iranyuld eljaradsok gyédgy-
aszatilag eldnydsek az érszlkiilet és a lipid véredényekben
valé felhalmozddéasaval Osszefliggé mas betegségek kezelésé-
re. Ezen betegségek kozé tartozik - korlatozas nélkil - a
koszoruér megbetegedés, a periférias érbetegség és az agy-
vérzés.

Az érszikilet a legtdbb koszoruvartéria betegség
(CAD) - a modern tarsadalomban a megbetegedések és morta-
lités f& oka - alapjaul szolgal. A magas LDL koleszterin
(kdrilbelil 180 mg/dl felett) és az alacsony HDL koleszte-
rin (35 mg/dl alatt) az érszlkilet kialakuldsdhoz nagymér-
tében hozzajaruld tényezdk. Mas betegségeket vagy kockaza-
ti tényezdket, 1igy példaul a periférids érbetegséget, az
agyvérzést és hiperkoleszterinémiat is negativan befolya-

solja a hatranyos HDL/LDL aréany.
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Ugy tal&ltak, hogy a gyomor-bélrendszer belvilagabdl
az epesavak visszadramoltatasanak befolyadsoldsa okozati
vsszefliggésben van a vérsavd koleszterin szintjének csok-
kenésével. Jarvanytani adatok &llnak rendelkezésre, ame-
lyek azt mutatjak, hogy az ilyen csdkkenés az érszlkiilet
fokozoddasara vezet. Stedronsky az "Interaction of bile
acids and cholesterol with nonsystemic agents having
hypochlolesterolemic properties" [Biochimica et Biophysica
Acta, 1210, 255-287 (1994.)] szakirodalmi helyen ismerteti
a folyamat biokémiajat, fizioldégidjat és az ismert, epesa-
vakat és koleszterint ovezd hatdanyagokat.

A koleszteril észter transzfer protein (CETP) gatlasa
hatasosan médositja a plazma HDL/LDL-aranyokat és a felte-
vések szerint szabalyozza bizonyos sziv-érrendszeri beteg-
ségek lefolyasat és/vagy kialakuldsat. A CETP olyan vérsa-
v6 protein, amely eldsegiti a koleszteril-észterek ¢és
trigliceridek mozgasat a vérben kiloénbdz8 lipoproteinek
kozott [Tall, J. Lipid Res., 34, 1255-1274 (1993.)]. A
koleszteril észter mozgadsa a HDL-tél az LDL-hez a CETP al-
tal a HDL koleszterint csodkkentd hatésu. EbbOL kovetkezik,
hogy a CETP géatlasa a vérsavd HDL koleszterin szintjének
emelkedéséhez és a vérsavé LDL koleszterin szintjének
csékkenéséhez vezet, ezaltal gyodgyaszatilag eldnyos vérsa-—
v6 lipid profilt eredményez. Erre a hatdsra ismertet bizo-
nyitékot McCarthy a Medicinal Res. Revs., 13, 139-159
(1993.) szakirodalmi helyen. Erre a hatasra tovabbi bizo-
nyitékot ismertet Sitori, a Pharmac. Ther., 67, 443-447

(1995) szakirodalmi hivatkozasban. Ezt a jelenséget eldé-
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szdr Swenson és munkatdrsai a J. Biol. Chem., 264, 14318
(1989.) szakirodalmi helyen ismertették olyan monokldén an-
titest alkalmazéaséaval, amely specifikusan gadtolja a CETP-
-t. Nyulakban az antitest a vérsavd HDL koleszterin szint-
jének emelkedését és az LDL koleszterin szintjének csokke-
nését eredményezi. Son és munkatdrsai a Biochim. Biophys.
Acta, 795, 743-480 (1984.) szakirodalmi helyen az emberi
vérsavoébdl szédrmazd olyan proteineket ismertetnek, amelyek
gatoljak a CETP-t. Az 5 519 001 szami amerikai egyesilt
4llamokbeli szabadalmi leiradsban - amelyre ezuton referen-
ciaként hivatkozunk - Kushwaha és munkatdrsai a babuin apo
C-1-b81 szarmazdé 36 aminosavbél 4&lld peptidet ismertet,
amely gatolja a CETP aktivitdsat. Cho és munkatarsai a
Biochim. Biophys. Acta, 1391, 133-144 (1998.) szakirodalmi
helyen a sertés vérsavébdl szarmazd olyan peptidet ismer-
tetnek, amely gatolja az emberi CETP-t. Bonin és munkatar-
sai a J. Peptide Res., 51, 216-225 (1998.) szakirodalmi
helyen a CETP-1 dekapeptid inhibitorat ismerteti. Hedge és
munkatdrsai a Bioorg. Med. Chem. Lett., 8, 1277-1280
(1998.) szakirodalmi helyen egy depspeptid gomba
metabolitot CETP-gatldként ismertetnek.

Szamos tanulmany létezik olyan nem-peptid vegylletek-
ré6l, amelyek CETP-inhibitorokként hatnak. Barrett és mun-
katadrsai a J. Am. Chem. Soc., 188, 7863-64 (1996.) szaki-
rodalmi helyen ciklopropan-tartalmiu CETP-inhibitorokat is-
mertetnek. Tovabbi ciklopropédn-tartalmi CETP-inhibitorokat
ismertetnek Kuo és munkatdrsai a J. Am. Chem. Soc., 117,

10629-34 (1995.) szakirodalmi helyen. Pietzonka és munka-
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tarsai a Bioorg. Med. Chem. Lett., 6, 1951-1954 (1996.)
szakirodalmi helyen foszfonat-tartalmid koleszteril-észter
analégokat CETP-inhibitorokként ismertetnek. Coval és mun-
katarsai a Bioorg. Med. Chem. Lett., 5, 605-610 (1995.)
szakirodalmi helyen a Widendiol-A és -B-t és rokon
szeszkviterpén vegyileteket CETP-inhibitorokként ismertet-
nek. Lee és munkatarsai a J. Antibiotics., 49, 693-696
(1996.) szakirodalmi helyen rovar fungusbdl szadrmazd CETP-
—inhibitorokat ismertetnek. Busch és munkatdrsai a Lipids,
25, 216-220 (1990.) szakirodalmi helyen a koleszteril-
—acetil-bromidot CETP-inhibitorként ismertetik. Morton és
7zilversmit a J. Lipid Res., 35, 836-847 (1982.) szakiro-
dalmi helyen 1ismerteti, hogy a p-klér-merkurifenil-
-szulfonat, a p-hidroxi-merkuribenzoat és az etil-
—merkuritioszalicilat gatolja a CETP-t. Connolly és munka-
tarsai a Biochem Biophys. Res. Comm., 223, 42-47 (1996.)
szakirodalmi helyen mas cisztein moédositasi reagenseket
CETP-inhibitorokként ismertetnek. Xia és munkatarsali az
1,3,5-triazinokat CETP-inhibitorokként ismertetik [Bioorg.
Med. Chem. Lett., 6, 919-922 (1996.)]. Bisgaier és munka-
tarsai a Lipids, 29, 811-818 (1994.) szakirodalmi helyen a
4-fenil-5-tridecil-4H-1,2,4-triazol-tiolt CETP-inhibitor-
ként ismerteti. Tovabbi triazol-CETP-inhibitorokat ismer-
tet a 09/153 360 sorozatszami amerikai egyesult
41lamokbeli szabadalmi bejelentés, amelyre ezuton referen-
ciaként hivatkozunk. Sikorski és munkatdrsai tovabbi 14j
CETP-inhibitorokat ismertetnek a WO 9914204 nemzetkdzi

Kozzétételi szamu PCT szabadalmi bejelentésben.
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Helyettesitett 2-merkaptoanilin amid-vegyuleteket 1is
alkalmazhatunk CETP-inhibitorokként és ilyen gyodgyaszati
vegylleteket ismertetnek H. Shinkai és munkatdarsai a WO
98/35937 nemzetkdzi kozzétételi szama PCT szabadalmi beje-
lentésben.

Bizonyos helyettesitett heteroalkil-amin-vegyiiletek
ismert CETP-inhibitorok. A 796846 sz&ml eurdpai szabadalmi
bejelentésben Schmidt és munkatarsai 2-aril-helyettesitett
piridineket, mint koleszterin-észter transzfer protein in-
hibitorokat hasznos sziv-érrendszeri hatdanyagokként is-—
mertetnek. A piridin gydrd 3. szénatomjan egy helyettesitd
lehet hidroxialkil-csoport. A 801 060 sza&mi eurdpai szaba-
dalmi bejelentésben Dow és Wright egy alkilamin egy alde-
hid addicioés termékkel helyettesitett heterociklusos szar-
mazékait ismerteti l-hidroxi-l-aminok eld&allitasara. Eze-
ket cukorbetegség és mas rendellenességek kezelésére al-
kalmas P3-adrenergias receptor agonistdkként mutatja be. A
2305665 szami nagy-britanniai szabadalmi bejelentésben
Fisher és munkatarsai kilonbozd rendellenességek, ezen be-
1iil a koleszterin szint és érszlkileti betegségek kezelé-
sére alkalmas 3-agonista szekunder aminoalkohol-helyette-
sitett piridin-szarmazékokat ismertetnek. A 818448 szama
eurbpai szabadalmi bejelentésben - amelyre ezuttal refe-
renciaként hivatkozunk - Schmidt és munkatarsai tetra-
hidrokinolin-szarmazékokat koleszterin észter transzfer
protein inhibitorokként ismertetnek. A 818197 szami eurd-
pai szabadalmi bejelentésben Schmek és munkatdrsai piridi-

neket kondenzalt heterociklusokkal koleszterin észter
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transzfer protein inhibitorokként ismertetnek. Brandes és
munkatarsai a 19627430 szami német szabadalmi bejelentés-
ben kétgyliris kondenzalt piridin-szarmazékokat koleszterin
észter transzfer protein inhibitorokként ismertetnek. A WO
9839299 nemzetkozi kozzétételi szami PCT szabadalmi beje-
lentésben Muller-Gliemann és munkatédrsai kinolin-szarmazé-
kokat koleszterin észter transzfer protein inhibitorokként
ismertetnek.

CETP-inhibitorokként alkalmazhaté policiklusos vegyu-
leteket A. Oomura és munkatarsai is ismertetnek a 10287662
szamu japan szabadalmi leirasban. Példaul a (C-1) és (C-8)
képletd terdpids vegylleteket a Penicillium spp. tenyész-—
tésével allitottuk eld.

CETP-inhibitorokként alkalmazhaté cikloalkil—piridine-
ket ismertetnek Schmidt és munkatdrsai az EP 818448 szamu
eurbépai szabadalmi leirdsban. Példaul a (C-9) képletd te-
rapias vegytliletet kiiléntsen hatdsos CETP-inhibitorként is-
mertetik.

CETP-inhibitorokként alkalmazhatd, helyettesitett tet-
rahidronaftalin-vegyiileteket ismertet a WO 9914174 nemzet-
k&zi kozzétételi szami PCT szabadalmi bejelentés. Az emli-
tett leirasban hasznos CETP-gatlod szerként a (8S)-3-
-ciklopentil-1- (4-fluorfenil)-2-[(S)-fluor-(4-trifluor-
—metilfenil)—metil}hidroxi—6—spiro—ciklobutil—5,6,7,8—
tetrahidronaftalint konkrétan ismertetik.

Néhany, CETP-inhibitorként alkalmazhatd 4-heteroaril-
—tetrahidrokinolint ismertet a WO 9914215 nemzetkdzi koz-

sétételi szamu PCT szabadalmi bejelentés. Példdul az emli-
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tett leiras a 3-(4-trifluormetil-benzoil)-5,6,7,8-tetra-
hidrokinolin-5-on-t hasznos CETP-inhibitorként ismerteti.
A fibrinsav-szarmazékok azon hatbanyagok tovabbi cso-
portjat képezik, amelyek a lipoprotein szintre hatassal
vannak. Ezek koziil az elsdk kozott fejlesztették ki a
klofibratot, amelyet a 3 262 850 szami amerikai egyesult
41lamokbeli szabadalmi leiras ismertet. A klofibrat a p-
—klérfenoxi-izobutirsav etil-észtere. Ebbe a csoportba
tartozd, széles kérben alkalmazott hatdanyag a
gemfibrozil, amelyet a 3 674 836 szamu amerikai egyesiilt
4llamokbeli szabadalmi leiras ismertet, amelyre ezuton re-
ferenciaként hivatkozunk. A gemfibrozilt gyakran alkalmaz-
zdk a triglicerid szint csokkentésére vagy a HDL koleszte-
rin koncentracié novelésére (lasd: The Pharmacological
Basis of Therapeutics, 893. oldal, amelyre ezuton referen-
ciaként hivatkozunk). A fenofibrat (4 058 552 szamu ameri-
kai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirads, amelyre ezuton
referenciaként hivatkozunk) hasonld hatéasnu, mint a
gemfibrozil, de az LDL szintet is csokkenti. A ciprofibrat
(3 948 973 szamu amerikai egyesult dllamokbeli szabadalmi
leiras, amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk) hasonld
hatasu, mint a fenofibrat. Ebbe a csoportba tartozé, to-
vabbi hatéanyag a bezafibrat (3 781 328 szama amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras, amelyre ezuton re-
ferenciaként hivatkozunk). A fibrinsav-szarmazékok alkal-
mazasatol bekovetkezd mellékhatédsok tilinetei az epehdlyag

betegség (cholelitiasis), a rhabdomyolysis és az akut ve-
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seelégtelenség. E hatdsok ko6zil néhany sulyosbodik, amikor
a fibratokat HMG CoA reduktdz inhibitorokkal kombin&ljak.

A szakirodalom ismertet néhany kombindcidés teréapiat
sziv-érrendszeri betegségek kezelésére. Sziv-érrendszeri
betegségek kezelésére hasznos IBAT-inhibitorok és HMG Coa
reduktaz inhibitorok kombindcidéit ismertetik a 09/037308
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi bejelentés-
ben (amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk).

