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A taldlmany olyan vegyiletekre vonatkozik, amelyek elsdéd-
legesen egy foszfodiészterdz izozim (PDE4) egyik formajat ga-
toljadk vagy kotik, mig az enzimnek egy médsodik formajat az
eldbbinél kisebb mértékben kotik vagy gatoljak. A vegyliletek a
mellékhatasok csokkenése mellett hasznadlhaték fel a krdnikus

obstruktiv tidd&betegség (COPD) megeldzésére vagy kezelésére.
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A taldlmény olyan vegyliletekre vonatkozik, amelyek elsdéd-
legesen egy 4-es szammal jelzett foszfodiészterdz izozim (a to-
vabbiakban PDE4) egyik formajat gatoljak vagy kotik, mig az en-
zimnek egy masodik formajat az eldébbivel azonos vagy eldnydsen
annal kisebb mértékben kotik vagy gatoljak, és amely vegyiiletek
ily médon felhasznalhatdék krénikus obstruktiv tiidébetegség
(chronic obstructive pulmonary disease, COPD) kezelésére. Az
emlitett izoenzim formdk — amelyekr8l bar nem bizonyitott, de
feltételhetd, hogy ugyanazon enzim nem-interkonvertalhaté kon-
formacidéinak az eltéré formadi — egy archetipusos PDE4 inhibi-
tor, a rolipram iranti kotési affinitds alapjan kiloénbdztethe-
ték meg egymastdl. A rolipram nagy affinitassal koti az egyik
formanak egy helyét, de a masik forma katalitikus helyéhez csak
affinitassal kotdédik. A jelen leirdsban az egyik formdt a nagy
affinitasu rolipram koété helynek, a masik formadt pedig a kis
affinitasu rolipram koété helynek nevezzik. A taldlmany targyat
képezi tovabbad egy eljaras kroénikus obstruktiv tiidébetegség
szelektiv kezelésére, amelynek soradn elsédlegesen a PDE4 izo-
zimben 1évdé katalitikus helynek a kis affinitdsd formajat ga-
toljuk. Ugyancsak a taldlmadny targyadt képezi egy eljaras COPD
kezelésére, amelynek sordn egy olyan vegyiletet adunk be, amely
vegyllet elsddlegesen a kis affinitdsd kotési helyhez kotddik.
A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras terhelés &altal
indukdalt asztma (exercise induced asthma, EIA) kezelésére,

amelynek sordn elsdédlegesen a PDE4 izozimben 1évS katalitikus
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helynek a kis affinitasu formdjat gatoljuk.

A ciklikus nukleotid foszfodiészterdzok (PDE-k) egy olyan
enzimcsaladdot alkotnak, amelynek tagjai a mindenutt eléforduld
intracelluldris masodik messenger adenozin-3',5'-monofoszfatot
(cAMP) és guanozin-3',5'-monofoszfatot (cGMP) a megfeleld inak-
tiv 5'-monofiszfat metabolittd hidrolizaljadk. A PDE izozimek
legalabb kilenc eltéré osztalyanak a létezését valdszinlsitik,
amelyek mindegyike egyedi fizikai és kinetikai jellemzd&kkel
rendelkezik, és amelyek mindegyike egy eltérd géncsaladnak a
terméke. Az emlitett hét osztalyt 1-té1 9-ig tartd arab szamok
alkalmazasaval kiildnboztetik meg egymastdl.

A talalmany szerinti készitmény alkalmazasaval megcélzott
(target) enzim a PDE4 izozim, magdban foglalva az izozim vala-
mennyi eltérd formajat és eloszlasdnak teljes tartomadnyat az
Osszes sejtben. Az izozim egy kis K, értékd cAMP-szelektiv en-
zim (cAMP K, = 1-5 uM), amely a cGMP-vel szemben csak csekély
aktivitast mutat (K, > 100 puM). Az emlitett izozimosztaly tag-
jainak érdekes jellemz&je, hogy két vagy tobb nem-interkonver-
talhaté vagy egymasba csak lassan atalakithaté formaban létez-
nek, amely formak eltérd mértékd hatékonysaggal kotik a roli-
pramot és mas PDE4 inhibitorokat. Tehdt ugyanaz a géntermék
egynél tobb katalitikusan aktiv konformacidés 4allapotban létez-
het. Lényeges, hogy az eltéré kotd formdk egymashoz viszonyi-
tott részaranya a szoéveti sejttipustdl filiggéen valtozhat. Pél-
daul a gyulladasos sejtek viszonylag nagy részaranyban tartal-
mazhatjak azt a format, amely csak kis affinitassal koti a ro-

lipramot, mig az agysejtek és a parietalis sejtek azt a format
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tartalmazhatjak viszonylag nagy részardnyban, amely nagy affi-
nitassal koéti a rolipramot.

A taldlmany szempontjabdl kilondsen lényeges az izozimek
emlitett osztdlydnak a gyulladadsban és a 1léguti simaizomban
jatszott szerepe. A vizsgalatok azt mutatjak, hogy ez az izo-
zimosztdly kildnleges szerepet Jjatszik a cAMP szabdalyozasaban
ktilonféle gyulladasos sejtekben (példaul hizésejtekben, bazofi-
lekben, eozinofilekben, neutrofilekben és monocitdkban) és a
léguti simaizomban. A taldlmdny szerinti megoldas kilondsen jél
alkalmazhatdé gyulladasos sejtek és 1léguti simaizom esetén; a
human monocitdkban expresszalt izozim tipus kidlondsen jelentds.
Ezt az magyardzza, hogy a ciklikus AMP egy, a kemotaxis gatla-
sdra és a gyulladasos sejtek aktivacidéjadra szolgald masodik
messengerként funkciondl. Ezenkivil a cAMP a léguti simaizom
relaxdcidét is medidlja. Az eldébbiek, valamint a PDE4-nek a cAMP
metabolizacidéjaban jatszott jelentds szerepe indokolja a PDE4
inhibitorok tovabbi vizsgdlatat; annak alapjan, hogy a PDE4 in-
hibitorok fokozni képesek a leukocitdkban és a 1léguti simaizom-
ban a cAMP-tartalmat, a PDE4 inhibitorok gyulladdsellenes és
bronchodilatator aktivitdssal rendelkezhetnek.

