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Farmaceuticky prostredek k redukci peroxidu s LDL vazbou a pouZi-
ti magnesium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminatu pro jeho pripravu

Oblast techniky

Vynalez se tyka pouZiti magnesium-pyridoxal-5'-fosfat-glu-
taminadtu k prevenci nemoci, které jsou zpusobovany LDL-vazbou pe-
roxidd a projevuji se vaskularnimi poruchami.

Dosavadni_ stav_techniky

V poslednich ¢ty¥ech desetiletich lze podporovat v zapadnich
prumyslovych zemich rychly narust metabolickych poruch, zejména
poruch metabolismu tuka. Hlavnim duvodem toho je nadbytecnad vyzi-
va a/nebo prilis tucéné potraviny za souc¢asného nedostatku pohybu.
Za téchto podminek mohou se v krvi vytvaret zvysené hodnoty cho-
lesterolu a lipida, ¢imZ se zvétsSuje riziko arteriosklerotickych
kardidlnich a periferdlnich vaskuldrnich nemoci. Je znamo, 2Ze
zvysené hladiny cholesterolu v krvi jsou spoluzodpovédné za vy-
skyt arterialni vaskuldrni sklerézy. Hypercholesteraemie je meta-
bolickd porucha, kterda vidy provazi hyperlipidaemii. Patogenetic-
ky odlisné, ale priznakové podobné klinické obrazy hyperlipi-
daemie (turbidita séra chylomikrony) a hypercholesteraemie (zvét-
Seni obsahu cholesterolu v krevni plazmé na vice neZ 200 mg%) se
shrnuji pod spoleé¢nymi pojmy hyperlipoproteinaemie nebo hyperli-
pidaemie.

K léceni hypercholesteraemie se pouzivaji predevsim derivaty
kyseliny aryloxyoctové, =zejména ethylestery kyseliny alfa-(p-
-chlorfenoxy)isomdselné, jakoZz i derivaty kyseliny nikotinoveé.

Kromé toho se v DE-PS prihlasce &. 24 61 742 popisuje pouZi-
ti glutamindtovych a asparaginatovych ester kyseliny pyridoxin-
-5'-fosforec¢né k léc¢eni a profylaxi hypercholestaraemie.

AniZz by byly nutné projevy hypercholesteraemie nebo hyperli-
pidaemie, mohou v pripadé ohroZenych skupin osob, zejména kuraku,
diabetiklQi, starnoucich 1idi a téch osob, JjeZ maji vysoky krevni
tlak, nastavat vaskuladrni poruchy. Tyto poruchy se pric¢itaji pri-
tomnosti zvétsSené koncentrace peroxidi v krvi, které jsou vazané
LDL (lipoproteinem o nizké hustoté). Tyto LDL-vdzané peroxidy
zpisobuji a urychluji tvorbu atheromae a arteriosklerotickych
desticek v cévach a mohou se povazZovat za pri¢inu diabetickeé
angiopathie. Pritomnost zvysSenych koncentraci peroxidujicich pro-
duktd a jejich vztah s vaskuldrnimi poruchami je popisovan v pu-
blikacich J.M.C. Gutteridge et al., Trends in Biochemical Scien-
ces, duben 1990, strany 129 aZz 135, a D.W. Morel et al., Journal
of Lipid Research, sv. 30, 1989, strany 1827 aZ 1834.

Je znamo, Ze arteriosklerotické zmény v cévach jsou vysled-
kem endothelidlnich poruch a patogenese probihd nasledovneé:
endothelidlni porucha - plateletovand adhéze - proliferace (novo-
tvoreni) bunék hladkého svalstva - ukladani lipidu.

Prvni stuperi, endothelidlni porucha, miZe mit mnoho pricin,

zejména mechanické poskozeni nasledkem striZnych sil v pripadeée
hypertonie, chemické poskozeni vlivem cholesterolu pri hypercho-
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lesteraemii a pri jednétliv?ch toxickych poskozenich vlivem kon-
taminace v krvi. Existuje domnénka, Ze dalsSi prubéh je povétsinou
identicky se vsemi tremi typy poskozeni.