Fluvasztatin és niceritrol kombindcids terapiat ismer-
tetnek Sasaki J. és munkatarsai (Id.). Az emlitett kutatdk
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fluvasztatin és a
niceritrol kombinaciéja "750 mg/nap ddézisban ugy tlnik,
hogy nem noveli vagy csokkenti a fluvasztatin eldnyds ha-
tasait".

L. Cashin-Hemphill és munkatdrsai a J. Am. Med.
Assoc., 264 (23), 3013-3017 (1990.) szakirodalmi helyen
(amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk) a kolesztipol
és niacin koszoruér-sziikiiletre alkalmazott kombinacids te-
rapia eldnyss hatasait ismertetik. Az ismertetett hatasok
kézé tartozik a természetes koszoruér-artéria karosodasok
elérehaladasanak megsziinése vagy visszaszoruléasa.

Az acipimox és szimvasztatin kombinacids terapia magas
triglicerid szintd betegekben eldnyds HDL hatdsokat mutat
[Lasd: N. Hogerbruge és munkatarsai, J. Internal Med.,
241, 151-155 (1997.)]; amelyre ezlton referenciaként hi-
vatkozunk].

Szitosztanol-észter-margarin és pravasztatin kombina-

cidés terapiadt ismertetnek H. Gylling és munkatarsai a J.
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Lipid Res., 37, 1776-1785 (1996.) szakirodalmi helyen
(amelyre ezUton referenciaként hivatkozunk). Errél a tera-
pidrél azt &llitjak, hogy egyidejlleg gatolja a koleszte-
rin felszivdédast és jelentdsen csokkenti az LDA koleszte-
rint nem inzulinfiggé cukorbeteg férfiakban.

Brown és munkatdrsai [New Eng. J. Med., 323 (19),
1289-1339 (1990.) (amelyre ezuton referenciaként hivatko-
zunk)] lovasztatin és kolesztipol kombinacidés terapiajat
ismertetik, amely csdkkenti a érszlkileti karosodas eldre-
haladasat és eldsegiti a k&rosodads csokkenését az onmaga-
ban alkalmazott lovasztatinhoz képest.

Egy apo-B szekrécidé inhibitor és egy CETP-inhibitor
kombindcidés terdpidjat ismertetik Chang és munkatarsai a
WO 9823593 nemzetkdzi kozzétételi szami PCT szabadalmi be-
jelentésben, amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk.

Buch és munkatarsai (WO 9911263 nemzetkdzi kozzétételi
szamu PCT szabadalmi bejelentés, amelyre ezuton referenci-
aként hivatkozunk) kombindcidés terapidt ismertetnek, amely
amlipidinbdl és egy sztatin-vegyiletbdl all angina
pectorisban, érszikiletben, kombindlt magas vérnyomasban
és hiperlipidémidban szenvedé betegek kezelésére és a
szivszoritds tluneteinek kezelésére. Buch és munkatarsai a
WO 9911259 nemzetkozi kozzétételi szdmu PCT szabadalmi be-
jelentésben amlodipinb&l és atorvasztatinbdl alldé kombina-
cidés terdpiat ismertetnek.

Scott és munkatarsai (WO 9911260 nemzetkdzi kozzététe-

1i szamu PCT szabadalmi bejelentés) atorvasztatinbdl és
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magas vérnyomads elleni szerb&l allé kombinacids terdpiat
ismertetnek.

Dettmar és Gibson (GB 2329334A szamu Egyesilt Kiraly-
sagbeli szabadalmi bejelentés) terapias készitményt ismer-
tetnek a vérsavd alacsony slrliségl lipoprotein és kolesz-
terin szintjeinek csdkkentésére, amelyben a készitmény egy
HMG CoA reduktaz inhibitort és egy epesav komplexald szert
tartalmaz.

A fenti hivatkozasok mutatjéak, hogy folyamatos igény
van biztonsagos, hatasos szerek irant sziv-érrendszeri be-
tegségek megeldzésére vagy kezelésére.

A kdvetkezd8kben roviden ismertetjik a taldlmany lénye-
gét.

Azon folyamatos igény kielégitésére, hogy biztonsagos
és hatasos szereket taldljunk sziv-érrendszeri betegségek
megelézésére és kezelésére, eziton sziv-érrendszeri hato-
anyagok kombindcids terdpidit ismertetjuk.

A jelen taldlmédny annak sokféle kiviteli alakjaban
kombinacidés terapiat tesz lehetdévé, amely szerint egy
CETP-inhibitor elsdé mennyiségét és a hiperlipidémia, ér-
szikilet vagy hiperkoleszterolémia megeldzésére vagy keze-
lésére alkalmas mas sziv-érrendszeri terdpids szer masodik
mennyiségét alkalmazzuk, ahol az elsé és masodik mennyisé-
gek egyitt a vegyuletek hiperlipidémids &allapot ellen ha-
tasos mennyiségét, egy érszikilet ellen hatasos mennyisé-
gét vagy hiperkoleszterolémia ellen hatasos mennyiségét
képzik. Példaul a talalmany nagyszama kiviteli alakja ko-

zil egy kombindcids terapiat ismertet, amely egy CETP gat-
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16 vegyllet és egy fibrinsav-szarmazék vegyllet terapias
dézisait tartalmazza.

A taladlmadny egy tovabbi kiviteli alakja az itt ismer-
tetett barmely sziv-érrendszeri kombinaciés terapia
hiperkoleszterinémia, érszlkilet vagy hiperlipidémia meg-
elbzésére vagy kezelésére vald alkalmazdsra vonatkozik.
Ezért a taldlmany egy kiviteli alakjdban eljarast tesz le-
hetévé egy hiperlipidémias allapot megeldzésére vagy keze-
lésére, amely szerint az arra szoruld betegnek egységddzis
kiszerelésben 1év6 kombindcidét adagolunk, amelyben a kom-
binadcié eqgy fibrinsav-szarmazék elsé mennyiségét és egy
CETP-inhibitor méasodik mennyiségét tartalmazza, ahol az
elsé mennyiség és a masodik mennyiség egylitt a szdéban for-
gd vegyuletek hiperlipidémias allapot ellen hatdsos meny-
nyiségét képzi.

Egy méasik kiviteli alakjéban, a taldlmany eljarast
tesz lehetdvé érszikilet megelbzésére vagy kezelésére,
amely szerint az arra szoruld betegnek egységddzis kisze-
relésben 1évé kombindcidét adagolunk, amelyben a kombindcid
egy fibrinsav-szarmazék elsd mennyiségét és egy CETP inhi-
bitor masodik mennyiségét tartalmazza, ahol az elsé meny-
nyiség és a mdsodik mennyiség egyiitt a szdéban forgd vegyi-
letek érszlikilet ellen hatadsos mennyiségét képzi.

Egy tovabbi kiviteli alakjadban a talalmany eljarast
tesz lehetdévé hiperkoleszterinémia megeldézésére vagy keze-
lésére, amely szerint az arra szoruld betegnek egységddzis

kiszerelésben 1évé kombinacidét adagolunk, amelyben a kom-
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bindcié egy fibrinsav-szarmazék elsé mennyiségét és egy
CETP-inhibitor masodik mennyiségét tartalmazza, ahol az
elsd mennyiség és mésodik mennyiség egyltt a szdban forgd
vegyliletek hiperkoleszterinémias &llapot ellen hatasos
mennyiségét képzi.

A talalmany alkalmazhatésaganak tovabbi teriletei
nyilvanvaléak az alabbi részletes leirasbdl. Nyilvanvald
azonban, hogy a kovetkezd részletes leiras és a talalmany
eldnyds kiviteli alakjait ismertetdé példak csak szemlélte-
t8 jellegtiek, mivel szamos valtoztatas és médositas a ta-
la4lmény értelmén és targyédn belil maradva a szakember sza-
mara nyilvanvald a részletes leiras alapjan.

Az alabbi részletes leiras célja a szakember szamara
segitségnyujtas a talalmany megvaldsitasaban. Ennek elle-
nére a részletes leirids nem tekintendd a taldlmany targyat
megalapozatlanul korldtozénak, mivel az itt ismertetett
kiviteli alakok médositasai és valtoztatasaili a szakember
4ltal megvalésithatdék a taldlmanyi felismerés értelmétdl
és targyatdl vald eltérés nélkil.

Az itt idézett hivatkozasok tartalmdra - ideértve az
elsédleges hivatkozasokban idézett hivatkozasok tartal-
mat - a maga egészében referenciaként hivatkozunk.

A kdvetkezd8kben ismertetjik a jelen leirasban alkalma-
zott szakkifejezések meghatarozasait. Az alédbbi meghataro-
z4dsokat abbdl a célbdl ismertetjik, hogy az olvasdt segit-
siik a taladlmany részletes leirasanak megértésében.

A "kombinacidés terapia" kifejezés Jjelentése két vagy

tébb terapias szer adagoladsa hiperlipidémias &allapot, pél-
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didul érsziikiilet és hiperkoleszterinémia kezelésére. Az
ilyen adagolas magdban foglalja ezen teradpias szerek
egyltt adagoléasat lényegében szimultan mdédon, igy példaul
a hatdanyagok rogzitett ardanyat tartalmazd, minden egyes
inhibitorra elkuldnilt kapszuldk formajaban. Tovabba az
ilyen adagoléas magédban foglalja minden egyes terapias szer
tipus alkalmazasdt egymast koévetden. Barmelyik esetben a
kezelési mdéd biztositja a hatdanyag kombinacid eldédnyds ha-
tasait a hiperlipidémiads &llapot kezelésében.

A "gydégyéaszatilag hatasos" kifejezés Jjelentése a kom-
bindcidés terapidban a inhibitorok kombinalt mennyiségének
minésitésére iranyul. Ez a kombindlt mennyiség biztcsitja
a hiperlipidémias &llapot csokkentésének vagy kikiuszobolé-
sének elérését.

A "terdpids vegytlet" kifejezés jelentése a hiperlipi-
démids é&llapot, ezen belul érszlkiilet vagy hiperkoleszte-
rinémia megeldzésében vagy kezelésében hasznos vegyllet.

A kovetkezSkben ismertetjuk a taldlmdny szerinti kom-
binacidkat. A talalmany szerinti kombinacidk szamos alkal-
mazasi tertilettel rendelkeznek. Példaul a ddbzis bedllita-
saval és orvosi megfigyelés segitségével a taldlmany sze-
rinti kombinacidékban alkalmazott terapias vegylletek egye-
di dézisai alacsonyabbak, mint a terapias vegylletekre
monoterapiaban alkalmazasuk esetén tipikus ddbézisok. A do-
ziscsdkkenés eldényei kozé tartozik a monoterapidhoz képest
az egyes terapiads vegylletek mellékhatdsainak csd&kkenése.

Tovabbad a kombinacidés terdpia - a monoterapidkhoz ké-
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pest - kevesebb mellékhatasa a terapia rendjének nagyobb
beteg 4ltali megfeleléshez vezet.

A taldlmany tovabbi hasznositdsa a komplementer hata-
sokkal vagy komplementer hatasmédokkal rendelkezd kombina-
cidkban van. Példaul az IBAT-inhibitorok a vérsavd kolesz-
terinszintjét szabalyozzdk a csipdbélben az epesavak
Gjrafelszivdédédsdnak gétlasaval. Ezzel szemben a CETP-
-inhibitorok a koleszterin-észterek és trigliceridek ki-
16nbdz8 lipoproteinek kozotti mozgéasat gatoljak a vérben.

A taladlményban alkalmazhatdé vegyliletek kozé sokféle
terdpiads vegyilet tartozik. Egyes konkrét CETP-inhibitor
vegylleteket, amelyek a jelen talalmanyban alkalmazhatok,
a kovetkezd szabadalmi bejelentések kilon-kildn ismertet-
nek, ezek mindegyikének tartalmara ezlton referenciaként
hivatkozunk.

R9. 60/101661 sorozatszamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R10. 60/101711 sorozatsza&ml amerikail egyeslilt &llamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R11. 60/101660 sorozatszamu amerikai egyesilt &llamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R12. 60/101664 sorozatszami amerikai egyesilt &llamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R13. 60/101668 sorozatszami amerikai egyesilt &llamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R14. 60/101662 sorozatszamu amerikai egyesilt &llamokbeli

szabadalmi bejelentés.
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R15. 60/101663 sorozatszamu amerikai egyesilt allamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R16. 60/101669 sorozatszamu amerikai egyesult allamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R17. 60/101667 sorczatszamu amerikal egyesilt allamokbeli
szabadalmi bejelentés.

R18. 09/401 916 sorozatszami amerikai egyesilt &llamok-
beli szabadalmi bejelentés.

R19. 09/405 524 sorozatszdmu amerikai egyesilt allamok-
beli szabadalmi bejelentés.

R20. 09/404 638 sorozatszamu amerikai egyestilt allamok-
beli szabadalmi bejelentés.

R21. 09/404 638 sorozatszami amerikail egyesilt allamok-
beli szabadalmi bejelentés. [sic]

R22. 09/400 915 sorozatszaml amerikai egyesilt allamok-
beli szabadalmi bejelentés.

R23. 5 932 587 szamu amerikail egyestlt allamokbeli szaba-
dalmi leirés.

R24. 5 925 645 szamu amerikai egyesilt allamokbeli szaba-

dalmi leiréas.

A taldlmany szempontjdbdél kilonds érdekldédésre szamot
tart® CETP-inhibitorok az 1. téablazatban ismertetett ve-
gyiletek, tovabba az 1. tablazatban Dbemutatott CETP-
-inhibitorok diasztereomerei, enantiomerei, racematjai,

s6i és tautomerei.
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A talalmany szerinti kombinacidkban és eljarasokban
alkalmazhaté fibrinsav-szdrmazékok ko6zé nagyszama szerke-
setd és funkcids csoporttal rendelkezd vegytlet tartozik.
A talalmanyban eldnyos fibrinsav-szarmazékok a 2. tabla-
zatban szerepelnek. A 2. tablazat terdpids vegylletei a
taladlmanyban sokféle formaban, ezen pbelil sav formaban, so

formaban, racematok, enantiomerek, ikerionok és tautomerek
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formajéban alkalmazhatdék. A 2. tablazatban ismertetett
egyes amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirasokra

ezuton referenciaként hivatkozunk.