A gyulladas kezelésére, illetve a bronchodilatatorokként
jelenleg alkalmazott PDE inhibitorok, példaul az olyan haté-
anyagok mint a theophylline és a pentoxyfyllin, minden megki-
lonbdztetés nélkil valamennyi szovetben gatoljadk a PDE izozime-
ket. Ezeknek a vegylleteknek sulyos mellékhatdsaik wvannak, va-
lészinlileg azért, mert szelektivitds nélkil gatoljak az oOsszes

PDE izozimosztalyt valamennyi szovetben. Ezt figyelembe kell
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venni az emlitett vegyliletek terapids profiljanak az értékelé-
sénél. A megcélzott betegség hatékonyan kezelheté az ilyen ve-
gyiletekkel, azonban a vegylletek masodlagos hatdsokat mutat-
hatnak, amelyek ha elkerilheték vagy minimalizdlhatdk lennének,
a hatdanyagok jelentdsen mértékben ndvelhetnék bizonyos beteg-
ségek ily médon torténéd kezelésének a terdpidas hatékonysagat.
Osszességében a fenti informadcidék arra utalnak, hogy az adott
szdvetben vagy sejtben 1évé elsdéddleges PDE Uj izozim-szelektiv
inhibitorokkal torténd megcélozasaval a standard nem-szelektiv
PDE inhibitor haszn&lataval kapcsolatos mellékhatasok csdkkent-
heték. Bar az izozim-szelektiv PDE inhibitorok elvileg jobbak,
mint a nem-szelektiv inhibitorok, az edigiekben tesztelt sze-
lektiv inhibitoroknak is vannak mellékhatésaik, mivel a kérdé-
ses izozim gatlédsa kiterjed mas vagy nem célzott szovetekre is.
Példidul az anitdepresszansként kifejlesztett szelektiv PDE4 in-
hibitor rolipram klinikai vizsgdlatai azt mutatjdk, hogy a ha-
tbanyag pszichotrop aktivitdssal rendelkezik, valamint gastro-
intestinalis effektusokat, példadul gyomorégést, hanyast és
émelygést valt ki. Egy masik, a multiinfraktusos dementia keze-
lését célzé PDE4 inhibitor, nevezetesen a denbufylline mellék-
hatasaiként is gyomorégést, hanyast és émelygést figyeltek meg.
Feltételezhetd, hogy ezeket a mellékhatadsokat a PDE4-nek a kdz-
ponti idegrendszer és a gastrointestinalis rendszer specifikus
teriletein torténdé gatlasa okozza.

Schneider és munkatarsai 1986-ban beszamoltak arrdl, hogy

patkanyagy homogenizatumokban nagy affinitasu, sztereoszelektiv

[3H]—rolipram kétéhelyek vennek, és leirtak ezek jellemzdéit is.
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Bar azt feltételezték, hogy ezek a kotéhelyek reprezentaljik a
patkdnyagy "nem-kalcimodulin-filiggé, cAMP foszfodiészteraz" (az-
az PDE4) katalitikus helyét, az adatokban feltlindé anomalia lat-
szott. Hasonldé, DbAr nem azonos kisérleti korilmények kozott
nyert adatok azt mutattak, hogy a rolipram Kq = 1 nM értékkel
rendelkezett, mikdézben a rolipram K; = 1 puM aktivitassal gatol-
ta a patkanyagy PDE4 aktivitast. Tehdt ezerszeres eltérés volt
a rolipramnak a koétdéhely irdnti affinitédsa, illetve a kataliti-
kus aktivitast befolydsoldé hatadsa kozott. Bar a PDE gatlas és a
[3H]—rolipram kotésért folyd versengés kodzodtt minden részletre
kiterjedd szerkezet/aktivitds oOsszefiiggést (structure activity
relationship; SAR) nem 4llapitottak meg, a rolipramnak mint
PDE4 inhibitornak a hatékonysaga és a kotdhelynél kifejtett ha-
tékonysaga kozotti lényeges kiilonbség kérdésessé teszi annak a
megallapitasnak a helytdllésagat, miszerint mindkét aktivitast
ugyanazon molekuldris hely foglalja magaban.

Ennek a rejtélynek a megoldasadra szdmos vizsgdl indult. Az
egyik ilyen vizsgdlatban annak az eldontését tilzték ki célul,
hogy a rolipram nagy affinitasu koétdéhelye ugyanazon a proteinen
helyezkedik-e el, mint amelyiken a cAMP katalitikus hely van.
Egy masik vizsgalatban azt kivantdk meghatdrozni, hogy a PDE4
gatlasa esetén ugyanaz a szerkezet/aktivitas Osszefiiggés (SAR)
all-e fenn, mint amilyen SAR a nagy affinitdsi rolipram koté-—
hellyel toérténé versengést jellemzi. Egy harmadik vizsgalatban
arra prébaltak magyarazatot talalni, hogy — ha van egyaltaléan
— milyen biolégiai szignifikancia lehet a fenti megfigyelések

mogoétt, kilonds tekintettel ezek Gj hatdanyag-terdpidk kifej-
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lesztésére torténd felhasznadlaséra.

A nagyszamu vizsgdlatbdél nyert adatok Osszegzését kovetden
nyilvanvald valt, hogy a humdn monocita rekombindns PDE4-en
(hPDE4) legaldbb két olyan koétéforma van, amelyen az inhibi-
torok megkdtdédnek. Ezeknek a megfigyeléselnek az egyik magyara-
zata az, hogy a hPDE4 két eltérd formdban létezik. Az egyik
nagy affinitédssal koéti meg a rolipram- és a denbufylline-szeri
anyagokat, mig a masik ezeket a vegylileteket kis affinitassal
koti meg. A jelen leirasban a két format a nagy (high) affini-
t4su rolipram koété forma (HPDE4), illetve a kis (low) affinité-
su rolipram kotd forma (LPDE4) jeldléssel kiildnbdztetjik meg
egymastoél.

Ezeknek a megfigyeléseknek a jelentdsége annak felismerés-
ében mutatkozik meg, hogy azok a vegylletek, amelyek hatékonyan
versengenek a nagy affinitasu rolipram ko6t formaért (HPDE4),
tobb mellékhatasuk van vagy intenzivebb mellékhatasaik vannak,
mint azokénak, amelyek az LPDE4-gyel (kis affinitasu rolipram
kétd formaval) versengenek. Tovabbi adatok azt jelzik, hogy a
vegyluleteket a PDE4 kis affinitasu kotéd formdjdhoz iranyithat-
juk, és hogy ez a forma kilonbdzik attdl a koétd formatdl,
amelynek esetén a rolipram egy nagy affinitdssal ko6tdédd anyag.
Eltérd szerkezet/aktivitads 6sszefiiggés taldlhatd a hatasukat a
nagy affinitédsu rolipram koété formanal, illetve a kis affinita-
su rolipram koté formandl kifejtd inhibitorok esetén. Ezenkiviil
az emlitett két forma funkciondlis szerepe is kiilénbdzik. Azok
a vegyluletek, amelyek a kis affinitdsd rolipram kétd formaval

lépnek kolcsonhatésba, gyulladasellenes hatastak, mig azok,
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mig azok, amelyek a nagy affinitdsu rolipram koété formaval lép-
nek kolcsénhatédsba, mellékhatadsokkal Jjarnak vagy lényegesen
erdsebb mellékhatasokat okoznak.

Ezekre a megfigyelésekre nincs egyértelmli magyarazat. Va-
lészinlGsithet$ azonban, hogy a PDE4 két eltérd tercier vagy
kvaterner allaptoban 1létezhet. Feltételezhetd, hogy mindkét
forma katalitikusan aktiv. A rolipram az egyik forma egyik ka-
talitikus helyéhez nagy affinitassal kotédik, ahol a jelen le-
irasban a nagy affinitdst 10 nanomolndl kisebb K; értékkel de-
finidljuk, és a masik formdhoz kis affinitdssal k&étédik, ahol a
jelen leirasban a kis affinitdst legaldbb 100 nanomol K; érték-
kel definidljuk.