Disledkem endothelidlni poruchy, jakoZ i nasledného ukladani
tuku mezi bunkami a uvnit¥ nich v samotné arterii je zvétsSena
agregace trombocytu, kterd je provazena novotvary bunék hladkého
svalu, coZ je zpusobovano dalsim zvétSenym pritokem lipoproteinu
v zakladni latce spojovaci tkané, kde tvorba komplexu s glukdzo-
amino-glykany spojovaci tkané a metabolické defekty probihaji na
hladiné bunék. Potom se v poskozenych mistech vytvari vapnik,
&¢imz se vSechny tyto zmény uzaviraji, coz pri kone¢ném rozboru
vede ke staZeni cév.

Byly provedeny testy na hypercholesteremickych kralicich
a krysach. W. Schneider dochazi ve své disertacéni praci k zavéru
(1987 na université Johanna Gutenberga v Mainzi), Ze kdyZ se po-
davaji pomérné vysoké koncentrace magnesium-pyridoxal-5'-fosfat-
glutaminatu (MPPG), sniZuji se koncentrace jaterniho a aortalniho
lipidu. AvSak tato prace neuvadi poukazy, souvisejici s mechanis-
mem, ktery iniciuje tvorbu cévni atheromy v ohroZenych skupinach
osob. Na zakladé vysledkl, ziskanych W. Schneiderem, nelze vsak
¢init zavéry, Ze tvorbé atheromy lze predchazet vylouc¢enim ini-
ciaénich kontaminaci v krvi.

V minulosti se po jistou dobu pochybovalo, Ze peroxidy v kr-

vi mohou pUsobit jako iniciadtory metabolickych poruch. U.P. Stein-
brecher et al. popisuji v J. Biol. Chem., sv. 264, ¢. 26, strany

15 216 a2z 15 223 (1989) pritomnost oxida¢né modifikovaného LDL

jakoZz i jeho receptoru. Prihlasovatel nyni prokazal testy, prove-

denymi za timto ucelem, Ze toto se tykd LDL-vazanych peroxidu.

Testy, provedenymi in vitro, mohl byt objasnén jeden z mechanis-

mi, zdurazrujici toxickou endothelialni poruchu a ukazalo se, Ze

je moZné zachytit tyto peroxidy a uc¢init je nesSkodnymi.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je ziskat farmakum pro redukci
LDL-vazanych peroxidu, aby se takto zabrdnilo vaskularnim
poruchdm a/nebo aby se vaskularni poruchy odstranily, zejména
vytvareni atheromaei nebo arteriosklerotickych desticek v arte-
rialnich cévach, jakoz i angiopathickych nemoci v pripadé diabe-
tiku. Predmétem tohoto vyndlezu je zejména ziskat farmakum rovnéz
pro ty shora uvedené pripady, u nichZ neexistuje diagnéza hyper-
lipidaemie nebo hypercholesteraemie.

Shora uvedeného predmétu se podle vyndlezu dosahuje pouzitim
magnesium-pyridoxal-5'-fosfdtglutaminatu k pripravé farmaka, kte-
ré je vhodné pro profylaxi nemoci, zpisobovanych vaskularnimi po-
ruchami. Podle vynalezu se predchazi zejména atheromatdze, jakoz
i angiofatickym nemocim u ohroZené skupiny osob, skladajici se
z kuraku, diabetikli, stdrnoucich 1idi, hypertonickych osob a lidi
trpicich stresem. ’

Magnesium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminat je latka, které se

drive pouzivalo ke sniZovani zvySené hladiny krevnich tuku. Latka

(MPPG) je znama pod obchodnim oznacenim SedalipidR a je distri-
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buovana firmou Steigerwald Arzneimittelwerk, Darmstadt. AZ dopo-
sud nebylo znamo, 2Ze magnesium-pyridoxal-5'-fosfatglutaminat pu-
sobi jako radikalni lapa¢ v krvi a je proto schopny zabranovat
retézové reakci, zpusobované lipidovym peroxidem. Na zdkladé to-
hoto Gé&inku jako radikdlniho lapac¢e je pouZivani MPPG vhodné pro
profylaxi vaskularnich poruch, zejména v nepritomnosti hyperlipi-
daemie a/nebo hypercholesteraemie.