2. tablazat

A ve- Kézénséges |CAS Regisztra-| A vegyiiletre vonat-

gyilet név ciés kozé szabadalmi le-
szama szam iras

G-41 Klofibrat 637-07-0 US 3 262 850
G-70 Fenofibrat 49562-28-9 US 4 058 552
G-38 Ciprofibrat 52214-84-3 US 3 948 973
G-20 Bezafibrat 41859-67-0 US 3 781 328
G-78 Gemfibrozil 25183-30-1 US 3 674 836
G-40 Klinofibrat 69047-39-8 US 3 716 583
G-24 Binifibrat 30299-08-02 BE 884722

A talalmadnyban alkalmazhatd vegyluletek (példaul fib-
rinsav-szarmazékok vagy CETP-inhibitorok) lehetnek aszim-
metrids szénatom nélkiliek vagy rendelkezhetnek egy vagy
tébb aszimmetrids szénatommal. Ezért amikor a talalmany
szerint alkalmazhatd vegyililetek egy vagy tobb aszimmetriés
szénatommal rendelkeznek, akkor kozéjik tartoznak racemé-
tok és sztereoizomerek, igy példaul diasztereomerek es
enantiomerek, mind tiszta formdban, mind keverék formaja-
ban. Az ilyen sztereoizomerek eldallithatdék hagyomanyos
eljarasokkal, akar enantiomer kiindulasi anyagok reagal-
tatasaval, akadr a taldlmany szerinti vegyliletek izomer-

jeinek elvalasztasaval.
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Az izomerek lehetnek geometriai izomerek, igy példaul
cisz-izomerek vagy egy kettds kotésen keresztlil transz-
-izomerek. Minden ilyen izomer a taldlmanyban alkalmazhatd
vegyuletek kozé tartozik.

A taldlmanyban alkalmazhaté vegyuletek lehetnek
tautomerek 1is.

A taldlmanyban alkalmazhatd vegylletek az alabbiak
szerint magukban foglaljadk azok sdéit, szolvatjait és
prodrugjait.

A kovetkez&8kben ismertetjik a taldlmany szerinti doézi-
sokat, kiszereléseket és adagolasi mdédokat.

A taldlmany szerinti készitmények adagolhatdék hiper-
lipidémias betegségek vagy dllapotok megeldzésére és keze-
lésére barmely médon - eldnydsen ordlis Uton - amely e ve-
gyliletek érintkezését Dbiztositja azok hatashelyével a
testben, igy példaul egy emlds, példaul ember csipdbelé-
ben, vérsavdjaban vagy majaban.

A fent hivatkozott &allapotok megelézésére vagy kezelé-
sére a taladlmany szerinti készitményekben és eljarasokban
alkalmazhaté vegylletek alkalmazhatdék eredeti formajukban.
Gyogyaszati alkalmazésokra kiiléndsen megfeleldek a gydgy-
dszatilag elfogadhaté sék, azok az anyavegylilethez képest
nagyobb vizbeli oldékonysdga miatt. Az ilyen sdéknak minden
korilmények kozdtt gydgydszatilag elfogadhatd aniont vagy
kationt kell tartalmazniuk. A taldlmény szerinti vegylle-
tek megfeleld gyodgyaszatilag elfogadhatd savaddicids soi
alkalmazhatésaguk esetén azok, amelyek szervetlen savak-

bél, igy példaul sdsavbdl, hidrogén-bromidbdl, foszforsav-
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bdl, metafoszforsavbdl, salétromsavbdl, szulfonsavbodl és
kénsavbdl szarmaznak, és azok, amelyek szerves savakbél,
igy példaul ecetsavbdl, benzolszulfonsavbdl, benzoesavbdl,
citromsavbdél, eténszulfonsavbdl, fumarsavbdél, glikonsav-
bél, glikolsavbdl, izotionsavbdél, tejsavbdl, laktobionsav-
bdé1l, maleinsavbdl, almasavbdl, metdnszulfonsavbdl, boros-
tyankd8savbdl, toluolszulfonsavbdl, borkésavbdl és tri-
fluor-ecetsavbdél szarmaznak. A kloridsé kilonosen eldnyds
gydégyaszati célokra. Megfeleld gydgyaszatilag elfogadhatd
bazis sdék az ammdéniumsdk, az alkalifémsdk, 1igy példaul
natrium- vagy ka&liumsék és alkalifoldfémsdk, igy példaul
magnézium- és kalciumsodk.

A talédlmanyban alkalmazhaté anionoknak természetesen
szintén gydgyaszatilag elfogadhatdénak kell lennitk, és
azok szintén kivalaszthatdk a fenti felsorolasbdl.

A talalmanyban alkalmazhaté vegylletek 1lehetnek egy
megfeleld vivdanyaggal gydgyaszati készitmény formajaban.
A vivdéanyagnak természetesen elfogadhaténak kell lennie
abban az értelemben, hogy kompatibilisnek kell lennie a
készitmény tobbi Osszetevdjével és nem lehet karos a ke-
zelt személyre. A vivdanyag lehet szilard vagy folyadék
vagy mindkét halmazéllapotit, és eldénydsen kiszerelhetd a
vegylulettel egységddzis készitményként, igy példaul 0,05-
-95 toémeg% hatdanyagot tartalmazéd tabletta formajaban. Mas
gybgyaszatilag hatasos anyagok, ezen belil a jelen talal-
many szerinti mé&s vegylletek is Jjelen lehetnek. A talal-

médny szerinti gydgyaszati készitmények eldallithatdk a
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gydgyszerészet tertiletén jél ismert, lényegében az Ossze-
tevdk Osszekeverésébsdl 4116 eljarasokkal.

Adott esetben a taldlmany szerinti kombinacidé egy fib-
rinsav-szarmazékot és egy CETP-inhibitort tartalmazd ké-
szitménybdl 4&llhat. Egy ilyen készitményben a fibrinsav-
-szarmazék és a CETP-inhibitor jelen lehet egységddzis ki-
szerelésben, példaul pirula, kapszula kiszerelésben vagy
olyan folyadék kiszerelésben, amely mindkét vegylletet
tartalmazza.

Ezen vegylletek adagolhatdék barmely hagyomanyos, a
gyoégyszerkészitmények esetében alkalmazhatdé eljarassal,
akdr ©6nalldé terapias vegylletekként, akar terapias vegyl-
letek kombinacidéjaként.

A kivant bioclégiai hatéds elérését biztositd vegyllet
mennyisége természetesen szamos tényezdtdl, igy példaul a
kivadlasztott konkrét vegyilettdl, a szandékolt alkalmazas-
t6l, az adagolas mdédjatodl és a kezelt személy klinikai al-
lapotéatél fugg.

Altalaban egy fibrinsav-szarmazék teljes napi doézisa
lehet koriulbelil 1000-3000 mg/nap egységes vagy osztott
dézisokban. Mind a gemfibrozilt, mind a klinofibratot pél-
daul gyakran adagoljdk kiulon, 1200 mg/nap ddézisban. A
klinofibratect gyakran adagoljak 2000 mg/nap dézisban. A
bifibrinatot gyakran adagoljak 1800 mg/nap ddzisban.

Altalaban eqgy CETP-inhibitorra megfeleld lehet a ko&-
riilbelil 0,01-100 mg/testsuly kg/nap, eldnydsen korilbelil

0,5-20 mg/testsuly kg/nap napi ddézis.
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Az eléz8 bekezdésekben meghatdrozott napi dézisok a
kiilonbodz& terapids vegyiletekre adagolhaték a betegnek
egységddzisban vagy felosztott, sok alddzisban. Az aldézi-
sok adagolhatdék 2-6 alkalommal naponta. A dézisok lehet-
nek késleltetett felszabaditdsu formdban a kivant eredmé-
nyek hatékony elérése érdekében.

A gybdgyaszatilag elfogadhatd sdk esetében a fent meg-
hatarozott toémegek a soébdl szarmazd terapiads vegyllet
savekvivalensének vagy bazis-ekvivalensének tomegére vo-
natkoznak.

A taldlmadny szerinti kombindcidk oralis eljuttatéasa
magédban foglalja a szakterileten j6l ismert kiszerelése-
ket, amelyek barmely mechanizmus utjén a hatdanyag elnyaj-
tott vagy késleltetett eljuttatédsat biztositjak a gyomor-
-bél rendszerbe. Ezek kozé tartoznak a ddbézisformabdl valod
pH-érzékeny felszabaditasok, amelyek - korlatozas nél-
kil - a vékonybél pH-janak valtozasan, a tabletta vagy a
kapszula lassu szétesésén, a kiszerelés fizikai tulajdon-
sagan alapuld gyomorbeli retencidn, a dézisformanak a bél-
rendszer nyadlkabevonatdhoz valdé biocadhéziéjén vagy a hatéd-
anyagnak a dézisformdbdl vald enzimatikus felszabadulasan
alapulnak. A taldlmanyban hasznosithaté néhany terapias
vegylletre (fibrinsav-szarmazékra vagy CETP-inhibitorokra)
a célzott hatds a dézisforma médositésaval azon iddtartam
kiterjesztése, amely alatt a hatdanyag molekula a hatas-
helyre eljut. Ezért a taladlmany targydhoz tartoznak a bél-
ben 0l1dédé bevonattal ellatott és a bélben o0lddédd bevonat-

tal ellatott, szabalyozott hatdanyag felszabaditasu kisze-
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relések. Megfeleld Dbélben o01dé6dd bevonatok a celluldz-
-acetdt ftaldt, a polivinil-acetat-ftalat, a hidroxi-
-propil-metil-celluléz-ftalat és a metakrilsav és metak-
rilsav-metil-észter anionos polimerjei.

A taladlmany szerinti kombinacidk oralisan eljuttatha-
ték akar szilard, félszilard vagy folyékony formédban. Fo-
lyékony vagy félszildrd formaban a talalmany szerinti kom-
bindcidk lehetnek példadul folyadék, szirup formdban vagy
tarolhatdék gél kapszuldba (példaul =zselatin kapszuléaba)
foglalva. Egy masik kiviteli alakban, amikor a talalmany
szerinti kombindcidéban fibrinsav-szarmazékot alkalmazunk,
a fibrinsav-szarmazék adagolhatdé folyadék, szirup kiszere-
lésben vagy tadrolhatd zselatin kapszuléaban.

A CETP-inhibitor esetében az intravénasan adagolt dé-
zis lehet példaul korilbelul 0,003-1,0 mg/teststly kg,
elénydsen korulbelul 0,01-0,75 mg/testsuly kg, eldnydseb-
ben kortlbelul 0,1-0,6 mg/testsuly kg.

Intravénads adagoléds esetén a fibrinsav-szarmazék doézi-
sa lehet példaul korilbelul 100-2000 mg/testsuly kg, eldé-
nydsen korilbelil 300-1000 mg/testsuly kg, eldnydsebben
kérilbeliil 400-750 mg/testsuly kg.

Ezen terdpids vegylletek barmelyikének dbézisa konnyen
adagolhaté infuzidként  koérilbelidl 10-100 ng/testsuly
kg/perc dézisban. Az erre a célra megfeleld infuzids fo-
lyadékok tartalmazhatjdk példaul milliliterenkeéent koriulbe-
1l 0,1 ng-tdl korulbelil 10 mg-ig, eldnydsen koOrulbelul
1 ng-tél koriilbelil 10 mg-ig terjedd mennyiségben a talal-

many szerinti vegylleteket. Az egységddzisok a talalmany
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szerinti vegyililetet tartalmazhatjak példaul koérilbelll
1 mg-tél koérulbeliil 10 g-ig terjedé mennyiségben. Ezaltal
az injekcidés ampullédk tartalmazhatjak koriulbelidl 1-100 mg
mennyiségl taldlmadny szerinti vegylletet.

A taldlmany szerinti gydgyadszati készitmények lehetnek
megfeleld oralis, végbélen keresztili, helyi, szajuregi
adagolasu (példaul nyelv alatti adagolasu) és parenteralis
adagolasu (példaul bdr ald toérténd, intramuszkularis, bdr-
be torténéd vagy intravénds adagolasu), bar a legmegfele-
18bb méd minden esetben fligg a kezelt allapot természeté-
t8l és sulyossagatdl és az alkalmazott konkrét vegylilet
tulajdonsagaitdél. A legtobb esetben az eldnyds adagolasi
méd oralis.

Ordlis adagoléasra megfeleld gydgydszati készitmények
eld4llithatdék diszkrét egységekben, igy példaul kapszulak,
ostyak, szogletes tablettdk vagy tablettak formajaban,
amelyek mindegyike a taldlmdny szerint alkalmazhatd, leg-
alabb egyféle teradpids vegyiilet eldére meghatarozott meny-
nyiségét tartalmazza; por vagy granuladtum formajaban; egy
vizes vagy nemvizes folyadékban oldat vagy szuszpenzid
formajaban; vagy olaj-a-vizben vagy viz-az-olajban tipusu
emulzié formajadban. Amint azt jeleztik, az ilyen készitmé-
nyek elsallithatdék barmely, a gydgyszerészeti szakterile-
ten elfogadhaté eljarassal, amely tartalmazza a hato-
anyag (ok) és a vivéanyag (amely allhat egy vagy tobb se-
gédanyagbdl) egybefoglalasat. Altaldban a készitményeket
agy allitjuk eld, hogy a hatdanyagot egy folyadékkal vagy

finoman eloszlatott sziladrd vivdanyaggal vagy mindkettdvel
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egyenletesen és alaposan Osszekeverjik, majd szikség ese-
tén a terméket formazzuk. Példadul egy tabletta eldallitha-
tdé a vegylilet pora vagy granulatuma adott esetben egy vagy
tobb segédanyaggal vald préselésével vagy oOntésével. Pré-
selt tablettak eldallithatdk a talalmany szerinti vegyllet
dmlesztett forma&janak, igy példaul poranak vagy granulatu-
manak adott esetben kotdanyaggal, kendanyaggal, kdzombds
higitéanyaggal és/vagy feliletaktiv anyaggal/diszpergald-
szer (ek) kel, megfeleld gépben vald préselésével. Ontott
tablettak el8idllithatdék a por formdju, egy kozombds folyé-
kony higitdészerrel megnedvesitett vegylilet megfeleld gép-
ben tdérténd ontésével.