Az eldbbi megfigyelésekbdl az a hasznos kévetkeztetés von-
haté le, hogy lehetéség van azoknak a vegyiileteknek az azonosi-
tasara, amelyek a cAMP katalitikus aktivitast elsddlegesen ott
gatoljak, ahol az enzim a rolipramot kis affinitdssal koté for-
maban van, mialtal mérsékld&dnek azok a mellékhatésok, amelyek a
rolipramot nagy affinitassal ko6té forma gatlasaval allnak kap-
csolatban.

A krénikus obstruktiv tidébetegség (COPD) egy dsszefoglald
elnevezés, amelyet gyakran haszndlnak a roégzilt léguti betegsé-
gek két allapotdnak, nevezetesen a krdnikus bronchitisnek és az
emphysemanak a leirasdra. A krénikus bronchitist és az emphyse-
mat leggyakrabban a dohadnyzas okozza; a COPD-ben szenved$ bete-
gek hozzavet&leg 90 %-a dohanyzik, illetve dohanyzott. BAar a
dohanyosok koériilbeltil 50 %-&4ndl alakul ki krénikus bronchitis,

csak a dohanyosok 15 %-4ndl fejldédik ki munkaképtelenséggel ja-
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ré léguti obstrukcié. Néhany mas emlés esetén, kiilondsen a lo-
vakndl is el&éfordul a COPD.

A COPD-vel kapcsolatos 1léguti obstrukcidé progressziv,
amely léguti hiperaktivitassal jarhat egylitt, és amely részle-
gesen reverzibilis lehet. Nem-specifikus 1léguti hiperérzékeny-
ség 1s szerepet jatszhat a COPD kialakuldsédban, valamint doha-
nyosokban a tidéfunkcid csokkenésének felgyorsuldsa is utalhat
a COPD kialakulasara.

A COPD az elhald&lozasok és a munkaképtelenné valasok egyik
szignifikadns okozdéja. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban és Euré-
paban ma a COPD az elhaldlozadsok negyedi leggyakoribb oka. Az
emlitett betegséggel Osszefiggd morbiditds és mortalitds csok-
kentésének elésegitésére a kezelési tanadcsaddk a korai felisme-
résnek és a dohadnyzasrél leszoktatd programok végrehajtasanak a
fontossagat hangsulyozzak. A korai felismerés és diagndzis
azonban szamos ok miatt bonyolult.

A COPD kifejldédése évekig tart, és a dohanyosok gyakran
nem akarjak tudomasul venni a dohdnyzasbdl szarmazd betegségek
hatasait, példaul a fokozott fulladas korai figyelmeztetd jele-
it a kornak tulajdonitjak. Hasonldé mdbdon gyakran eldfordul,
hogy az &altalanos gyakorlattal rendelkezd orvos a bronchitises
akut epizdédokat nem a COPD korai jeleinek tekinti. Szamos beteg
egynél tdbb betegség (példaul krénikus bronchitis vagy asztma-
tikus bronchitis) jeleit mutatja, ami jelentdsen megneheziti a
pontos diagnézis felallitasat, kildndsen a betegség korai fazi-
saban. Ezenkivil sok beteg mindaddig nem keres orvosi segitsé-

get, amig nem észlel a csdkkent tuddémiikddéssel kapcsolatos tdbb
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sulyos tiinetet, amilyen példaul a dyspnoe, az allanddé kohdgés
és a kopetképzédés. Az eldbbiek kovetkezményeként a betegek
tilnyomé tobbsége esetén a betegség csak akkor diagnosztizalha-
t6, illetve kezelhetd, amikor a betegség mar eldrehaladott sta-
diumban van.

A jelen taldlmany célja az, hogy a COPD, illetve a mellék-
hatadsok vonatkozasdban a kordbbiakndl lényegesen jobb terdpids
indexet biztositsunk.

A taldlmany targya tehdt eljards COPD megeldzésére vagy
kezelésére a gastrointestinalis és pszichotrop effektusok egy-
idejd minimaliz&ldsa mellett, amely eljdrds soran egy ilyen ke-
zelést igényld alanynak hatadsos mennyiségben beadunk egy olyan
vegyliletet, amely vegyilet legaldbb koéridlbeliil 0,1 értékl ICgg
arannyal rendelkezik, ahol az ardny a rolipramot nagy affini-
tassal kotd PDE4 katalitikus forma ICgqg értékének és a roli-
pramot kis affinitassal koté kotsS forma ICsg értékének a hanya-
dosa.

A krénikus obstruktiv tiddébetegséget (COPD) egy, a tuddében
lejatszé6ddé, az alveolaris makrofagok, a cpg” T-sejtek és a ne-
utrofilek fokozott aktivacidja és/vagy szdma Altal jelzett krd-
nikus gyulladasos folyamat jellemzi. A COPD gydégyitasédnak szem-
pontjabdél legfontosabb az, hogy médosithatdé legyen a neutrofi-
lek forgalma és aktivacidéja. A neutrofilek valédszinlleg kozpon-
ti szerepet jatszanak a COPD patofizioldgidjédban. A neutrofil
aktivacid szamos gyulladdsos medidtor és proteinaz felszabadu-
ldsat eredményezi, amelyek kozil a legfontoéabb neutrofil

elasztaz jelentds mértékben hozzdjarul a progressziv fibrosis,
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a léguti stenosis kialakuldsahoz, valamint a tudé parenchima
destrukcidéjahoz, és ily mébdon a léguti funkcid egyre gyorsabb
csbkkenéséhez. A neutrofil elasztaz ezenkiviil erdételjes mucus
secretagog 1is, és 1ily mdédon jelentésen hozzdjarul a COPD-re
jellemz&é mucus hypersecretio kialakuldsdhoz. A taldlmany sze-
rinti vegyliletek in vitro erSteljes hatast gyakorolnak a neut-
rofilekre, példaul gatoljak a neutrofil kemotaxist és degranu-
lacidét. A talalmany szerinti vegyliletek allatmodellekben in vi-
vo csOkkentik a keringésbd&l szadrmazd neutrofil extravasatidt, a
pulmonalis sequestratiét és a kulodnféle gyulladdsos bantalmakra
adott oedematosus valaszreakcidkat.

A PDE4 inhibitoroknak a COPD-ben kifejtett terapids akti-
vitasahoz hozzajarulhatnak még az inhibitorok olyan tovabbi ha-
tasai is, amilyen példdul a bronchodilatatiés, valamint a pul-
monalis neuronalis aktivitast médosité hatds. Bar a COPD-ben a
csbokkent mértéki légaramlas reverzibilitasdnak mértéke csekély,
ennek akar kismértékl novelése is akut pozitiv hatast valthat
ki, valamint a hanyatlas meredekségének fokozatos csdkkentése
is alapvetden javithatja a COPD betegek életminéségét. A belé-
legzett muszkarin antagonistdk klinikailag jelentds mértékben
képesek javitani COPD-ben a légzésmiikodést, ami arra utal, hogy
a betegségben a reverzibilis 1éguti obstrukcidék nagy része a
pulmonalis idegek szabadlyozatlansdgaval &ll kapcsolatban. BA&r
részleteiben még nem vizsgdltdk, a PDE4 inhibitorok médosithat-
jak a kérnyezeti bantalmak (példaul dohanyzas) hatasara felsza-
baduld proinflammatoricus medidtorok gazdag forrasaként funkci-

onaldé léguti epithelialis sejtek aktivitasat is, és gatolhatjak
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a vascularis simaizom hyperplasiat, a COPD végsd stadiumaban
fellépd, szivbénulassal egylitt jard strukturalis elvaltozast.