MPPG je derivadtem pyridoxinu a m& nasledujici vzorec:
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Ve smyslu vyndlezu jsou ohroZenymi skupinami osob zejména
kuraci, diabetici, 1idé s vysokym krevnim tlakem, jakoZ i osoby
trpici stresy, jako napfiklad vrcholovi sportovci a stari 1lidé.

Podle vynalezu se shora uvedend slouc¢enina MPPG podava uve-
denym ohroZenym osobam, které maji vysokou koncentraci LDL-vaza-
nych peroxidui, avs$ak netrpi priznaky hyperlipidaemie a/nebo hy-
percholesteraemie. Tyto symptomy se obvykle stanovuji na bazi
cholesterolovych hladin, JjakoZ i cholesterovych a triglycerido-
vych hladin. V Evropé a také v USA existuji doporuceni, pokud jde
o to, co 1lze povazovat za normalni a zvySené cholesterolové
a triglyceridové hladiny. Co se toho tyce, odkazuje se na doporu-
¢eni US narodniho cholesterolového vychovného programu (National
Cholesterol Education Programme NCEP) a smérnice, vypracovaneé
studijni skupinou evropské atherosklerdzové spolec¢nosti. V nasle-
dujicich tabulkach 1 a 2 jsou shrnuty hodnoty, za co lze povazo-
vat normalni cholesterolové a triglyceridové hladiny a kdy se ma
zapo¢it s lécenim:
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Tabulka 1

Doporuéeni US narodniho cholesterolového vychovného programu
(NCEP)

Klasifikace Hladina celkového Doporuceno
cholesterolu sledovat
Zadouci cholesterol <200 mg/dl Opakovat méreni

po 5 letech

Mezni cholesterolové 200-239 mg/dl Neni-1i CHD a Zadné
riziko jiné rizikoveé
faktory:

Informace o dieté
a roéni kontrola
V pripadé jasného
CHD nebo dvou
jinych CHD rizi-
kovych faktoru:

Dalsi akce na
zakladé LDL hla-

diny
Vysoké riziko >240 mg/dl Provést analyzu
cholesterolu lipoproteint a dal-

$1 akce na zaklade
hladiny LDL

Zadouci LDL <130 mg/dl _—

Mezni LDL riziko 130-159 mg/dl Léceni dietou, je-
1i CHD a dva dalsi
rizikové faktory

Vysoké riziko LDL 160-190 mg/dl Lééeni dietou, ne-
ni-1li CHD a Zadné
dalsi rizikové
faktory

Lék a dieta, je-1li
CHD nebo dva dalsi
rizikové faktory
>190 mg/dl Lék a dieta
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Tabulka 2

Smérnice studijni skupiny evropské atherosklerézové spolecnosti

Typ A: Cholesterol: 200-250 mg/dl (5,2-6,5 mmol/1)
Triglyceridy: <200 mg/dl (<2,3 mmol/l)

Odhadnout celkové riziko CHD za uvazZeni rodinného vyskytu CHD,
hypertenze, diabetu, muZské pohlavi, ranéjsSi vék, koufeni, nizky
HDL cholesterol, napr. < 35 mg/dl.

V pripadé nadvahy omezit energeticky obsah potravy; poskytnout
rady o vyZivé a opravit jiné rizikové faktory, existuji-li.

Typ B: Cholesterol: 250-300 mg/dl (6,7-7,8 mmol/l)
Triglyceridy: <200 mg/dl (<2,3 mmol/l)

Odhadnout celkové riziko CHD jako u typu A.

V pripadé nadvahy omezit energeticky obsah potravy; predepsat
dietu, snizujici 1lipidy a sledovat odezvu a splnéni. Zustava-1li
cholesterol vysoky, zvazit pouzZiti léku, sniZujiciho lipidy.

Typ C: Cholesterol: <200 mg/dl (<5,2 mmol/1l)
Triglyceridy: 200-500 mg/dl (2,3-5,6 mmol/l)

Snazit se zdlraznit pric¢iny hypertriglyceridaemie, nap¥. obezitu,
nadmérné pouzivani alkoholu, diuretik, beta-blokatorl, exogenni
oestrogens, diabetes.

V pripadé nadvahy sniZit energii diety; projednat a zdlUraznit
pric¢iny, jsou-li. Predepsat a sledovat dietu, sniZujici lipidy.
Sledovat hladiny cholesterclu a triglyceridu.