Szajiregi adagolasu (nyelv ala adagolt) gydgyaszati
készitmények a szogletes tablettak, amelyek a talalmany
szerinti vegylletet izesitett béazisban, altalaban szacha-
rézban és gumiarabikumban vagy tragakantban tartalmazzak,
és pasztillak, amelyek a vegyiiletet egy kozombds bazisban,
igy példaul zselatinban és glicerinben vagy szachardézban
és gumiarébikumban tartalmazzak.

Parenterdlis adagolasra megfeleld gydgyaszati készit-
mények hagyomanyosan a taldlmany szerinti vegyllet steril
vizes preparatumai. Ezek a preparatumok eldnytsen intrave-
nas adagoléasuak, bar az adagolads megvaldésithatd bdér ala
térténd, intramuszkuldris vagy bdérbe torténéd injektéalas
segitségével is. Az ilyen preparatumok koénnyen eldallitha-
ték a vegyiilet vizzel vald keverésével, a keletkezd oldat

sterilizalasaval és a vérrel izotdnnad tételével. A taldl-
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many szerinti injektalhaté vegylletek &altalaban 0,1-5 to-
meg$ mennyiségd itt ismertetett vegyliletet tartalmaznak.

Végbélen keresztili adagoladsra megfeleld gydgyaszati
készitmények elénydsen egységddzis kiszerelésl kupok for-
majaban allithatdék eld. Ezek eldallithatdk a talalmany
szerinti vegyiilet egy vagy tébb hagyomanyosan szilard vi-
véanyaggal, igy példaul kakadvajjal valod dsszekeverésével,
és a keletkezd elegy formazasaval.

A bdrre toérténd helyi adagolasra megfeleld gydgyéaszati
készitmények elényosen kendcs, krém, lemosd, paszta, gel,
spray, aeroszol vagy olaj formaban vannak. Az alkalmazhaté
vivéanyagok kozé tartozik a petrdleum zselé (példaul a va-
zelin), a lanolin, polietilén-glikolok, alkoholok és ezek
kozlil kettd vagy tobb kombindcidéi. A hatdanyag altalaban a
készitmény toémegére szamitott 0,1-50 tomeg%, példaul 0,5-2
tomeg% koncentracidéban van jelen.

Lehetséges a bérén keresztili adagolas 1is. Bdrodn
keresztili adagolasra megfeleld gydgyaszati készitmények
eldallithatok olyan kiilonalld tapaszok formajaban, amelyek
a kezelt személy epidermiszével hosszabb idétartamon ke-
resztil érintkezésben maradnak. Ilyen tapaszok megfelelden
tartalmazzak az adott esetben pufferolt, vizes oldatban
1évé, egy ragasztdanyagban feloldott és/vagy diszpergalt
vagy egy polimerben diszpergdlt taldlmany szerinti vegyu-
letet. A hatdanyag megfeleld koncentracidja korulbelll 1-
-35 %, eldnydsen korilbelul 3-15 %. Egy konkrét lehetdség-
ként a vegylulet eljuttathatd a tapaszbdl elektron transz-

porttal vagy iontoforézissel, amelyet példaul a Pharmaceu-
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tical Research, 3 (6), 318 (1986.) szakirodalmi helyen is-
mertetnek.

Barmely esetben, az egységddzis kiszerelés eldallitasa
érdekében a vivdéanyagokkal kombindlhaté hatdanyag mennyi-
sége a kezelt személytdl és az adagoléds konkrét médjatol
fiuggben valtozd.

Az oralis adagoléasra alkalmas szilard dézisformak, igy
a fent emlitett kapszulak, tablettdk, piruléak, porok, zse-
latin kapszuladk és granuldtumok egy vagy tobb talalmany
szerint alkalmazhatdé vegyiletet legaldbb egy kd&zombos
higitéanyaggal, 1gy példaul szacharézzal, laktézzal vagy
keményitdével keverve tartalmaznak. Ilyen dobzisformék az
4ltalanos gyakorlat szerint tovabbi, a k&ézémbos higitd-
anyagoktol eltérd anyagokat, 1igy példaul ken6anyagokat,
példaul magnézium-szteardtot vagy oldddast eldsegitd anya-
gokat, igy példaul ciklodextrineket 1is tartalmazhatnak. A
kapszulak, tablettak, porok, granuldtumok, zselatin kap-
szulak és piruldk esetében a dézisforma pufferanyagokat is
tartalmazhat. A tablettdk és piruldk ellathatdék tovabba
bélben 0lddédd bevonatokkal.

Az oralis adagolasu folyékony dézisformak lehetnek
gybdgyaszatilag elfogadhatdé emulzidk, oldatok, szuszpenzi-
6k, szirupok és elixirek, amelyek a szakterlleten altala-
ban alkalmazott k&zombds higitészereket, igy példaul vizet
tartalmaznak. Ilyen készitmények tartalmazhatnak adjuvan-
sokat, igy példaul nedvesitdészereket, emulgealdszereket és
szuszpendalészereket, édesitdészereket, 1izesitdszereket és

illatanyagokat is.
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Injektalhatd készitmények, példaul steril injektalhatd
vizes vagy olajos szuszpenzidk kiszerelhetdk a szakterile-
ten ismert eljarasok szerint, megfeleld diszpergald- vagy
fixadlo- és szuszpendadlészerek alkalmazasaval. A megfeleld
injektalhaté készitmény lehet egy nemtoxikus parenteralis
adagolasra elfogadhaté higitéanyagban vagy olddszerben le-
vé steril injektalhaté oldat vagy szuszpenzid, példaul
1,3-butandiolban képzett oldat formajaban is. Az alkalmaz-
haté vivdanyagok és olddészerek a viz, a Ringer-féle oldat
és az izotén natrium-klorid-oldat. Tovabba, é&ltalaban al-
kalmaznak steril, rogzitett olajokat oldészerként vagy
szuszpendald kézegként. Erre a célra barmely fertdtleni-
tett, rogzitett olaj alkalmazhaté, ezen belil szintetikus
mono- és digliceridek. Tovabba injektalhatd készitmények
elBallitasaban zsirsavak, 1gy példaul oleinsav alkalmazha-
tok.

A gyogyaszatilag elfogadhaté viv&anyagként az Osszes
eldébb emlitett anyag (és az azokhoz hasonlé természetdi
anyagok) alkalmazhatod.

Kombindcibés terdpidban a taldlmanyban alkalmazhatd te-
rédpias szerek kozil két vagy tobb adagolasa térténhetAegy—
mast kodvetden kiilonalld kiszerelésekben vagy végrehajthatéd
egyideji adagolassal egységes kiszerelésben vagy kilénalld
kiszerelésekben. Az adagolas torténhet oralis uton vagy
intravénas, izomba adott vagy bdr ald adott injekcidval. A
kiszerelés lehet nagy (bolus) injekcié formajaban vagy vi-
zes vagy nem-vizes 1izotdén steril injekcid oldatok vagy

szuszpenzidék formajaban. Ezek az oldatok és szuszpenzidk
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eldallithatok egy vagy tobb gydgyaszatilag elfogadhatd vi-
v8anyagot, higitdanyagot vagy kotdanyagot, 1igy peéldaul
zselatint vagy hidroxi-propil-metil-cellulézt egy vagy
tébb kendanyaggal, tartdsitdszerrel, feludletaktiv anyaggal
vagy diszpergaldszerrel egyilitt tartalmazd steril porokbol
vagy granuldtumokbdl.

Ordlis adagolés esetében a gydgyaszati készitmény le-
het példaul tabletta, kapszula, szuszpenzid vagy folyadék
formaju. A kapszuldk, tablettdk, stb. a szakteruleten jol
ismert, hagyomanyos eljardsokkal allithatdk eld. A gydégy-
dszati készitményt eldénydsen a hatdanyag vagy hatdanyagok
meghatdrozott mennyiségét tartalmazé dézisegység formaja-
ban 4allitjuk el&é. A dbzisegységekre példak a tablettak
vagy a kapszuldk. Ezek eldényosen a fent leirt mennyiségben
egy vagy tobb terédpids vegylletet tartalmaznak. Példaul
egy CETP-inhibitor esetében a dbzistartomany lehet korul-
beliil 0,01-500 mg/nap vagy - a specifikus inhibitortdl
fiiggéen - barmely mas dbézis, amint az a szakteruleten is-
mert.

Egy fibrinsav-szarmazék esetében a doézis lehet koérdl-
peliil 0,01-500 mg vagy - a specifikus inhibitortdl figgben
- barmely mas doézis, amint az a szakteriileten ismert.

A hatobanyagok adagolhatdék injekcidval olyan készit-
ményként, amelyben megfeleld viv&anyagként példaul sdéol-
dat, dextréz vagy viz alkalmazhaté. Minden terapias hato-
anyagra megfelelé napi dézis az a mennyiseg, amellyel azo-
nos vérsavd hatdanyag-koncentracid érhetd el, mint a fen-

tebb ismertetett ordlis adagolés utjan.
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A terdpias vegyluletek adagolhaték tovabba az oralis-
-oralis, az oréalis-parenterdlis vagy a parenteréalis-paren-
teralis adagolasi médok barmely kombindcidjakeént.

A gyoégyaszati készitmények adagolhatdk oralis formaban
vagy intravénds adagolassal a talalmany szerinti kezelési
eljarasokban vald alkalmazasra. Elényds az oralis adagola-
su kombinaciés terapia. Az oralis adagolas dézisa megvald-
sithaté olyan adagolédsi renddel, amely egyszeri napi dé-
zist, vagy minden masnap egyszeri ddbzist igényel, vagy
napkodzben toébb, szétosztott dézist igényel. A kombindcids
terapidt alkotd terdpids vegylletek adagolhatdk egyideji-
leg, akar kombinalt ddézisformdban, akédr elkildnilt, lénye-
gében egyidejl oralis adagolasra szant dézisformakban. A
kombinaciés terapiat alkotd terdpiés vegylletek adagolha-
ték egymast kovetden, egyltt valamely kétlépéses lebomlast
igénylé adagolédsi rend szerint adagolt terapias vegyllet-
tel. Ezaltal az adagoldsi rend a terapias vegylletek egy-
mast kodvetd adagolasat kovetelheti meg a kiilonalld hatéd-
anyagok szétosztott lebontasaval. A tobb lebontéasi lépés
kézotti idétartam néhany perctdl tobb 6raig terjedhet, az
egyes terapias vegyliletek tulajdonsagaitdl, igy példaul
erédsségtsdl, oldhatdésagtdl, bioldgiai hozzaférhetdségtdl,
vérsavd felezési idét8l és a terdpids vegyllet kinetikai
profiljatél, tovabba az étel emésztésének hatéasatdl és a
kezelt személy életkoratdl és allapotatdl fluggéen. A cél-
molekula koncentracidjanak 24 oras valtozésa szintén meg-
hatdrozhatja az optimalis dézis adagolasi iddkoézt. A kom-

binalt terapia terapids vegylletei attdl fiuggden, hogy
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egyidejlileg, lényegében egyidejileg vagy egymast kovetden
kerilnek adagolasra olyan adagolasi rendet eredményezhet-
nek, amely egy terapias vegyulet oralis Gton toérténd ada-
golasat és egy masik terdpias vegyulet intravénas adagola-
sdt teszi sziikségessé. Attdl fliggbéen, hogy a kombindlt te-
rdpia terdpids vegylleteit oralis vagy intravénéas uton,
kilon vagy egyutt adagoljuk, minden ilyen terapias vegyu-
let gydgyaszatilag elfogadhatdé toltdanyagokbdl, higitd-
anyagokb6l vagy més kiszerelési osszetevdkbdl alld, megfe-
lelé gydgyaszati kiszerelésben van. A teradpias vegyllete-
ket tartalmazéd, megfeleld, gydgyaszatilag elfogadhatd ki-
szereléseket fent ismertettik.

A kovetkezdSkben ismertetjik a taldlmany szerinti keze-
lési rendet. Szamos tényezd szerint valaszthatdé ki az az
adagolasi rend, amely megakadalyozza, megszinteti vagy
enyhiti a hiperlipémids rendellenes &allapotot, mint példa-
ul az érszikilet egy elemét vagy amely védelmet nyujt a
koleszterin magas plazma- vagy vér-koncentracidéja ellen
vagy a taladlmény szerinti vegylletek és/vagy készitmények
alkalmazasaval azokat kezeli. Ezen tényezd&k kozé tartozik
a kezelt személy tipusa, életkora, testtomege, neme, ét-
rendje és egészségi A&allapota, a betegség sulyossaga, az
adagolasi méd, farmakoldgiai megfontoléasok, igy példaul a
konkrét alkalmazott vegyllet aktivitasa, hatéasossaga,
farmakokinetikai és toxikoldgiai profilja, az, hogy hatd-
anyag szallitédsi rendszert alkalmazunk-e és hogy az ada-
golt vegyiulet egy hatdanyag kombinacidé része-e. Ezért a

konkrétan alkalmazott adagoldsi rend széles kdrben valtoz-

94847-7215A-MOI/KmO



tathatd, és a fent meghatarozott eldnyts adagolasi rendtdl
eltérhet.