A jelen leirasban a cAMP-nek azt a katalitikus helyét,
amelyik a rolipramot kis affinitassal koti, "kis (low) affini-
tasu" kotdhelyként (LPDE4), mig a katalitikus helynek azt a
formadjat, amelyik a rolipramot nagy affinitassal koti, "nagy
(high) affinitasu" koétéhelyként (HPDE4) jeloljik.

Az els6 kisérletekben a [3H]—rolipram kotés megadllapitasa
és értékelése érdekében végeztink vizsgalatokat. Ennek részle-
teit az alabbi 1. példdban ismertetjik.

Annak érdekében, hogy elddnthessiik, a nagy affinitasa ko-
tési aktivitads és a kis affinitast kotési aktivitas ugyanahhoz
a géntermékhez kapcsoldédik-e, ismert eljarasokkal élesztdét
transzformaltunk, majd a rekombindns PDE4 expresszalasat kove-
téen hatdras fermentdcids periddust alkalmaztunk. Egy PDE4 el-
len irdnyuldé antitest alkalmazadsaval végzett Western-blot ana-
lizis azt jelezte, hogy az expresszalt PDE4 mennyisége az idé
elérehaladasaval novekszik, és maximdlis értékét haromdrds te-
nyésztés utdn éri el. Ezenkivil az immunoreaktiv termék tobb
mint 90 %$-a az élesztd lizadtumok nagy sebességli (100 000 x qg)
felilaszbéjdban volt. A protein expresszidé folymata sordn mind-
végig nyomon kovettiik a [3H]R—(—)—rolipram kotést és a PDE ak-
tivitdst. A PDE4 aktivitds a rolipram kotési aktivitéassal
egylittesen expresszaldédott, ami azt jelzi, hogy mindkét aktivi-
tds ugyanahhoz a géntermékhez kapcsolddik. Hasonld eredményeket
nyertink a Western-blot analizissel is, ahol a roliprammal géa-

tolhatdé PDE aktivitas és a [3H]—rolipram kotési aktivitas tobb
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mint 85 %-a volt megtaldlhatd az élesztd feliiluszd frakcidban.
Osszeségében a fenti rendszerben expresszalddott rekombi-
nans PDE4 legnagyobb része LPDE4, és csak egy kis toredéke
HPDE4. Ebbd&l kovetkezden a rekombinans PDE4 katalitikus aktivi-
tds gatlasa elsddlegesen a vegyluleteknek az LPDE4-nél kifejtett
hatésat tukrozi vissza. A PDE4 katalitikus aktivitéds gatlasat
ily médon a vegylletek LPDE4-nél kifejtett hatékonysagdnak az
mér&szamaként (indexeként) alkalmazhatjuk. A vegylileteknek a
HPDE4-nél kifejtett hatékonysagat ugy értékelhetjiik, hogy meg-
vizsgadljuk, milyen mértékben képesek a vegyliletek versengeni a
[3H]R—(—)—rolipramért. Annak érdekében, hogy mind a kis affini-
tasti, mind pedig a nagy affinitdsu rolipram kotéhelyek esetén
szerkezet/aktivitas Osszefliggést (SAR) taldljunk, két vizsgala-
ti rendszerben meghataroztuk a kivadlasztott vegyliletek haté-
konysagat. A standard vegyliletek alkalmazasdval végzett kisér-
letek eredményeit tablazatban foglaltuk O0ssze. Amint az varhaté
volt, bizonyos vegylletek egyértelmlien hatasosabbak voltak a
[3H]—roliprammal folytatott versengésben azon a helyen, amely-
nél a rolipram bizonyitottan nagy affinitéssal kotédik, mint
azon a helyen, amelynél a rolipram kis affinitdssal koétédik. A
nagy affinitasu kotés és a kis affinitasu kotés kozotti szerke-
zet/aktivitds oOsszefliiggés csak igen kevés kozds jellemzét mu-
tat, amibdél azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a nagy affini-
tasa [3H]—rolipram kotés gatlasédnak szerkezet/aktivitas Ossze-
figgése eltér a kis affinitdsu rolipram koétShelynél torténd ko-
tés szerkezet/aktivitas oOsszefiiggésétdl. A szerkezet/aktivitéas

Osszefliggésre vonatkozd vizsgadlat eredményeit az I. tablazatban
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Vegyiilet Kis Nagy Nagy/kicsi
affinitasa|affinitasa arany
ICso ICsq

1-(5-tetrazolil)-3-[3- 1,1 0,002 0,0018

-(ciklopentil-oxi)-4-metoxi-

-fenil]-ciklopentan

cisz-{3-[3-(ciklopentil-oxi)- 2,7 0,021 0,0078

-4-metoxi-fenil]-1-

-ciklopentankarboxilat}

N-{2-[3-(ciklopentil-oxi)-4- 0,89 0,012 0,013

-metoxi-fenil]—-etil}-oxamid

R-rolipram 0,31 0,004 0,013

N-{3-[3,4-bisz (difluor- 1,6 0,4 0,25

-metoxi)-fenil]-etil}-oxamid

Ro 20-1724 2,6 0,19 0,07

S-rolipram 1,1 0,095 0,086

(R)-(+)-1-(4-brém-benzil)-4- 4,0 0,45 0,11

-[3-(ciklopentil—-oxi)—-4-

-metoxi-fenil]-2-pirrolidon

1-(4-amino-benzil)-[3- 1,4 0,1 0,07

- (ciklopentil-oxi)-4-metoxi-

-fenil]-2-imidazolidinon

denbufylline 0,29 0,05 0,17
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Vegyiilet

Kis

affinitasa

ICxo

Nagy

affinitasa

ICso

Nagy/kicsi

arany

3-{(ciklopentil-oxi)-4-metoxi-
~-fenil]-1-[4-N'- (N°-ciano-S-
-metil-tioureido)-benzil]-2-

-pirrolidon

0,1

0,03

(R)—-(+)-1-(4-brém-benzil) -4-
-[3-(ciklopentil-oxi)-4-

-metoxi-fenil]-2-pirrolidon

IBMX

29,1

20,3

0,698

(Sy=(-)-etil-{4-[3-
-(ciklopentil-oxi)-4-metoxi-
-fenil]-2-pirrolidinilidén}-

—acetat

0,46

0,45

0,98

Papaverin

10

10

cisz-{4-ciano-4-[3-
-(ciklopentil-oxi)—-4-metoxi-
-fenil]-1-ciklohexan-
karboxilat}

0,095

0,110

cisz-{4-ciano-4-[3-
-(ciklopropil-metoxi)-4-
- (difluor-metoxi)-fenil]-1-

-ciklohexanol}

0,021

(R)—(+)-etil-{4-[3-
-(ciklopentil-oxi)-4-metoxi-
-fenil]-2-pirrolidinilidén}-

-acetat

2,143
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I. tadblazat (folytatéas)

Vegyiilet Kis Nagy Nagy/kicsi
affinitasa|affinitasua arany
ICso ICs0
2-(metoxi-karbonil)-4-ciano-4- 0,140 0,5 3,571