Typ D: Cholesterol: 200-300 mg/dl (5,2-7,8 mmol/1l)
Triglyceridy: 200-500 mg/dl (2,3-5,6 mmol/l)

Odhadnout celkové riziko CHD jako u typu A. Snazit se zduraznit
pric¢iny hypertriglyceridaemie jako u typu C.

V pripadé nadvahy omezit dietni energii; existuje-1i hypertrigly-
ceridaemie, projednat a zduraznit jeji pric¢iny podle typu A nebo
B. Predepsat a sledovat dietu, snizujici 1lipidy. Neni-1li odezva
sérového lipidu primérend a celkové riziko CHD je vysoké, zvazit
pouziti léku, snizZujiciho lipidy.

Typ E: Cholesterol: >300 mg/dl (7,8 mmol/l)
a/nebo
triglyceridy: >500 mg/dl (5,6 mmol/l)

UvaZovat o odkazani na lipidovou kliniku nebo ke specializovanému
lékari k vysSetreni a zapoceti léceni dietou a v pripadé potreby
léky.
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Obdobné existuji publikovand doporuceni pracovni skupiny
britské kardialni spoleénosti, pokud jde o koronadlni prevenci,
britské hyperlipidaemické asociace a kanadské konference konsenzu
o cholesterolu.

Z tdaja uvedenych ve shora zminénych tabulkach je zrejmé, zZe
se hodnoty slabé 1isi v pripadech, v nichZ obsah cholesterolu je
tfeba povazovat za Skodlivy. Nicméné je zejména uZitecné postupo-
vat tak i pod témito meznimi hodnotami nebo zv1ast v neurcéitém
pasmu mezi jesSté normalnimi a zvySenymi hladinami. Podavani MPPG
podle vyndlezu je prospésné pro ty jedince, kteri patri do ohro-
Zenych skupin, majicich vysokou -LDL-vazbu peroxidu.

Aé&koliv nelze uvést uréitou hranici, pfi niz diagnostikovana
hladina cholesterolu se musi vykladdat jako hyperlipidaemie, mad se
za to, e se jako obecné voditko miZe vzit obsah priblizZné
240 mg/dl (podle americkych doporuc¢eni), nebo 250 mg/dl (podle
evropskych doporuéeni), ktery se muZe pokladat za poc¢inajici hy-
perlipidaemii. O podavani MPPG podle vyndlezu se proto uvazuje
zejména pod shora uvedenymi hladinami cholesterolu.

Vyndlezci provedli jisty pocet testl, aby jasné dokazali, Ze
v ohrozené skupiné osob existuji tyto vysoké hladiny peroxidua,
vazanych na LDL. Bylo moZné rovnéZ dokazat, Ze po podani MPPG
zmizely deteké&ni signdly, indikujici peroxidy, vazané na LDL.
7 toho lze tudiz usuzovat, Ze aplikaci MPPG pacientim, patficim
do ohrozené skupiny, je opravnéna a uzitecna.

Pro zvySenou iniciaci vytvareni atheromy, zejména ve shora
jmenované skupiné osob, se predpoklada ndsledujici mechanismus,
ktery bude dokumentovan testy in vitro, popsanymi dale:

LDL se oxiduje reaktivnimi druhy kysliku (superoxidovy radi-
kal 0'2, hydroxylovy radikal OH), zejména peroxidem, jez Jjsou

pritomné v krvi, ¢imZ se tvori LDL peroxid. Tento LDL peroxid se
v podstaté neabsorbuje makrofagy, ale vaze se na ¢isticl recep-
tor, ktery je rozmistén na endothelidlnich burikdch (viz shora
uvedenou literaturu, Steinbrecher et al.). Takto se na endothe-
lidlnich bunkach uklada LDL a tyto usady pritahuji dalsi usady
lipidu.

Dals$i poskozovéni cévnich endotheliadlnich bunék je zpusobo-
védno oxidaci glutathionu peroxidem a/nebo LDL-vazanym peroxidem.
Tato oxidace muZe vést k usmrceni bunék, protoZe burika nemuZe dé-
le udrzet svaj redox potencial (K. Kuzuya et al., Biochem. Biop-
hys. Res. Comm., sv. 163, ¢. 3, 1989, strany 1466 az 1472).