Hiperlipidémids &llapottél szenvedd beteg kezdeti ke-
zelése a fentiekben ismertetett dbézisokkal kezd&dhet. A
kezelésnek altalaban szUkség szerint tdbb hetes - tobb hé-
napos vagy éves iddétartamon keresztil kell tartania, amig
a hiperlipidémids 4&llapot csékken vagy megszlnik. Az itt
ismertetett vegyiiletekkel vagy készitményekkel kezelt sze-
mélyeket rendszeresen ellendrizhetjik, példaul a vérsavd
LDL és az oOsszkoleszterin szintek a szakterilleten ismert
barmely eljarassal vald mérésével, a kombinicids terédpia
hatasossdgdnak meghatérozasa érdekében. Az ilyen adatok
folyematos elemzése lehetdvé teszi a kezelési rend médosi-
tasat a terapia alatt annak érdekében, hogy minden id&-
pontban minden terapias vegyulet optimalis mennyiségét
adagoljuk, és annak érdekében, hogy a kezelés id&étartama
is megallapithaté legyen. Igy a kezelési rend/adagoléasi
beosztéds ésszerlien médosithatd a terapia alatt annak érde-
kében, hogy a terapias vegyililetek azon legalacsonyabb
mennyiségét adagolijuk, amelyek kielégitd hatdasossagot mu-
tatnak és annak érdekében, hogy az adagolas csak addig
tartson, amig az a hiperlipidémiés dllapot sikeres kezelé-
se érdekében sziikséges.

Az itt ismertetett kombinacid jelentds elénye lehet a
hiperlipidémids 4&llapotok, igy példaul érszlkilet és
hiperkoleszterinémia kezelésében hatédsos egyes terapias
vegyliletek vagy az &sszes terapias vegyllet mennyiségének

csOkkentése.
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A talalmany egy kiviteli alakja kombinacids terapiat
ismertet, amelyben egy CETP-inhibitor elsd mennyiségét és
egy mas, hiperlipidémia vagy érszikilet megeldzésében vagy
kezelésében alkalmazhatd, sziv-érrendszeri terapias vegyl-
let mésodik mennyiségét alkalmazzuk, ahol az elsé és a ma-
sodik mennyiségek egyitt a szdéban forgd vegylletek
hiperlipidémias &llapot ellen hatésos mennyiségét vagy ér-
szlikilet ellen hatdsos mennyiségét képzik. A taldlminy
szamos kiviteli alakja k&ézil egy példa egy fibrinsav-szar-
mazék és egy CETP-inhibitor terdpids ddbzisait tartalmazd
kombindcids terépia.

A taldlmany szerinti kiviteli alakok magukban foglal-
hatnak két vagy tobb, itt ismertetett vagy a talalmany
targyi korébe utalt terdpiés vegyliletet alkalmazé kombina-
ciés terapiat. A kombindcidés terapia szerint két vagy
tdbb, kulonbozé kémiai vegylletcsoportbdl szarmazd terapi-
4s vegyuletbdl allhat, példaul fibrinsav-szarmazékokbdél és
CETP-inhibitorokbél terapids kombindcié hozhatd 1létre. A
terapids kombindcidk kettdénél tobb terapias vegylletet
tartalmazhatnak. Példaul a terdpia 4&allhat egy fibrinsav-
-szarmazék, egy CETP-inhibitor és egy HMG CoA reduktaz in-
hibitor alkalmazasabél. Alternativ megolddsként a terapia
két vagy tobb, azonos kémiail csoportba tartozd terapias
vegyiletbdl &llhat, ilyen a két vagy tobb fibrinsav-szar-
mazékot vagy két vagy toébb CETP-inhibitort tartalmazd kom-
binacids terapia.

A taldlmany egy tovabbi kiviteli alakja az itt ismer-

tetett sziv-érrendszeri kombindcids terdpiak barmelyikének
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alkalmazasa hiperkoleszterinémia, érszikilet vagy
hiperlipidémia megeldzésére vagy kezelésére.

A kdvetkezd, nem korlatozd értelmd példak a talalmany
szamos vonatkozasanak szemléltetésére szolgéalnak.

Példak

A 3. tabladzat a taldlmany azon nagyszamu kombinacidi
kozil ismertet néhanyat, amelyben a kombinaciés készitmény
egy CETP-inhibitor elsé mennyiségét és egy fibrinsav-szar-
mazék masodik mennyiségét tartalmazza, ahol az elsd és ma-
sodik mennyiségek egyutt a szdéban forgd vegylletek
hiperlipidémids allapot ellen hatdsos mennyiségét vagy ér-

szlkiilet ellen hatdsos mennyiségét képzik.

3. tablazat

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

sorszama
127. c-7 binifibrat
128. Cc-8 binifibrat
129. C-9 binifibrat
130. C-10 binifibrat
131. Cc-11 binifibrat
132. C-12 binifibrat
133. Cc-13 binifibrat
134. C-14 binifibrat
135. C-15 binifibrat
136. C-16 binifibrat
137. c-17 binifibrat
138. Cc-18 binifibrat
139. Cc-19 binifibrat
~40. C-20 binifibrat

Bioldégiai vizsgalatok

A talalmany szerinti kombinacidk alkalmazhatdsagat a
kovetkezd vizsgalatok segitségével mutathatjuk be. Ezeket
a vizsgalatokat in vitro és allatmodellekben hajtjuk vég-
re, lényegében a taldlmany alkalmazhatésdganak bemutatasa-

ra alkalmasként elfogadott eljdrdsok segitsegével.

H14 sejtekben IBAT-kézvetitett '‘C-taurokolat (TC) fel-

vételt gatld vegyiiletek in vitro vizsgalata

Emberi IBAT cDNS-sel (H14 sejtekkel) keresztfertdzott
(a tovabbiakban: transzfektdlt) ujszilott horcsdg vesesej-
teket (BHK) 96-iiregi Top-Count szovettenyészet talcakon
beoltunk 60000 sejt/iireg mennyiségben a beoltastdl szami-
tott 24 o6ran belili vizsgalatokhoz, 30 000 sejt/Ureg meny-
nyiségben 48A 6ran belili vizsgaélatokhoz és 10 000
sejt/lUreg mennyiségben 72 éran beluli vizsgédlatokhoz.

A vizsgalat napjan a sejt monoréteget 100 pl vizsgala-
ti pufferrel (Dulbecco-féle médositott Eagle-kézeg, 4,5
g/liter glukdézzal és 0,2 vegyes$ zsirsavmentes szarvasmar-

ha szérum albuminnal (FAF)BSA kiméletesen egyszer mossuk.
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Minden titraldé idreghez 50 pl kétszeres koncentraciéju,
vizsgalati pufferben lévé tesztvegylletet és 50 pl vizsga-
lati pufferben 1lévé 6 uM [*C]-taurokolatot (a [''C]-
-taurokolat végsd koncentracidéja 3 pM) adunk. A sejttenyé-
szet talcakat 2 6éraig 37 °C hémérsékleten inkubaljuk, majd
minden titraldé tlreget 100 pl 4 °C hémérsékletld, 0,2 ve-
gyes% (FAF)BSA-t tartalmazé Dulbecco-féle foszfat-puffe-
rolt sdéoldattal (PBS) kétszer mosunk. A titrald Uregeket
még egyszer 100 pl 4 °C hdémérsékletd (FAF)BSA-mentes PBS-
-tal mossuk. Mindegyikhez 200 upl folyadék szcintillaciéds
szamlalé folyadékot adunk, a talcdkat hegesztdézarral le-
zarjuk és 30 percig szobahdémérsékleten razzuk, majd a ra-
dioaktivitdst minden titralé Uregben Packard Top-Count
szamlald késziulékkel mérjuk.

A [**c]-alanin felvételt gatlé vegyiiletek in vitro

vizsgalata

Az alanin-felvétel vizsgdlatot azonos médon hajthatjuk
végre, mint a taurokolat-vizsgdlatot, azzal az eltéréssel,

hogy a jelzett taurokoldtot jelzett alaninra cseréljik.

A patkany csipébél ['‘C]-taurokolat epébe toérténd fel-

vételét gatld vegyuletek in vivo vizsgalata

(Lasd: '"Metabolism of 3a,7B-dihidroxy-7a-methyl-5B-
-cholanoic acid and 3a,7p-dihidroxy-7a-methyl-5B-cholanoic
acid in hamsters" in Biochimica et Biophysica Acta, 833,
196-202 (1985) by Une et al. szakirodalmi hivatkozast,
amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk.)

Him Wistar patkényokat (testtomegik: 200-300 g) inak-
tin 100 mg/kg dbzisaval altatjuk. Az epevezetékeket 10"
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hosszusagu PE10-csével kantilezzik. A vékonybelet kihelyez-
zik és fatyolszovet parnara kifektetjik. A kanult (1/8"
luer zar, kupos belsé csavarmenetes adapter) a veékonybél
és a cecum kapcsolddasatdl szamitott 12 cm-nél beilleszt-
jik. Hasadékot metszink 4 cm-re ettdl a csatlakozastdl (a
csipébél 8 cm hosszUsdgu darabjat alkalmazzuk). 20 ml pH =
6,5 kémhatasu Dulbecco-féle foszfat-pufferolt sdoldatot
(PBS) alkalmazunk a bél-szegmens kioblitésére. A tavoli
nyilast 20 cm hosszisdgu szilikoncsével (0,02" belsd atme-
ré x 0,037" kilsé atmérd) kanilezzik. A koézeli kanilt pe-
risztaltikus szivattyura akasztjuk, és a belet 20 percig
0,25 ml/perc &ramladsi sebességl meleg PBS-tal mossuk. A
bél-szegmens hémérsékletét folyamatosan figyelemmel kisér-
jik. A kisérlet kezdetekor 3 ml drtartalmia fecskenddvel
2,0 ml kontroll mintat (['*C]-taurokolat 0,05 mCi/ml és 5 mM
nem-radiojelzett taurokolat) toltink a bél-szegmensbe és
az epeminta gyUjtést elkezdjik. A kontroll mintat 0,25
ml/perc aramlasi sebességgel 21 percig infuzidéval adagol-
juk. Az epeminta frakcidkat minden 3 percben gydjtjik az
eljaras elsé 27 percére. A minta infuzid 21. perce utan a
csipébél hurkot 20 ml meleg PBS-tal kimossuk (30 ml-es
fecskendd alkalmazaséaval), majd a hurkot 21 percig meleg
PBS-tal 0,25 ml/perc aramlasi sebességgel kimossuk. A ma-
sodik perfuziét a fentiek szerint kezdjik, de tesztvegyu-
letet is adagolunk (21 perc adagolas, majd 21 perc kimo-
s&s), és az epét minden 3 percben gydjtjik az elsd 27

percre. Szilkség esetén harmadik perfazidét is veégrehajtunk
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a fentiek szerint, amely tipikusan a kontroll mintat tar-

talmazza.

A majbeli (hepatikus) koleszterin koncentracid

(HEPATIC CHOL) mérése

A majszovet tomegét megmérjik, és 2:1 aranyu kloro-
form-metanol elegyében homogenizaljuk. Homogenizacid és
centrifugdlas utdn a feliluszét elvalasztjuk é€s nitrogén-
gaz alatt szaritjuk. A maradékot izopropanolban feloldjuk,
és a koleszterin tartalmat enzimatikusan mérjik, a kolesz-
terin oxidaz és peroxidaz kombinacidjanak alkalmazasaval,
amint azt Allain, C. A. és munkatdrsai a Clin. Chem., 20,
470 (1974.) szakirodalmi helyen ismertetik (amelyre eztton

referenciaként hivatkozunk).

Maj HMG CoA-reduktaz aktivitas (HMG COPA) mérése

Ma&j mikroszdémakat 4&llitunk eld majmintak foszfat-
-szachar6z pufferben vald homogenizalasaval, majd centri-
fugalis elvalasztassal. A végsé centrifugalt anyagot puf-
ferben ujra szuszpenddljuk, és egy alikvotot vizsgalunk
HMG-Coa reduktaz aktivitasra 60 percig 37 °C hémérsékleten
14C-HMG-CoA (Dupont-NEN) jelenlétében vald inkubdléassal. A
reakciét 6 N-os HCl hozzdaddsaval leallitjuk, majd az ele-
gyet centrifugdljuk. A feliluszd egy alikvotjat veékonyré-
teg-kromatografids eljarassal elvalasztjuk, és az enzim-
terméknek megfeleld terméket a laprél lekaparjuk,
extrahdljuk és a radioaktivitast szcintillacidés szamlalod
segitségével meghatdrozzuk [Hivatkozds: Akerlund, J. és

Bjorkhem, I., J. Lipid Res., 31, 2159 (1990.)].
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A vérsavd koleszterin meghatarozasa (SER.CHOL, HDL-
-CHOL, TGI és VLDL + LDL)

A vérsavo-oOsszkoleszterint (SER.CHOL) enzimatikus uton
mérjik, a Wako fine Chemicals véallalat (Richmond, VA) al-
tal forgalmazott kereskedelmi forgalomban levd készlet al-
kalmazasaval (Cholesterol C11, kataldgusszam 276-64909). A
VLDL és LDL kicsapasa utdn a HDL-koleszterint (HDL-CHOL)
ugyanezen készlet alkalmazasaval mérjik a a Sigma Chemical
vallalat 4&ltal forgalmazott HDL koleszterin reagens

(katalébgusszam: 352-3) alkalmazaséval (dextran-szulfat el-

jaras). A vérsavd-oOssz-triglicerideket (kontroll nélkuli
vizsgalat) (TGI) enzimatikus uton a Sigma Chemical valla-
lat altal forgalmazott GPO-Trinder alkalmazasaval

(kataldégusszam: 337-B) mérjik. A VLDL és LDL (VLDL + LDL)
koleszterin koncentracidkat az ossz- és a HLD koleszterin

koncentraciéja kiloénbségeként szamitjuk.

A majbeli koleszterin 7oa-hidroxilaz aktivitas (7a-

-OHase) mérése

M&j mikroszémakat 4llitunk eldé majmintédk foszfat-
-szacharéz pufferben tdrténd homogenizalasaval, majd cent-
rifugas elvalasztassal. A végsé centrifugalt anyagot puf-
ferben Ujraszuszpenddljuk és egy alikvotot 5 percig 37 °C
hémérsékleten NADPH jelenlétében toérténd inkubéaléassal
vizsgalunk koleszterin 7a-hidroxilaz aktivitasra. Petrdle-
um-éterbe torténd extrakcid utdn a szerves olddszert bepa-
roljuk, és a maradékot acetonitril-metanol elegyében fel-
oldjuk. Az enzimatikus terméket az extraktum egy alikvot-

janak C-18 forditott fazist HPLC oszlopra toérténd injekta-
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lasaval és az eludlt anyag 240 nm hulldmhosszndl UV detek-
torral végrehajtott kvantitativ elemzésével elvalasztjuk.
[Hivatkozds: Horton, J. D. és munkatdrsai: J. Clin.