-[3-(ciklopropil-metoxi)-4-

- (difluor-metoxi)-fenil]-1-

-ciklohexanon
trequinsin 1,6 5,0 3,125
dipyridamole 5,2 32,5 6,25

A denbufylline-t, azaz a 7-acetonil-1,3-dibutil-xantint a
SmithKline Beecham allitotta elé. A papaverin az 1-[(3,4-dime-
toxi-fenil)-metil] -6, 7-dimetoxi-izokinolin. A trequinsin kémiai
neve 2,3,6,7-tetrahidro-2-(mezitil-imino)-9,10 dimetoxi-3-me-
til-4H-pirimido[6,1-alizokinolin-4-on. A dipirimadole generikus
elnevezése 2,2',2",2"'-[(4,8-dipiperidino-pirimido[5,4-d]lpiri-
midin-2, 6-diil)-dinitrilo]-tetraetanol.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy bizonyos vegyiletek
a nagy affinitdsu formaval Osszehasonlitva szelektiven a kis
affinitdsu format gatoljdk, illetve mas vegylletek esetén a
szelektivitds forditott. Ennek a megfigyelésnek az a jelentdsé-
ge, hogy lehetévé teszik a mellékhatdsok oly médon torténd mi-
nimalizdlasat, hogy olyan vegylileteket terveziink vagy valasz-
tunk ki, amelyek szelektiven (elsddlegesen) az egyik helyet ga-
toljak, mialtal a kivant reakcidét egy masik, nemkivant valasz

kizdrasaval valtjak ki, illetve a nemkivant valaszt legaléabb
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annyira minimalizaljak, amely mértékben a nemkivant mellékhatas
mar nem befolyasolja el nem fogadhatdé mértékben a kivant tera-
piat.

Az eldébbi vizsgdlatok ellenére még nem hatdroztuk meg a
PDE4 izozimben 1évé nagy affinitasu kotés és kis affinitasa ko-
tés egymastdl eltérd szerkezet/aktivitds oOsszefliggésének az
alapjat. Felismertik azonban, hogy ha egy vegyillet legalabb k&-
rilbeltil 0,1 értékd ICgp aranyt mutat, ahol az arany a roli-
pramot nagy affinitdssal koté PDE4 katalitikus forma ICgg érté-
kének és a rolipramot kis affinitassal koté kotd forma ICgg ér-
tékének a hényadosa, akkor a vegyliletnek elfogadhatd terdpias
indexe lesz. Mas szavakkal ez azt jelenti, hogy az ilyen vegyl-
lettel eredményesen kezelhetlink kiildnféle immunoldgiai és gyul-
laddsos betegségeket, ugyanakkor a vegylilettel egyaltaldn nem
vagy el nem fogadhatd mértékben nem okozunk mas élettani jelen-
séget. A legeldénydsebb taldlmany szerinti megoldads értelmében
gyulladéasos vagy allergias betegségek kezeléséhez a kis affini-

tdsu rolipram koétd helyet gatoljuk.

Vegylletek

A taldlmany olyan vegylletekre vonatkozik, amelyek leg-
alabb koérilbelidl 0,1 értékd ICgg ardnnyal (nagy/kis kotés) ren-
delkeznek. Ebbe a koérbe tartozik barmely, illetve valamennyi
olyan vegylilet, amely a jelen leirasban ismertetett teszt alap-
jén PDE4 inhibitor, és amelynek ICgg ardnya — a jelen lirasban
ismertetett vagy mas hasonld vizsgalattal — bizonyitottan a

meghatdrozott tartomédnyba esik. Kiilonésen fontosak azok a ve-
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gyuletek, amelyek a jelen taldlmany bejelentési napja eldétt nem
voltak szabadon felhasznalhaték és/vagy amelyek nem voltak is-
mertek, illetve amelyeket az emlitett iddépont eldétt PDE4 inhi-
bitorokként még nem teszteltek.

A taldlmany szerinti megoldasban alkalmazhatd vegylletek
kivdlasztasadnak az egyik eldényds mddszere értelmében meghata-
rozzuk azokat a vegylleteket, amelyek legaldbb korilbeliul 0,1
értékli ICgp ardnnyal rendelkeznek; ahol az arany egyik tagja az
1 nM [3H]R—rolipramnak a rolipramot nagy affinitassal koété PDE4
formdhoz torténdé kotésének az ICgg értéke, mig mésik tagja a
rolipramot kis affinitassal ko6té forma PDE4 katalitikus aktivi-
tasadnak 1 pM [3H]-CAMP mint szubsztrattal torténé gatlasanak az
ICgo értéke.

Az elébbi ICgg arany standardnak megfeleld vegylletek pél-
dait az I. tablazatban ismertetjik, illetve tovabbi példak ta-
ldlhatdék az 5 448 686., az 5 605 923. és az 5 552 438. szamu
amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leiréasban.

Elénydsek azok a vegyiletek, amelyek 0,5-nél nagyobb ICgg
arannyal rendelkeznek, és kiilondsen azok a vegyiletek, amelyek-
nek ICgg aradnya 1,0-nél nagyobb. A tulnyomérészt a kis affini-
tasu kotési helyhez koétédé és 0,1-nél nagyobb ICgg arannyal
rendelkezé vegylletek példai kozé tartoznak — egyebek mellett
— a kovetkezé vegyliletek: cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopentil-
-oxi)-4-metoxi-fenil]-1-ciklohexankarboxilat}, 2-(metoxi-karbo-
nil)-4-ciano-4-[3-(ciklopropil-metoxi)-4-(difluor-metoxi)-fe-
nil]-l-ciklohexanon és cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopropil-metoxi) -

-4-(difluor-metoxi)-fenil]-1l-ciklohexanol}.
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A talalmany szerinti vegyiileteket és gyégyaszatilag elfo-
gadhaté séikat a jelzett betegség kezelésére szolgald szokasos
médokon, példaul oralis, parenteralis, sublingualis, transder-
malis, rectalis, inhalaciés vagy buccalis beadassal alkalmaz-
hatjuk.

Az oralis beadaskor aktiv talalmany szerinti vegyiileteket
szirupokkd, tablettakka, kapszulakka, szabalyozott hatdanyag-
-felszabaditasu készitményekké vagy gyoégycukorkdkkd formalhat-
juk. A szirupkészitmények &altalaban a vegylletnek vagy séjanak
egy folyékony hordozéval, példaul etanollal, mogyordolajjal,
glicerinnel vagy vizzel készitett Szuszpenzidjabdél vagy oldata-
bél, valamint izesité- vagy szinez&szerekbdl 4&llnak. Ahol a
kompozicidé tablettaformaban van, a szilard készitmények el&al-
litasadra szokdsosan alkalmazott barmilyen gyégyszerészeti hor-
dozét felhaszndlhatunk. Az ilyen hordozék k&rébe — egyebek
mellett — példaul a kévetkezdk tartoznak: magnézium-sztearat,
gipsz, talkum, zselatin, akacmézga, sztearinsav, keményité,
laktéz és szacharéz. Ahol a kompozicié kapszulaformaban van,
barmely szokadsos kapszuldzasi médszert felhasznalhatjuk, példa-
ul az eldébbi hordozék alkalmazasaval eldallitott kompoziciét
kemény =zselatin kapszulahéjba toélthetjik. Ahol a kompozicié
lagy zselatin kapszula formajadban wvan, a diszperzidk vagy
Szuszpenzidk elSdllitasara szokasosan alkalmazott gyégyszeré-
szeti hordozdkat hasznalhatunk, amilyenek — egyebek mellett —
példaul a vizes gumik, cellulédzok, szilikatok vagy olajok, majd
az 1igy eld8allitott kompozicidkat 1lagy zselatin kapszuléakba

épitjik be.
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A jellegzetes parenteralis kompozicidk egy vegyiiletnek
vagy sdéjanak steril vizes vagy nemvizes horodzéval készitett,
adott esetben parenteralisan elfogdhaté olajokat, példaul poli-
etilénglikolt, poli(vinil-pirrolidon)-t, lecitint, arachiszola-
jat vagy szezédmolajat tartalmazé oldatabdl vagy szuszpenzidja-
bél &llnak.