Nasledujici konstatovani poskytuje podrobnéjsi vysvétleni
mechanismu, pojedndvajici o vlivu MPPG na LDL-vazany peroxid.
Nasledujici testy ukazuji na zakladé peroxidia vadzanych na mastnou
kyselinu, Ze se tyto peroxidy v pritomnosti MPPG rozkladaji, tak-
e je lze takto znesSkodnovat.

Na priloZenych vykresech znaci jednotlive grafy nasledujici:
Obr. 1 znazornuje spektrum linolenové kyseliny (0,88 mM).

Hlavni vrchol je pri 211 nm, zatimco pri asi 232 se zjisti mensi
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vrchol, coZ poukazuje na pritomnost malého procenta oxidované 1li-
nolenové kyseliny.

Obr. 2 2znazornuje spektrum MPPG (koncentrace 0,125 nM),
u néhoZ se projevuji vrcholy pri 222, 327 a 387. ‘

Obr. 3 2znazornuje spektrum roztoku linolenové kyseliny
a MPPG. Toto spektrum md& vrcholy pri 211, 243 a 289 nm. Vrchol
ziskany drive v obr. 1 pri 232 neni jiZ vice pritomen v obr. 3.
Misto toho obr. 3 ukazuje dva nové vrcholy pri 243 a 289 nm.

Nasledujici nacértek zndzornuje predpokladany reakéni mecha-
nismus, probihajici béhem oxidace mastné kyseliny, jak to popisu-

je napr. J.M.C. Gutteridge et al. v publikaci Trens in Biochemi-
cal Sciences, duben 1990, str. 130:

(Mastna kyselina, FA°)

OH®, nebo H,0, a Fe?*-chelat

(radikdl mastné kyseliny, FA")<&——

0, ("krevni kyslik")

O,

Radikal lipid-peroxid

FS
<)FS' ——> retézova reakce

O,H
Lipid-hydroperoxid
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Zpocatku nastava utok na premostujici CH, skupinu radikalem

H*. Toto zpusobuje premisténi, takZe se z izolovanych dvojnych
vazeb vytvori konjugované dvojné vazby. Vysledkem je vznik radi-
kdlu mastné kyseliny, ktery v pritomnosti kysliku vytvari peroxi-
dovy radikal. V pritomnosti dal$i molekuly kyseliny mastné vytva-
feji se hydroperoxid mastné kyseliny a rovnéz radikal mastné ky-
seliny, &imZ zac¢inad retézova reakce.

Shora znazornéné hlavni rysy reakce mohou byt p¥i 234 nm
nasledovany duikazem dienové reakce.

Z obrazka 1 aZ 3 1lze vyvozovat, Ze vrchol pro zoxidovanou
linolenovou kyselinu zmizi pri 232 nm (obr. 1) pridanim MPPG
v koncentraci 0,125 mM (obr. 3), pficemZ drive spusSténa retézova
reakce se prerusi a tim i postup nemoci.

Pro rozklad hydroperoxidu v pritomnosti latky MPPG, pouziva-

né podle tchoto vyndlezu, se predpoklada nadsledujici mechanismus,
katalyzovany manganem:

Predpokladanf mechanismus rozkladu hydroperoxidu, katalyzovanj MPPG-Hn

Magnesium-pyridoxal-5'-fesfat voln§ radikal
glutamindt (N-centrovany)
o) 0
O ] 3 - I
O - Protein-aminové skupilny hﬂg;?;"C)
/N\MQ/O Ny - —> NE= /N\Mg/
| I
) o o)
x
T >
Z O Z
N CH, > \Mg/o N CH,

2e

2 mt & 2wt

LOOH > LOH + OF”
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Nyni je moZné zkoumat tuto rozkladnou reakci pomoci indika-
torové latky, jiZz Jje kyselina aminocyklopropankarboxylova (ACC).
ACC je zakladni latkou, vyskytujici se v prirodé p¥i tvorbé ethy-
lenu. Uvolnovany ethylen lze stanovovat kvantitativneé.