Invest. 93, 2084 (1994.)].

Az iUriillékben lévd epesav koncentracidé (FBA) mérése

Egyenként elhelyezett patkdnyokbdl szarmazé driulék
teljes mennyiségét 24 vagy 48 o6ra iddétartamban Ssszegyljt-
juk, nitrogéngdz 4&ramban szaritjuk, poritjuk és tomegét
mérjuk. Korilbelil 0,1 g-ot kimérink és szerves olddszerbe
(butanol-viz) extrahdljuk. Elvédlasztéds és szaritds utén a
maradékot metanolban feloldjuk és a jelenlévd epesav meny-
nyiségét enzimatikus uUton mérjuk, az epesav 3a-hidroxi-
szteroid szteroid-dehidrogendzzal a NAD redukdlasat ered-
ményezd reakcidjanak alkalmazasaval [lasd: Mashige, F. és
munkatdrsai: Clin. Chem., 27, 1352 (1981.), amelyre ezuton

referenciaként hivatkozunk].

[3H] -taurckolat felvétel nyul kefeszegély membran

vezikulumokban (BBMV)

Nyul csipébél kefeszegély membranokat &llitunk elé fa-
gyasztott csipdébél nyalkahartyébdél a Malathi és munkatar-
sal &ltal a Biochimica Biophysica Acta, 554, 259 (1979.)
szakirodalmi helyen (amelyre ezuton referenciaként hivat-
kozunk) ismertetett kalcium kicsapasos eljarassal. A
taurokolat mérésére iranyuld eljaras lényegében megegyezik
a Kramer és munkatdrsai 4altal Biochimica Biophysica Acta,
1111, 93 (1992.) szakirodalmi helyen (amelyre ezuton refe-
renciaként hivatkozunk) ismertetett eljaréassal, azzal az
eltéréssel, hogy a vizsgdlati mennyiség 200 pl 100 pl he-
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lyett. Roviden, szobahémérsékleten 190 pl, 2 uM PH]—
-taurokolatot (0,75 pCi), 20 mM trisz-puffert, 100 mM
NaCl-ot, 100 mM pH=7,4 kémhatdsl mannitot tartalmazd olda-
tot 5 masodpercig 10 pl kefeszegély membran vezikulumokkal
(60-120 pg protein) inkub&lunk. Az inkubécidét a BBMV hoz-
zdadasaval kezdjuk keverés kdzben, és a reakcidét 5 ml jég-
hideg puffer (20 mM HEPES-trisz, 150 mM KCl) hozzdaddsa-
val, majd azonnal nylon szUré§ (pdrusméret: 0,2 pm) alkal-
mazasaval vald szlréssel és tovabbi 5 ml ledllitd puffer-

rel valdé mosédssal allitjuk le.

Acyl-CoA; Koleszterin acil transzferaz (ACAT)

Horcsdg mé&j és patkany bél mikroszémakat allitunk eld
szodvetekbdl, korabban a J. Biol. Chem., 255, 9098 (1980.)
szakirodalmi helyen (amelyre ezuton referenciaként hivat-
kozunk) ismertetett eljdréassal, és ACAT-enzim forrasként
alkalmazzuk azokat. A vizsgalat 50 mM-os natrium-foszfat-
ban 1évé, 24 pM oleoil-CoA-t (0,05 nuCi), 2 mM pH=7,4 kém-
hatéasu, 0,25 BSA-t és (200 png mikroszémas proteint tartal-
maz6) DTT-puffert tartalmazdé 2 ml vizsgalati folyadék
inkubdlasabdél all. A vizsgdlatot az o0leoil-CoA hozzdadasa-
val kezdjuk. A reakcidé 5 percig 37 °C hémérsékleten tart,
és 8,0 ml 2:1 aranyua kloroform - metanol hozzadadasaval 4l-
litjuk le azt. Az extraktumhoz 125 pg kloroform - metanol
elegyében képzett koleszterin-oleatot adunk vivéanyagként,
és az extraktum szerves és vizes fazisait alapos orvényke-
verés (vortex) utdni centrifugalassal elvalasztjuk. A klo-
roformos fézist szaritjuk, szilikagél-60-TLC lapra csep-

pentjuik és 9:1 ardnyu hexan - etil-éter alkalmazasaval
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kromatografdljuk. A keletkezd koleszterin-észter mennyisé-
gét a TLC-lapon 1évd koleszterin-oleat folt radioaktivita-
sa Packard Instaimager alkalmazdsaval torténd mérésével

hatdrozzuk meq.

Kutya-modell lipidcsokkenté hatdanyagok értékelésére

Him vadaszkopd fajtaju kutyadkat (amelyeket a Marshall
farmoktdl szereztiink be és testtdomegik 6-12 kg) naponta 2
6raig téaplalunk és vizzel igény szerint latjuk el. A ku-
tyadkat véletlenszerlen sorolhatjuk adagolasi csoportokba,
amelyek mindegyike 6-12 kutyabdél all a kovetkezdk szerint:
vivéanyag gyomorszajba adagoléassal; 1 mg/kg hatdanyag gyo-
morszajba adagolédssal; 2 mg/kg hatdanyag gyomorszajba ada-
goléassal; 4 mg/kg hatdanyag gyomorszajba adagolassal; 2
mg/kg hatdanyag kapszuldban 1lévé por adagoléasaval. Vizes
oldatban (példaul 0,2 % Tween 80 oldat, polioxietilén-
-monooleadt, Sigma Chemical vallalat, St. Louis, MO) oldott
teradpiads anyag gyomorba adagolasat kivitelezhetjiik gyomor-
szajon &t taplald csé alkalmazasaval. Az adagolas megkez-
dése eldtt, reggel etetés eldtt vérmintat vehetink a fej-
verdérbdl a vérsavd koleszterin (Ossz- és HDL) és trigli-
ceridszint mérése érdekében. Tobb egymast kovetd napon a
hatéanyagokat reggel, etetés eldétt adagoljuk az allatok-
nak. Az &llatokat 2 oéraig engedjik taplalkozni, mieldtt
minden maradék ételt elvonunk. Az lrtléket a vizsgalat vé-
gén 2 nap alatt Osszegyljtjik és epesav- vagy lipid-tarta-
lomra elemezhetjik. A kezelési periddus végén vérmintékat
is veszink a vérsavd lipidszintek el&zetes vizsgalatéaval

vald osszehasonlitdsra. A statisztikaili szignifikancia ér-

94847-7215A-MOI/KmO

ee00 o0
P



téket az altaldnos Student-féle T-prdba alkalmazasaval ha-

tarozzuk meg, p<0,05 szignifikancia értékkel.

Kutya vérsavé-lipid mérés

Koplaltatott kutyadk fejverderébdl vérmintat gyljtidnk
vérsavd-elvalasztd csovekbe (Vacutainer SST, Becton
Dickonson and Co., Franklun Lakes, NJ). A vért 2000 fordu-
lat/perc fordulatszam mellett 20 percig centrifugaljuk és
a vérsavdt dekantaljuk.

Az Osszkoleszterint 96 Uregd titrdldétdlcédn mérhetjik
Wako enzimatikus diagndézis készlet (Koleszterin-CII) (Wako
Chemicals Vallalat, Richmond, VA) alkalmazadsaval, kolesz-
terin oxidadz reakcié alkalmazasaval, amely hidrogén-
-peroxidot termel, amelyet kolorimetridsan mériink. A talca
elsé két oszlopardl 0,05-10 ng koleszterin értékek kozott
standard gorbét allitunk eld. Megkettdzve a vérsavd mintéa-
kat (20-40 pl a vart lipid koncentracidétél fiuggden) vagy
ismert vérsavd kontroll mintdkat adunk hozza az lregek el-
vadlasztasara. Vizet adunk hozza, 1igy minden egyes lreg
térfogatat 100 upl-re allitjuk be. A szinreagens 100 pl-es
alikvotjat adjuk minden ureghez, és a talcakat 500 nm hul-
lamhossznal 37 °C hémérsékleten torténd 15 perc inkubacid
utan mérjuk.

A HDL koleszterint a Sigma-készlet (sorozatszam: 352-
-3; Sigma Chemical vallalat, St. Louis, MO) alkalmazasaval
vizsgadlhatjuk, amely dextran-szulfat és magnézium-ionokat
alkalmaz, az LDL és a VLDL szelektiv kicsapasara. Minden
egyes vérsavd minta 150 pl-ét adunk az egyes mikrotitrald

csovekhez, majd 15 pl HDL koleszterin-reagenst (Sigma, so-
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rozatszam: 352-3) adunk hozzajuk. A mintdkat keverjuik és
5000 fordulat/perc fordulatszadm mellett 5 percig centrifu-
gadljuk. A fellluszdé 50 pl alikvotjat 200 pl sdoldattal
keverjik és az Osszkoleszterin mérésére alkalmazott eljé-
rassal azonos eljards szerint vizsgdljuk.

A triglicerideket a 337. sorozatszamid Sigma-készlet
alkalmazasaval, 96-uUregl titraldé talcan mérjlik. Az eljarés
a glicerint méri a trigliceridek lipoprotein-lipazzal vald
reakcidjanak kovetkeztében felszabaduldsa utan. A standard
gdorbe eldadllitdsdra a glicerin 1-24 ng-ig terjedé standard
oldatait (Sigma, sorozatszam: 339-11) alkalmazzuk. Vérsavd
mintdkat (20-40 pl a vart lipidkoncentrdaciétdl fiuggdben)
adunk az liregekhez (duplikalva). Vizet adunk az tlregekhez,
igy azok térfogatat 100 pl-re &llitjik be, és 100 pl szin
reagenst is adunk minden lreghez. Keverés és 15 perc inku-
bdcidé utdn a talcakat 540 nm hullédmhosszon mérjik és a
triglicerid-értékeket a standard gorbébdl szamitjuk. Is-
métlési talcat is reagaltatunk vak enzim reagens alkalma-
zdsaval, 1igy a vérsavé mintdkban az endogén glicerint kor-
rigaljuk.

Kutya iurilék-epesav mérés

Urilékmintdkat gyljtuink az allatok Urilék epesav (FBA)
koncentracidjanak meghatarozasara. Az UuUrulékmintakat a
vizsgalat utolsd 48 oérajdban gyldjtjiuk 2 egymédst kovetd 24
éras id&étartamra, mindkét napon reggel 9 és 10 6ra kozott,
a hatodanyag adagolasat és az etetést megeldzden. Az elva-
lasztott, 2 napra vonatkozd 4&dllatonként gylGjtott mintak

tomegét mérjuik, a mintdkat egyesitjik és feldolgozd készi-

94847-7215A-MOI/KmO



eee o o
e sasge o
.

lékben (Cuisinart) desztillalt vizzel homogenizaljuk, 1igy
homogén zagyot A&llitunk eldé. A homogenizatum korilbelul
1,4 g mennyiségét 50 %-os végsd koncentracidéju 2:0,6 ara-
nyld tercier-butanol - desztillalt viz elegyben 45 percig
37 °C-os vizfird8ben extrahdljuk és 13 percig 2000 g érték
mellett centrifugaljuk. Az epesavak koncentracidéjat
(mmol/nap) meghatarozhatjuk 96 Uregd enzimatikus vizsgala-
ti rendszer (1,2) alkalmazasaval. Az Urulék extraktum 20
nl alikvotjat adjuk két sorozathoz, amelyek mindegyike héa-
romszorozott tUregekben van 96-Uregld vizsgdlati talcan.
Standardizalt natrium-tauroklorat-oldatot és standardizalt
urulék extraktum-oldatot (amelyet el&zdleg Osszegyljtott
mintdkbdél &llitottunk eld és annak epesav koncentracidjara
nézve elemeztiink) szintén elemzink a vizsgdlat mindségi
ellendrzése érdekében. Standard gorbe eldallitasa érdeké-
ben sorozatban higitott, 20 pl natrium-tauroklorat alikvo-
tokat hasonldéan adunk a haromszorozott Uregek két soroza-
tdhoz. Minden titralé ireghez 1 M-os hidrazin-hidratot,
0,1 M-os pirofoszfatot és 0,46 mg/ml NAD-ot tartalmazé 230
nl reakcidelegyet adunk. Ezutan 50 nl 3a-hidroxiszteroid
dehidrogenaz enzim (HSD; 0,8 egység/ml) alikvotot vagy
vizsgalati puffert (0,1 M-os natrium-pirofoszfat) adunk a
meghdromszorozott mintdk két sorozata k&ézil az egyikhez.
Minden reagenst a Sigma Chemical vallalattdél (St. Louis,
MO) szerezhetink be. 60 perc szobahdémérsékleten végrehaj-
tott inkubacidé utdn az optikai slrliséget 340 nm-nél mérjik
és minden egyes meghdromszorozott mintasorozat kdzépérték-

ét szamitjuk. AZ optikai strlség * HSD enzim kildnbséget
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alkalmazzuk az epesav koncentrdcidé (mM) megnatdrozasara
minden egyes minta esetében a natrium-tauroklorat standard
gorbe alapjan. Minden &llatra az extraktum epesav-koncent-
rdcidjat, az Urulék-homogenizatum tomegét (gramm) és az
dllat testtomegét haszndljuk a megfeleld FBA koncentracid
(mmol/kg/nap) szamitasara. A kontroll csoport (vivdanyag-
gal kezelt) FBA-koncentraciéjanak (mmol/kg/nap) kozépér-
tékét kivonjuk minden kezelési <csoport FBA-koncentra-
ci6jabdl a kezelés eredményekénti FBA-koncentracidé-noveke-

dés (delta-érték) meghatarozasara.