A tipikus inhalédciés kompozicidk oldatok, szuszpenzidk
vagy emulziok formdjdban vannak, amelyeket szdraz porként vagy
hagyomanyos propellansok, példaul diklér-difluor-metan vagy
triklér-fuor-metadn alkalmazdsaval aeroszol formajadban adhatunk
be.

A jellegzetes dermalis vagy transdermalis készitmények
szokasos vizes vagy nemvizes vivényagot tartalmazé krémek, ke-
nécsdk, lécidk vagy pasztak, illetve a készitmények hatéanyagot
tartalmazé tapaszok, flastromok vagy membranok is lehetnek.

A kompozicidk eldénydsen egységdézisformdban vannak, ami-
lyenek példaul a tablettak, a kapszuldk vagy az adagolt aero-
szol dézisok, igy a beteg egyszeriten tud egyetlen dézist beven-
ni.

Az oralis beadasra szolg4ld dézisegységek egyenként alkal-
masan 0,3-60 mg/kg, elénydsen 1-30 mg/kg mennyiségben tartal-
mazzak a vegyiiletet vagy gyégyaszatilag elfogadhaté sbéjat. COPD
kezelése esetén az eldnyds dézisok 10-15 mg/kg mennyiséqgi haté-
anyagot tartalmaznak. A parenteralis beadasra szolgald ddédzis-
egységek egyenként alkalmasan 0,1-100 mg/kg mennyiségben tar-
talmazzak a vegyiiletet vagy gyodgyaszatilag elfogadhatd séjat.

Az intranasalis beadéasra szolgaldé dézisegységek egyenként és
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személyenként alkalmasan 1-400 mg, eldénydsen 10-200 mg mennyi-
ségben tartalmazzak a vegyiletet vagy gydgydszatilag elfogadha-
td sbéjat. A topikalis készitmények alkalmasan 0,01-5,0 tomeg$
vegyliletet tartalmaznak.

A hatdanyagot a kivant aktivitds eléréséhez elegendd gya-
korisdggal, példaul naponta 1-6 alkalommal adhatjuk be. A haté-
anyagot eldénydsen napont 1-2 alkalommal, még eldnydsebben na-
ponta kétszer adjuk be.

A taldlmdny szerinti megoldds szerinti alkalmazds esetén
nem varhatdék el nem fogadhatd toxikoldgiai hatasok.

A kovetkezd példadk azt kivanjdk bemutatni, hogy hogyan wva-
lésithatjuk meg és hogyan alkalmazhatjuk a taldlmany szerinti
megoldast. A példak illusztrativ jelleglek, a taldlmédny oltalmi
korét, illetve terjedelmét nem korldtozzadk. Az oltalmi kdrt a

mellékelt igénypontok hatdrozzidk meg.

Példak

Az alabbi, 6t speciesre kiterjedd nyolc vizsgalatot alkal-
maztuk a legalabb korilbelil 0,1 ICgg aranyu vegyuletek kiva-
lasztasdhoz. A vizsgalatok a kovetkezdk voltak: az izoldlt nyul
paietlais mirigybd&l szarmazd savtermelés sitmuldlasa; az FMLP-
indukdlt degranulacié (myeloperoxidaz felszabadulas) gatlésa
human neutrofilekben; az FMLP-indukalt O, képzd&dés gatlasa
tengerimalac eizinofilekben; az LPS-indukdlt TNFg-termelés gat-
lasa human monocitédkban; a hanyas gatlasa kutydkban; az anti-
gén-indukalt bronchoconstrictio gatlidsa tengerimalacokban; a

reserpine-indukalt hypothermia visszaforditdsa egerekben; és az
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egerekbe adoptivan transzferdlt humdn monocitakbdél szarmazd
LPS-indukdlt TNFyg-termelés gatlasa. A vizsgadlatokat és az ada-

tokat az alabbiakban részletezzik.

Statisztikai analizis

Annak a hipotézisnek a vizsgadlatdhoz, miszerint a PDE4 kis
affinitast hely gatlasa az ebbe az osztdlyba tartozd vegyiiletek
gyulladasellenes hatasaval 4l1 o¢sszefliggésben, mig a nagy affi-
nitasd hely gatlasdhoz bizonyos mellékhatésok kialakulasa tar-
sul, meghataroztuk kilonféle PDE4 inhibitoroknak a gyulladasos
sejtmikoddést in vitro és in vivo blokkold képességét, valamint
in vitro és in vivo modellekben a vegylileteknek a mellékhataso-
kat okozdé képességét. Annak oOsszehasonlitasidhoz, hogy a PDE4
inhibitorok milyen mértékben képesek egy adott terdpids hatéast
vagy mellékhatast kivaltani attdl figgden, hogy a PDE4 kis af-
finitast kotéhelyét vagy nagy affinitdsu koétShelyét gatolijak,
in vitro vagy in vivo vizsgalatokban (r2) linedris korrelacié6-
val vagy rangsorolasi (rank-order) korreldciéval (Spearman-féle
Rho) 0©sszehasonlitottuk a vegylleteknek az izolalt enzim kata-
litikus aktivitassal vagy a nagy affinitasu hellyel szembeni
hatékonysagat. A linedris korrelaciéval eldénthetd, hogy egy
vegylulet a kis affinitasu helynél vagy a nagy affinitasu hely-
nél kifejtett gatld képessége alapjan felhasznalhaté-e egy
adott gyulladasellenes vagy mellékhatds kivaltasara. A rangso-
rolasi korrelacidé azt vizsgalja, hogy egy adott gyulladaselle-
nes vagy mellékhatast kivaltd hatékonysdgi rangsor hasonlit-e a

kis affinitdst vagy a nagy affinitdsd hely gatlasanal észlelt
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hatékonysagi rangsorhoz. Az r2 és a Spearman-féle Rho értékeket

a STAT View II szamitdgépes programmal (Macintosh) szdmitottuk

ki.

PDE4 versus rolipram nagy affinitasu kotés

1. példa

Foszfodiészterdz és rolipram kodtési vizsgalatok

1A. példa

Meghataroztuk, hogy az izoldlt humdn monocita PDE4 és a
hrPDE (humdn rekombindns PDE4) els6dlegesen a kis affinitéasu
formadban van. Igy a szubsztratként 1 uM [3H]CAMP alkalmazasaval
végzett standard PDE4 katalitikus aktivitas vizsgdlatok alkal-
mazasaval értékelhetjik a tesztvegylileteknek a PDE4 kis affini-
tasu formidjaval szembeni aktivitasat [Torphy et al., J. oF BIOL.
CHEM., 267 (3), 1798-1804 (1992)].