Rozklad hydroperoxidu maZe probihat nap¥. kumenhydroperoxi-
dem. ACC pusobi jako inicidtor. Predpokladd se, Ze reakce postu-
puje pres amin na pyridoxalfosfat, ktery zpusobuje tvorbu radika-
lu. Tento radikal iniciuje rozklad ACC na CH,H,, CO, a kyanid.

Nasledujici testy wukazuji stimulaci rozkladu ACC pusobenim
MPPG v pritomnosti kumenhydroperoxidu v zavislosti na koncentraci
kumenhydroperoxidu (KumOOH). Souc¢asné byly provedeny srovnavaci
testy s odpovidajicimi mnoZstvimi pyridoxalfosfatu (PP).
Priklad testu:

Byly pripraveny nasledujici roztoky ve fosfatovém pufru
(0,1 M) o pH 7,4 s ruznymi koncentracemi kumenhydroperoxidu.

Davka: Fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7,4

ACC 1,0 mM
MPPG 0,5 mM
Mn2*t 0,1 mM
LA 0,88 mM
KumOOH 0,006-1,2 mM

destilovana voda ad 2 ml

Tabulka 3

Stimulace disociace ACC pusobenim MPPG/PP vlivem KumOOH v zavis-
losti na koncentraci KumOOH

(LA = linolenova kyselina, KumOOH = kumenhydroperoxid,

ACC = aminocyklopropankarboxylova kyselina)

Ethylen (pMol)

Konc. KumOOH (mM) 0,006 0,12 0,05 0,12 0,6 1,2
a) MPPG
KumOOH samotny - - 74 122 271 1192
+40 *60 +147 +500
LA samotna 4028 4028 4028 4028 4028 4028
933 +933 +933 +933 +933 +933
teoret. X 4028 4028 4102 4150 4299 5219
LA + KumOOH 1014 6926 9655 16059 79079 57894
1407 +471 +565 +5672 +6768
Stimulace (%) - 72,0 139,7 298,7 1863,3 1337,4
b) PP
KumOOH samotny - - - - - -
LA 2972 2972 2972 2972 2972 2972
(= teoret. Z) +439 439 +439 439 +439 +439
LA + KumOOH 4319 4394 5247 5635 11972 17695
173 +250 +540 *533 +425 +1827
Stimulace (%) 45,3 47,8 76,5 89,6 302,8 495,3
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Na obrazcich 4a a 4b je znazornénd stimulace disociace ACC
pusobenim MPPG nebo PP v zavislosti na koncentraci KumOOH.

Pri disociaci ACC pyridoxalfosfatem se pozoruje méritelne
mnozZstvi uvolnovaného ethylenu, na rozdil od MPPG, ve spodnim
rozsahu koncentrace, pouZité pro kumenhydroperoxid (0,006 mM).
Pri koncentraci KumOOH 0,12 nM v pritomnosti MPPG se zjisti sti-
mulace disociace ACC ve vysi 70 %. Pri koncentracich KumOOH
0,6 mM a 1,2 mM se naméfi jasné vyssi G¢inky stimulace v prito-
mnosti MPPG ve srovnani s PP.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky prostfedek k redukci peroxida s LDL-vazbou
a k profylaxi z toho vyplyvajicich vaskuldrnich poruch
v nepritomnosti hypercholesteraemie nebo hyperlipidaenie,
vyznacéujici s e t i m, 2Ze Jjako 1udcéinnou sloZku
obsahuje magnesium-pyridoxal-5'-fosfat glutamiat a farmaceutic-
ky prijatelny nosic¢ ¢i redidlo.

2. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 1, vy zna¢é¢uj i-
c i s e t i m, 2e dale obsahuje manganatou sul.

3. Pouziti magnesium-pyridoxal-5'-fosfatglutamatu pro pripravu
farmaceutického prostredku pro redukci peroxidu s LDL-vazbou
a k profylaxi z toho vyplyvajicich vaskularnich poruch
v nepritomnosti hypercholesteraemie nebo hyperlipidaemie.

4. Pouziti podle naroku 3 pro pripravu farmaceutického prostredku
pro profylaxi proti atheromatdze.

5. Pouziti podle naroku 3 pro pripravu farmaceutického prostredku
pro profylaxi angiopatickych nemoci.

4 vykresy
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