CETP aktivitas vizsgalat emberi vérsavéban (tricium-

~tartalma koleszteril-észter)

Vérmintat gydjtink egészséges onként jelentkezdktdl. A
vért EDTA-t tartalmazé csovekbe gyljtjuk (EDTA vérsavd
gydjté). A koradbban -20 °C hémérsékleten tarclt EDTA embe-
ri vérsavd gytujtét szobahdmérsékletre melegitjik és 5 per-
cig centrifugdljuk (a makrorészecskés anyag eltavolitasa
érdekében. A koleszteril-észter-csoportban radioaktiv jel-
zéssel ellatott, tricium-tartalmu HDL-t ([*H] CE-HDL)
Morton és Zilversmit &ltal a J. Biol. Chem., 256, 11992-
-11995 (1981.) szakirodalmi helyen ismertetett mdédon adunk
a vérsavoéhoz 25 pg/ml koleszterin végsdé koncentracidig. Az
inhibitorokat a k&vetkezd8k szerint adjuk a vérsavdhoz: a
[*H]CE-HDL-t tartalmazé vérsavd egyenld térfogatait (396
nl) pipettaval adjuk mikrocsovekhez (Titertube®, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Az 4&ltaldban 20-50 mM kon-
centracidoju torzsoldatokként, DMSO-ban feloldott vegyule-

teket sorozatszerlien DMSO-ban vagy bizonyos esetekben méas
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oldészerben (igy példaul dimetil-formamidban vagy etanol-
ban) higitjuk. Az inhibitorok sorozatban higitott oldatai
mindegyikéb&l 4 npl-t vagy onmagaban DMSO-t adunk minden
vérsavéot tartalmazéd kémcsShdz. A kémcsdveket azonnal ke-
verjuk. Minden vérsavd tdrold csébSl haromszorozott
alikvotokat (100 pl) viszink at 96-lreqgl gomb-alju polisz-
tirol mikrotitrald tdlcak (Corning, Corning, NY) tiiregeibe.
A talcakat mianyag filmmel lezarjuk és 37 °C hémérsékleten
4 6raig inkubdljuk. A vizsgalati uregek a vérsavédt és az
inhibitor vegyuletek higitdsait tartalmazzak. A kontroll
dregek vérsavodt és csak DMSO-t tartalmaznak. A vak Uregek
vérsavét és olyan dnmagdban alkalmazott DMSO-t tartalmaz-
nak, amelyet a mikrocsdvekben 4 °C hémérsékleten hagytunk
a 4 dras inkubadcid céljabol, és az inkubaciés id&szak vé-
gén mértik a mikrotitrdlé Uregekbe. A VLDL-t és LDL-t min-
den Udregben 10 pl csapadékképzd reagens (1 vegyes$
dextranszulfat (Dextralip50) /0,5 M magnézium-klorid,
pH=7,4) hozzdadasaval kicsapjuk. Az Uregeket a talcakeve-
rén elegyitjuk, majd szobahémérsékleten 10 percig
inkubaljuk. A tdlcdkat 30 percig 10 °C hémérsékleten 1000
g mellett centrifugdljuk. A felilaszdkat (50 pl) minden
Uregbd8l Picoplate™ 96-iliregdi titraldé talcara (Packard,
Meriden, CT) helyezzik, amely 250:1 Microscint™-4Q
(Packard, Meriden, CT) reagenst tartalmaz. A t&lcdkat he-
gesztdzarral latjuk el (TopSeal™-p, Packard, Meriden, CT)
a gyartd utasitdsai szerint és 30 percig keverjuk. A ra-
dioaktivitast mikrotadlca szcintillacidés szamlaloén mérjuk

(TopCount, Packard, Meriden, CT). Az ICs, értékeket az in-
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hibitor vegyllet azon koncentracidéjaként hatarozzuk meg,
amely 50 %-kal gatolja a fH]CE atvitelét a feliluszéd
[*H]CE-HDL-b&1 a kicsapott VLDL-hez és LDL-hez a kontroll
Uregekben kapott atvitelhez képest. A maximalis szazalék-
ban kifejezett atvitelt (a kontroll Uregekben) a kovetkezd

egyenlet alkalmazdsaval hatarozzuk meg:

%-0s atvitel = [dpmvak - dpmkontroll] x 100

dpmvak
Az inhibitor vegylleteket tartalmazd Uregekben megha-
tarozott kontroll &atvitel szazalékos értékét a kovetkezdk

szerint hatdarozzuk meg:

%$-0s kontroll = [dpmyax — dpMteszt] x 100

dpMyax - dpMyontroll

AZ ICsy; értékeket a kontroll (%) pontsoraibdl szamitjuk

az inhibitor vegyllet koncentracidjaval szemben.

In vitro CETP-aktivitas

A vegylletek képességét a CETP-aktivitéds gatléséra
olyan in vitro vizsgadlattal mérjuk, amely a radioaktiv
jelzéssel ellatott koleszteril-észter ([3H]CE) atviteli
sebességét méri HDL donor részecskékté6l HDL akceptor ré-
szecskékig. A vizsgdlat részleteit Glenn és munkatéarsai a
Glenn és Melton, “Quantification of Cholesteryl Ester
Transfer Protein (CETP) : A) CETP Activity and B) Immuno-

chemical Assay of CETP Protein”, Meth. Enzymol., 263, 339-
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-351 (1996.) szakirodalmi helyen ismertetik. CETP-t cDNA-
-bé1l CETP-re transzfektadlt CHO-sejtek vérsavdémentes kondi-
ciondlt koézegébdl kaphatunk [lasd: Wang, S. és munkatar-
sai: J. Biol. Chem., 267, 17487-17490 (19%2.)]. A CETP ak-
tivitas mérésére [’H]CE-jelzett HDL-t, LDL-t, CETP-t és
vizsgdlati puffert (50 mM trisz-hidroximetil-aminometén,
pH=7,4, 150 mM natrium-klorid, 2 mM etiléndiamin-
-tetraecetsav; 1 % szarvasmarha vérsavd albumin) inkuba-
lunk 200 pl térfogatban 2 o6raig 37 °C hémérsékleten, 96
Uregl titrald talcan. AZ LDL-t 50 pl 1 vegyes%-os dextran-
-szulfat/0,5 M magnézium-klorid hozzdadésaval differenci-
dltan kicsapjuk, orvénykeverd (Vortex) alkalmazdsdval ke-
verjiuk és szobah&émérsékleten 10 percig inkubaljuk. 200 nl
oldatot Millipore szlrélapra helyezink. Szilirés utan a ki-
csapott LDL-ben levé radioaktivitast folyadék szcintilla-
cids szamlaldval mérjuik. A nem specifikus transzferre vagy
kicsapasra korrekcidét hajtunk végre olyan mintakkal, ame-
lyek nem tartalmaznak CETP-t. A [PHICE &atvitel sebessége e
vizsgdlatnak alkalmazasaval iddben ¢és a CETP-koncent-
racidkra nézve linearis legfeljebb 25-30 % A&tvitt [*H]CE
mennyiségig.

A tesztvegylletek erd&sségét meghatarozhatjuk a fent
ismertetett vizsgadlat végrehajtésaval a tesztvegylletek
kKilénbodzd koncentracidinak jelenlétében és a [’H]ICE HDL-
-b&1 az LDL-be torténd atvitelének 50 %-os gatlésahoz
szlkséges koncentrdcié meghatarozasaval. Ezt az értéket
ICso-ként definidljuk. Ezzel a vizsgalattal meghatéarozott

ICso értékek pontosak, amikor az ICso nagyobb mint 10 nM.
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Abban az esetben, amikor a vegyliletek nagyobb gdtld hatas-
sal rendelkeznek, az ICs; pontos mérései meghatdrozhatdék a
hosszabb inkubacidés idék (legfeljebb 18 oéra) és alacso-

nyabb CEPT-koncentracidk (<50 nM) alkalmazisival.

A CETP-aktivitas in vivo gatlasa

A CETP-aktivitds tesztvegyllet 4ltali gatlasat megha-
tadrozhatjuk a vegyllet intravénds injekcidéval vagy oréalis
adagolasaval egy 4allatnak, a tricium jelzéssel ellédtott
koleszteril-észter ([’H]JCE) HDL-t&1 a VLDL és LDL részecs-
kékhez torténd atvitt mennyiségének mérésével és ennek az
atvitt mennyiségnek a kontroll &llatokban mért Aatviteli
mennyiséghez hasonlitaséaval.

Him sziriai aranyhorcsogoket taplalunk a vizsgdlat
elétt legaldbb 2 hétig 0,24 % koleszterint tartalmazd pat-
kdny eledellel. Intravénas dbézissal kezelt &llatok eseté-
ben kdzvetlenil a kisérlet elétt az allatokat pentobarbi-
tallal altatjuk. Az altatést a kisérlet soran végig fenn-
tartjuk. Bennmaradé katétereket helyezink a nyakér vénéaba
és a nyaki verdérbe. A kisérlet kezdetekor minden 4&llat
0,2 ml [PH]JCE-HDL-t tartalmazé oldatot kap a nyakér vénaba.
A [PH]JCE-HDL tricium jelzéssel ellatott koleszteril-észtert
tartalmazé emberi HDL preparatum, amelyet Glenn és munka-
tarsai altal a Meth. Enzymol., 263, 339-351 (1996.) szaki-
rodalmi helyen ismertetett eljadrds szerint allitunk elé. A
tesztvegylletet 80 mM torzsoldatként a vivdanyagban fel-
oldjuk (2 % etanol és 98 % PEG 400, Sigma Chemical Valla-
lat, St. Louis, Missouri, USA) és akar bdélus injekcid,

akar folyamatos infuzidé alkalmazasaval adagoljuk. 2 perc-
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cel a [’HJCE-HDL dézis adagoldsa utan az 4allatok 0,1 ml
tesztoldatot kapnak a nyakér véndba vald fecskendezéssel.
A kontroll 4&llatok 0,1 ml intravénas vivdanyag-oldatot
kapnak tesztvegyulet nélkil. 5 perc mulva vesszlik az elsé
vérmintdkat (0,5 ml) a nyaki veréérbdl és etilén-diamin-
-tetraecetsavat tartalmazd standard mikrotarold csdvekben
gyldjtjiuk azokat. 0,5 ml sboldatot injektdlunk a katéter
kidblitésére és a vér térfogatdnak helyettesitésére. Azo-
nos eljarassal ujabb vérmintdkat veszink 2 oérandl és 4
6randl. A vérmintdkat jol elkeverjiuk és jégen tartjuk a
kisérlet befejezéséig. A vérsavét a vérmintdk 4 °C hémér-
sékleten valdé centrifugdlédsaval kapjuk. 50 pl vérsavét 5
pl csapadékképzd reagenssel (dextréan-szulféat, 10 g/l; 0,5
M magnézium-klorid) kezeljik, igy a VLDL/LDL-t eltéavolit-
juk. Centrifugdlés utan a HDL-t tartalmazdé feludluszd (25
pl) radioaktivitéasat folyadékszcintillacids szamlald al-
kalmazidsaval elemezziik.

A HDL-t6l az LDL-hez és VLDL-hez atvitt [’HJCE szaza-
lékos értékét (%-os Aatvitel) a csapadékképzés eldtt egyen-
értékldl vérsavd mintdkban a teljes radioaktivitéds alapul
vételével szamitjuk. Tipikusan az 4&tvitel mennyisége a
HDL-b6é6l az LDL-hez és VLDL-hez a kontroll &llatokban 4 éra
malva 20-35 %.

Alternativ megoldasként, az eszméletiknél 1évd, nem
elaltatott &llatok az oralisan gyomorba adagolt tesztve-
gyiletet 0,1 % metil-celluldz vizben képzett szuszpenzid-
jaban kapjak. Annal, a minden egyes vegyuletre meghataro-

zott idépontnal, amelynél a tesztanyag vérsavd-szintje el-
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éri annak csuUcsértékét (Cpax), az oradlis adagolds utan az
4llatokat pentobarbitdllal elaltatjuk, és 0,2 ml, [%HCE—
-HDL-t tartalmazd oldatnak a nyakéri vénaba a fentiek sze-
rint torténé adagolasaval kezeljik. A kontroll 4&llatok
tesztvegyilet nélkul, 0,25 ml vivdanyag-oldatot a gyomorba
toérténd oralis adagolas utjan kapnak. 4 d6ra milva az alla-
tokat ledljik, vérmintdkat gydjtink és a HDL-b&l az LDL-
-hez és VLDL-hez atvitt [PH]JCE szazalékos értékét (%-os &at-
vitel) a fentiek szerint meghatarozzuk.

Alternativ megoldasként a tesztvegyiilet CETP-aktivitas
gatlasat meghatarozhatjuk olyan egereknek vald adagoléas-
sal, amelyeket emberi CETP (hCETP) expresszaldsara transz-
genikus manipuldcié segitségével szelektaltunk (hCETP-
-egerek). A tesztvegylleteket adagolhatjuk intravénas in-
jekcidval vagy oralis adagoléassal. A HDL-t8l a VLDL és LDL
részecskékhez a tricium-jelzéssel ellatott koleszteril-
-észter ([’H]JCE) atvitel mennyiségét meghatarozzuk és a
kontroll &llatoknal mért transzfer mennyiségéhez hasonlit-
juk. A hCETP génre homozigdbéta C57B1/6 egereket a vizsgalat
elétt legaldbb 2 hétig magas zsirtartalmd egéreledellel,
igy példaul TD 88051-lel tapléalunk, amint azt Nishina és
munkatdrsai a J. Lipid Res., 31, 859-869 (1990) szakiro-
dalmi helyen ismertetik. Az egerek a tesztvegyllet orali-
san adagolt ddézisat 0,1 % metil-celluldéz vizben képzett
szuszpenzidjaként vagy a tesztvegyilet 10 % etanolban és
90 % polietilén-glikolban képzett intravénas bdélus injek-
cidéja formdjdban kapjadk. A kontroll allatok a vivéanyag-

-oldatot tesztvegylilet nélkil oralisan adagolva vagy int-
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ravénas bdélus injekcid formajaban kapjadk. A kisérlet kez-
detekor minden &llat 0,05 ml [’HJCE-HDL-t tartalmazdé olda-
tot a farokvénaba kap. A [PH]JCE-HDL tricium jelzéssel ella-
tott koleszteril-észtert tartalmazd emberi HDL preparatum,
amelyet a Glenn és munkatarsai altal a Meth. Enzymol.,
263, 339-351 (1996.) szakirodalmi helyen ismertetett elja-
rassal allitunk eld. 30 perc mulva az dllatokat
vértelenitjuk, és a vért standard, etiléndiamin-
-tetraecetsavat tartalmazd mikrotarold csovekben gyljtjuk.
A vérmintakat joél elkeverjik és a kisérlet befejezéséig
jégen taroljuk. A vérsavdét a vérmintdk 4 °C hémérsékleten
valé centrifugalasaval kapjuk. A vérsavot elvalasztjuk,
gélszlirés-kromatografiaval elemezzik és a [’EJCE relativ
aranyat a VLDL, LDL és HDL régidkban meghatéarozzuk.