Proteinforridsként patkadnyagy nagy sebességl feliuluszdkat
hasznaltunk. 25,6 Ci/mmol fajlagos aktivitéasu [3H]—rolipram en-
antiomereket allitottunk eld8. Az ismert eljidras [Torphy et al.,
J. oF BroL. CHEM., 267 (3), 1798-1804 (1992)] standard vizsgala-
ti koOrilményeit Ugy mdédositottuk, hogy azonosak legyenek a PDE
vizsgdlati korilményeivel, kivéve a cAMP utolsd esetében: 50 mM
Tris HCl (pH 7,5), 5 mM MgCl,, és 1 nM [°H]-rolipram. A vizsga-
latot egy 6ran at 30 °C-on végeztiikk. A reakciét leallitottuk,
majd egy Brandel sejtlevalasztd alkalmazasaval elvalasztottuk a
kotodtt ligandot a szabad ligandtdél. A nagy affinitéasa kotdhely
esetén a versengést ugyanolyan korilmények kozdtt értékeltik,

mint amilyeneket a kis affinitdsd PDE aktivitds mérésére alkal-



maztunk, kivéve, hogy [3H]—cAMP és [BH]S'-AMP nem volt jelen.
Az I. tablé&zatban bemutatott adatokat az 1A. példaban ismerte-

tett protokoll alkalmazasdaval nyertik.

1B. példa
A foszfordiészteraz aktivitas mérése

A PDE aktivitast [3H]CAMP szcintillacidés kozelségi vizsga-
lattal (scintillation proximity assay, SPA) vagy [3H]CGMP SPA
enzim vizsgdlattal, a gyartd (Amersham Life Sciences) hasznala-
ti utasitéasanak megfelelden vizsgaltuk. A reakcidkat 96-vajatu
lemezeken, szobahémérsékleten, 0,1 ml reakcidépufferben hajtot-
tuk vegre, ahol a puffer Osszetétele a kodvetkezd volt (végkon-
centracidk): 50 mM Tris-HCl1l, pH 7,5, 8,3 mM MgCl,, 1,7 mM EGTA,
[3H]cAMP vagy [3H]cGMP (hozzavetSleg 2000 dpm/pmol), enzim és
az inhibitorok valtozé koncentracidéi. A vizsgalatot egy 6éran
keresztil folytattuk, majd 50 pl SPA ittrium-szilikat-gydngy
cink-szulfat jelenlétében végzett hozzadadasaval ledllitottuk a
reakcidét. A lemezeket Osszerdztuk, majd 20 percen keresztiil
szobahémérsékleten allni hagytuk. A radioizotéppal jelzett ter-
mék képzdédését szcintilllcids spektrometriaval értékeltiik. A
PDE3 és PDE7 aktivitast szubsztratként 0,05 pM [°H]cAMP alkal-
mazasaval, mig a PDE4 aktivitast szubsztratként 1 uM [3H] cAMP
alkalmazasaval mértik. A PDE1B, PDE1C, PDE2 és PDES5 aktivitast
1 uM [3H]CGMP mint szubsztrat alkalmazasaval mértiik.

[3H]R—rolipram kotési vizsgalat

A [3H]R—rolipram kdtési vizsgalatot a Schneider és munka-

tarsai altal kidolgozott vizsgdlatnak egy médositott valtozata-
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val [lasd: Nicholson et al., TReNDS PHarMAcOL. Sci., 12, 19-27
(1991); és McHale et al., MoL. PHARMACOL., 39, 109-113 (1991)]
hajtottuk végre. Az R-rolipram hozzakotd8dik a PDE4 katalitikus
helyéhez [lasd: Torphy et al., MoL. PHARMACOL., 39, 376-384
(1991)]. EbbSl kévetkezéen a [‘H]R-rolipram koétésért toérténd
versengés a jelzetlen versenytdrsak PDE4 inhibitor erd&sségének
egy flggetlen megerdsitését biztositja. A vizsgdlatot 30 °C-on
egy o6ran at, 0,5 pl pufferben hajtottuk végre, ahol a puffer
Osszetétele a kovetkezdé volt (végkoncentracidk): 50 mM Tris-
HCl, pH 7,5, 5 mM MgCl,, 0,05 % bovin-szérumalbumin, 2 nM
[3H]R—rolipram (5,7 x 104 dpm/pmol), és a radioizotdppal nem
jelzett inhibitorok valtozdé koncentracidéi. A reakcidét 2,5 ml
jéghideg {[3H]R—rolipramot nem tartalmazdé} reakcidépuffer hozza-
adadsaval allitottuk 1le, majd eldzetesen 0,3 % poli(etilén-
imin)-be martott Whatman GF/B filtereken gyors vakuumsziirést
végeztink (Brandel Cell Harvester). A filtereket tovabbi 7,5 ml
hideg pufferrel mostuk, szaritottuk, majd folyadékszcintillaci-

6s spektrometriaval szamlalast végeztiink.

2. példa

Amino-pirin akkumulaciéd

Bizonyos metil-xantinok és mas nem-szelektiv PDE inhibi-
torok kildnféle speciesekben fokozzdk a savszekréciét. Bizonyos
PDE4 inhibitorok, amilyen példdul a rolipram és a Ro 20-1724,
patkanyokban fokozzdk a savkivalasztast, kiiléndsen ha az emli-
tett inhibitorokat az adenilat-ciklaznak egy aktivatoraval,

példaul hisztaminnal kombindlva alkalmazzuk. A savszekrécidnak
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ez a novekedése egyutt jadr a hisztamin-indukdlt cAMP akkumula-
cié fokozdédasaval. A vegyiuletek savszekrécidt indukald képessé-
ge Osszefliggésben 4ll (korreldl) a vegyileteknek a kis affini-
t4dst hellyel, illetve a nagy affinitdsu hellyel szembeni képes-
ségével. A vizsgdlat egy gyenge bazis, a radioizotdppal jelzett
amino-pirin akkumuldcidéjara irdnyult. A kordbbiakban mar besza-
moltak arrdél, hogy az amino-pirin a fokozott savszekrécidé bio-
légiai markereként funkciondl. A vizsgalatot az alédbbiak sze-

rint végeztik.

Gyomormirigy-preparalds

Mindkét nemhez tartozé nyulakat cervicalis dislocatidval
euthanizaltunk, majd eltdvolitottuk a gyomrot. A corpusrdl le-
valasztottuk a nydlkahédrtyat; a gyomor cranialis és antralis
részét félretettiik. A gyomormirigyeket a Berghlind és Obrink
(1976), valamint a Sack és Spenney 4altal ismertetett eljaréasok
mbédositott valtozataval izoldltuk. A gyomormirigyek izolalésa-
hoz a nyalkahartyat felapritottuk, majd kollagendzzal emésztet-
tik. A feltart mirigyeket szlrtik, mostuk, majd 1:15 térfogat-
aranyban a koévetkezd oOsszetételd inkubacids kdzegben szuszpen-
daltuk: NaCl, 132,4 mM; KC1l, 5,4 mM; NayHPO4, 5,0 mM; NaH,POy4,
1,0 mM; MgSO4, 1,2 mM; CaClp, 1,0 mM; NaHCO3, 12,0 mM; nyul

szérumalbumin, 2 mg/ml; dextrdz, 2 mg/ml; pH 7,4.