A HDL-t&l az LDL-hez és VLDL-hez atvitt [*H|JCE szazalé-
kos aranyat (%-os Aatvitel) a csapadékképzés eldtt azonos
vérsavé mintdkban a teljes radioaktivitas alapjan szamit-
juk. Tipikusan az &tvitel mennyisége a HDL-td6l a az LDL-
-hez és a VLDL-hez a kontroll &llatokban 20-35 % 30 perc

mulva.

Bélrendszeri koleszterin felszivdédas vizsgalat

SzAmos vegyililetrdl kimutattdk, hogy gatolja a kolesz-
terin felszivddadsat a bélrendszerbdl. Ezek a vegylletek
csdkkentik a vérsavd koleszterinszintjét, csdkkentve mind
az exogén forrasokbdl szarmazd koleszterin (étkezési ko-
leszterin), mind az endogén koleszterin (az epehdlyag al-
tal a bélrendszerbe kivadlasztott koleszterin) bélrendszeri

felszivdédasanak csokkentésével.
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Horcsogokben a dudl-izotdép vérsavd arany eljaras al-
kalmazadsat a bélrendszeri koleszterin felszivdédas mérésére
finomitottuk és a Turley és munkatarsai altal a J. Lipid
Res., 35, 329-339 (1994.) szakirodalmi helyen (amelyre ez-
Uton referenciaként hivatkozunk) ismertetett eljaréassal
értékeljik.

80-100 g tomegl, him horcsogoket eledellel és vizzel
kivansag szerint latunk el 12 oéranként valtakozd vilagos
és sotét idétartam szerint megvildgitott ketrecben. A vi-
lagos periodus 4 o6rajanal minden horcsdg eldszor 2,5 uCi
Intralipidben (20 %) szuszpendalt [1,2-°H]koleszterin int-
ravénas dbézisat, majd kdzepes lanchosszusagu trigliceridek
(MCT) olajéban oldott M—lﬁjkoleszterin oradlis ddbzisat kap-
ja. Az intravénas dézist az Intralipid-elegy 0,4 ml terfo-
gatédnak a téavoli combcsonti vénédba torténd injektalasaval
adjuk. Az oralis dézist az MCT-olaj elegy 0,6 ml teérfoga-
tanak polietilén csovdn keresztili gyomorba taplalasaval
adjuk. 72 o6ra malva a horcsogoktdél vért veszink, és a *H
és YC vérsavébeli mennyiségét és az adagolt jelzés erede-
ti mennyiségét folyadékszcintilladcidés spektrometrias el-
jarassal meghatérozzuk. A koleszterin felszivddasat a
kdvetkezd egyenlet alapjan szamitjuk:

9-0s felszivdéddott koleszterin =

$-o0s oralis ddzis/72 obras plazma minta ml
: — — —— . x 100
%-0s intravénas dbézis/72 6ras plazma minta ml

o
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Mikroszémas triglicerid transzfer protein (MTP) vizs-

galat

Az MTP tisztithatd majszovetbdl vagy tenyésztett sej-
tekbd&l (példdul HepG2-sejtekbdl) az Ohringer és munkatar-
sai &altal az Acta Crystallogr. D52, 224-225 (1996.) szaki-
rodalmi helyen (amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk)
ismertetett altalanos eljarasok alkalmazasaval.

Az MTP-aktivitads ezt kovetd elemzése végrehajthatd a
Jamil és munkatdrsai 4&ltal a Proc. Natl. Acad. Sci., 93,
11991-11995 (1996.) szakirodalmi helyen (amelyre ezGton
referenciaként hivatkozunk) ismertetettek szerint.

E vizsgédlat alapja a jelzéssel ellatott trigliceridek
4tvitelének mérése a donor vezikulumok populdcidéjatdl az
akceptor vezikulumok populaciéjdhoz MTP jelenlétében. Az
MTP-inhibitorok értékelheték azoknak az elegyhez adasaval
az MTP bevezetése eldétt. A donor vezikulumokat sejtmag-
—-foszfolipidek, kardiolin, ’H-jelzéssel ellatott foszfoli-
pid és '"C-jelzéssel trigliceridek vizes elegyének ultra-
hang kezelésével 4allitjuk eldé. Az akceptor vezikulumokat
sejtmag-foszfolipidek vizes elegyének ultrahang-kezelésé-
vel 4llitjuk eld. A vezikulum-oldatokat hozzaadott MTP-
-inhibitorokkal vagy azok nélkul keverjik, és az MTP-t
hozzaadjuk a transzfer reakcid inicidléasara. A vizsgalatot
60 perc mulva 0,5 ml DE-52 celluldéz hozzéadasaval, majd a
donor molekuldk centrifugalasaval ledllitjuk, utdbbiak igy
labdacsot képeznek. A ’H és !C mennyiségét a labdacsban és
az elegyben a radioaktiv jelzés eredeti mennyiségét

folyadékszcintillacidés szamlalé spektrometria segitségé-
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vel hatdrozzuk meg. A lipid 4tviteli sebességet elsdrendd
reakcidé kinetikdn alapulva, a kovetkezé kifejezés alkalma-

zadsaval szémitjuk:

[s] = [s]o e7**

ahol [S]o és [S] jelentése a ''C jelzés frakcidéi a
donor membran labdacsban sorrendben a 0 és t 1idé-
pontokban, és a k kifejezés Jjelentése az iddbegy-

ség alatt atvitt jelzés aranya.

Vérsavé-lipid vizsgalat nyulakban

A vérsavd lipideket a J. R. Schuh és munkatdrsai altal
a J. Clin. Invest, 91, 1453-1458 (1993.) szakirodalmi he-
lyen (amelyre ezUton referenciaként hivatkozunk) ismerte-
tett 4&altaldnos eljardsok alkalmazasaval mérhetjuik. Him,
ujzélandi fehér nyulak egy csoportjat altalanos étrenddel
taplalunk (100 g/nap), amelyet 0,3 % koleszterinnel és 2 %
kukoricaolajjal (Zeigler Bothers, Inc., Gardners, PA) egé-
szitettink ki. A viz kivadnsdg szerint hozzaférhetdé. A
kontroll csoportot és a kezelt 4llatok csoportjat a keze-
lés utdn 1 és 3 hénappal ©ljuk le. A széveteket érszlkile-

ti karosodasok jellemzése érdekében eltavolitjuk. Vérmin-

takat veszink a vérsavd lipid-koncentracidk meghatérozasa-

ra.

Vérsavod lipidek

A lipid analizishez vérsavdét a vérnek a filvénabdl va-
16 vételével, EDTA-tartalma kémcsovekbe helyezésével

(Vacutainer; Becton Dickenson & Co., Rutherford, NJ), majd
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a sejtek centrifugéds elvalasztasaval kapunk. Az Osszko-
leszterint enzimatikus uUton, a koleszterin-oxidaz reakcid
[Lasd: C. A. Allain és munkatarsai: Clin. Chem. 20, 470-
-475 (1974.), amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk]
alkalmazasaval hatarozzuk meg. A HDL koleszterint szintén
enzimatikusan mérjik az LDL és a VLDL dextran-szulfat és
magnézium 4&ltali szelektiv kicsapédsa utén [lasd: G. R.
Warnick és munkatarsai, Clin. Chem., 28, 1379-1388
(1982.), amelyre ezuton referenciaként hivatkozunk]. A
vérsavd triglicerid szinteket a lipoprotein-lipaz 4altal
enzim-kotott vizsgdlat sordn felszabaditott glicerin meny-
nyiségének mérésével hatdrozzuk meg [lasd: G. Bucolo és
munkatarsai, Clin. Chem., 19, 476-482 (1973.), amelyre ez-

aton referenciaként hivatkozunk].

Erszikiilet

Az 4&llatokat pentobarbitdl injekcidéval megdljuik. A
mellkasi aortakat gyorsan eltavolitjuk, 10 %-os semlegesre
pufferolt formalinban bemeritéssel £fixaljuk, majd olaj-
vérds O-val (0,3 %) szinezzik. Az artérias ostiaval szem-
kdzti fal mentén egyszeres longitudindlis bemetszés utéan
az edényeket tudvel felnyitjuk a beteg teriilet értékelése
céljabél. A beteg felulet szazalékos értékét a vizsgalt
teljes felluletre kapott értékekbdl és szinezett teriletbdl
hatdrozzuk meg kiszéb analizissel, egy preparaldé mikro-
szkopra felszerelt szines kamerdhoz (Toshiba 3CCD) kap-
csolt valdodi szinképelemzé készulék (Videometric 150;
American Innovision, Incl, San Diego, CA) alkalmazéséaval.

A szdvet-koleszterint ismertetett mdédon, enzimatikus eljéa-
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radssal mérjik a Folch és munkatarsai &ltal a J. Biol.
Chem., 226, 497-509 (1957.) szakirodalmi helyen (amelyre
ezlton referenciaként hivatkozunk) ismertetett eljérés
szerint 2:1 aranyu kloroform-metanol elegy extrakcidéja

utan.

In vitro vaszkularis reakcid

Natrium-pentobarbitdl injekcid utédn a haslregi aorta-
kat gyorsan kimetsszik és oxigénezett Krebs-bikarbonat
pufferbe helyezzlik. A perivaszkularis szovet eltavolitéasa
utdn 3 mm-es gylUrl-szegmenseket vagunk, azokat 37 °C hé-
mérsékletl, Krebs-bikarbonat oldatot tartalmazdé izomfilrddé-
be helyezzik és két rozsdamentes acéel droéot kozott felflug-
gesztjuk, a drdétok kozul egyiket egy erdéd-transzduktorhoz
(Grass Instrument Co., Quincy, MA) kapcsoljuk. A furdéhoz
adott angiotenzin II hatasdra torténé erdvaltozasokat di-
agram felvevdn rogzitijuk.

Az itt ismertetett példdk megvalédésithatdk az altaléno-
san vagy konkrétan ismertetett terdpids vegylletek vagy
kozombos Osszetevd8k a kordbbi példakban alkalmazott Ossze-
tev8kkel vald helyettesitésével.

Miutédn a talalminyt ismertettik, nyilvanvald, hogy az
sokféle mdédon valtoztathatd. Az ilyen varidcidk nem tekin-
tenddék a talalmany értelmétdl és targyatdl eltérdnek, és
minden ilyen médositds és ekvivalens a szakember szdmira
nyilvanvaldként, a kovetkezd igénypontok korébe tartozdnak

tekintendd.
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Szabadalmi igénypontok
1. Terédpias kombinacid, amely egy fibrinsav-szarmazék
elsé mennyiségét és egy koleszterin észter transzfer pro-
tein inhibitor masodik mennyiségét tartalmazza, ahol az

elsé mennyiség és a masodik mennyiség egylitt a szdban for-

gbd vegyuletek hiperlipidémias allapot ellen hatdsos meny-

.
. ao
oo

« o

nyliségét,

hiperkoleszterinémiés

képzi.
2. Az
amelyben a
3. Az
amelyben a
4., Az
amelyben a
5. Az
amelyben a
6. Az
amelyben a
7. Az
amelyben a
8. Az
amelyben a

9. Az

érszlkilet ellen hatdsos mennyiségét vagy

dllapot ellen hatdsos mennyiségét

1. igénypont szerinti terapias kombinacié,

fibrinsav-szarmazék vegyiilet klofibrat.

1. igénypont szerinti terdpids kombinéacid,

fibrinsav-szarmazék vegyllet fenofibrat.

1. 1igénypont szerinti terapias kombinacio,

fibrinsav-szarmazék vegyllet ciprofibrat.

1. 1igénypont szerinti terapias kombinécio,

fibrinsav-szadrmazék vegyilet bezafibrat.

1. 1igénypont szerinti terapids kombinacid,

fibrinsav-szarmazék vegylilet gemfibrozil.

1. 1igénypont szerinti terapias kombinacid,

fibrinsav-szarmazék vegyilet klinofibrat.

1. 1igénypont szerinti terapids kombinacid,

fibrinsav-szarmazék vegylilet binifibrat.

1. igénypont szerinti terapiés kombinécié,

amelyben a kombindcidé a fibrinsav-szarmazék vegyiletet és

a koleszterin-észter transzfer protein inhibitort tartal-

mazé készitménybdél all.
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10. Egy fibrinsav-szarmazék és egy koleszteril-észter
transzfer protein inhibitor alkalmazadsa hiperlipidémiés
allapot megeldzésére vagy kezelésére szolgald, egységddzis
kiszerelésl kombinacids gydgyszerkészitmény eldadllitéséra.

11. Egy fibrinsav-szédrmazék és egy koleszteril-észter
transzfer protein inhibitor alkalmazdsa érszlkilet megeld-
zésére vagy kezelésére szolgadld, egységddzis kiszerelést
kombindcidés gydégyszerkészitmény eldadllitéséra.

12. Egy fibrinsav-szarmazék és egy koleszteril-észter
transzfer protein 1inhibitor alkalmazdsa hiperkoleszteri-
némia megeldzésére vagy kezelésére szolgdld, egységddzis

kiszerelésl kombinacids gydgyszerkészitmény eldadllitaséara.

A meghatalmazott:

Danubia Szabadalmi és

Védjegy Iroda Kft.
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