Amino-pirin akkumuldcid

A sav szekracidé meghatdrozasdhoz Sack és Spinney (1982)

eljardsanak megfelelden a [14C]—amino—pirinnel, szelektiv PDE4
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inhibitor kilénb6zé koncentracidival és kiszobkoncentracidju
(0,3-1,0 pM) hisztaminnal kombindlt gyomormirigyeket 20 percen
keresztiil 37 °C-on egy vizszintes razégépen (110 ciklus/perc)
inkubaltuk. A mintakat ezt koévetden centrifugaltuk, majd a fe-
liluszdkbdl és az lledékekbdl vett részletekben meghatdroztuk a
radioaktivitast. A Sack és Spinney (1982) &ltal leirtaknak meg-
felelben kiszadmitottuk az amino-pirin aranyokat. Az adatokat a
maximdlis koncentraciéjua (100 puM) hisztamin altal kivaltott va-
lasz szazalékaként fejeztik ki. Az egyes vegyliletek esetén
nyert maximdlis valasz alkalmazésaval, linedris interpoléacidéval

hataroztuk meg az ECg, értékeket.

3. példa

A szelektiv PDE inhibitorok kutydkban kifejtett emeticus

potencialjanak az értékelése

Az allattelepré6l kan és szuka korcs kutyakat szereztiink be
(minden egyes vizsgdlat esetén n = 5). Az &allatokat egy éjsza-
kan keresztil koplaltattuk, majd a vizsgalat eldétt legaldbb 30
perccel fél konzervdoboznyi kutyaeledelt (Big Bet) adtunk min-
den egyes kutyanak. A hatdanyag beadidsdhoz az egyik mellsd 1lab
cephalicus vénajaba kanilt helyzetink be. A kisérleti vegyililet
beadasa eldétt a kanult atoblitettik 1 ml izotdénias sdoldattal
(0,9 témeg%-os, vizes natrium-klorid-oldattal). A vegylileteket
vagy polietilénglikolbdél és izotdnids sdoldat elegyében, vagy
pedig tiszta polietilénglikolban oldottuk, majd az igy nyert
oldatokat 1,0-2,0 ml/10 kg térfogatnak megfeleld mennyiségben

adtuk be. Annak érdekében, hogy a teljes ddbzis bekeriljdn a



vérkeringésbe, a kaniult atoblitettik tovabbi 0,5-1,0 ml izotd-
nids sdbéoldattal. A ketrecbe visszahelyezett 4llatokat tovabbi
egy 6ran keresztiil megfigyeltiik. Minden egyes kutyandl megfi-
gyeltik az oOklendezés és a hanyas jeleit, valamint feljegyez-
tik, hogy az ilyen jelek a vegyillet beaddsa utdn mennyi idé el-
teltével fordulnak eldé. A megfigyelési id&szak végén az allato-
kat visszatettik a sajat ketreclikbe. Az egyes vizsgalati napo-
kat hét nap valasztotta el egymastdél. Minden egyes vegyliletet
ndovekvé dbézisban adtunk be a kutyadknak az egymast kodvetd vizs-
galati napokon, egészen addig, amig emeticus effektusokat ész-
leltink. Ennél az id&pontndl az egyedi kutyadkat kivettik a
vizsgalatbdl, és a nagyobb ddézisokat csak azokban az allatokban
értékeltik, amelyek még nem adtak valaszreakcibt.

Az adatokat a szakirodalomban a kvantdlis dbézis-valasz
fliggvények esetén ismertetetteknek megfeleldéen az egyes ddzi-
sokra reagald kutyak kummulativ szizalékanak formdjaban fejez-
tuk ki. Probit analizis alkalmazasaval szmitottuk ki az ECgq

értékét.

4. példa

Tengerimalac eozinofil vizsgalat

Az eozinofil izolalédsa és tisztitéasa
Him (Hartley, Hazelton Labs) tengerimalacoknak a vizsgalat
eldétt 4-6 héten keresztil hetente 1 ml 1lészérumot adtunk be in-
jekcidéval. A ldészérum injekcidéja utén legaldbb 24 obraval keta-
min/xilazin keverékkel (88 mg; 12 mg/ml; 0,4 ml/kg) aneszteti-

zaltuk az allatokat. Az anesztezia megkezdése utdn a peritonea-

oo
.



lis lreget kimostuk 50 ml meleg, steril 0,9 toémeg%-os vizes
natrium-klorid-oldattal. A moséfolyadékot egy 14 G katéter al-
kalmazasaval osszegydjtottik, majd egy 50 ml-es kdénikus mlanyag
centrifugacsébe helyeztik. Miutadn magukhoz tértek az altatéas-
bél, a tengerimalacokat egy kéthetes pihenés utdn ismét fel-
hasznadlhattuk a kisérletben.

A mosdfolyadék 10 percen keresztil 400 x g értékkel vég-
zett centrifugadlasdval sejteket izoldltunk, majd a sejteket 35
ml foszfatpufferelt izotdénids sdbdboldatban (PBS) szuszpendaltuk,
végil 10 ml izotdénids Percoll (1,075 g/ml) réteggel fedtuk a
szuszpenzidét. A szuszpenzidt 30 percen keresztil 300 x g érték-
kel centrifugdltuk. A fdéként eozinofileket és eritrocitakat
tartalmazdé lledéket PBS-ben mostuk, majd az eritrocitéakat
lizdltuk. A sejteket 20 % magzati borjuszérumot (FBS) tartalma-
z6 RPMI 1640 médiumban szuszpendaltuk, majd egy paréasitott, 5
%$-os CO, inkubdtorban egy éjszakan keresztil 37 °C-on inkubal-
tuk. Masnap a sejteket mostuk és PBS-ben szuszpenddltuk a sej-
tek életképességének (tripan-kék kizards) és tisztasagdnak a

meghatdrozasahoz.

Superoxid-anion (O, ) képzdédés

Tisztitott eozinofileket (életképesség > 95 %, tisztasag >
90 %) 20 mM HEPES puffert (pH 7,4) és 0,1 % zselatint tartalma-
z6 PBS-ben 1-2 x 106 sejt/ml koncentracidban szuszpendaltunk.
96-vajatu lemezekre (1 x 105) eozinofilt helyeztink, majd ko-
rulbelil egy érdn &t 37 °C-on inkubaltuk a lemezeket. A reakcid

meginditasa elétt 10 perccel PDE4 inhibitorokat adtunk a vaja-
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tokba. A reakciét citokrém C (160 upM) és formil-Met-Leu-Phe
(fMLP) 60 egység szuperoxid-dizmutdz (SOD) Jjelenlétében végzett
vagy SOD nélkili hozzadadasédval inditottuk meg. A citokrém C re-
dukcidjat kilonbozé idbSperiddusokndl egy Dynatech MR 7000 le-
mezleolvaséval, 630 nm-es referencia hulldmhossz mellett 550
nm-nél kovettik nyomon. Az 0O, képzddési sebességét linearis
regresszidés analizissel hataroztuk meg, amelynek soran tobb
idépontban, SOD Jjelenlétében vagy SOD nélkil a vajatok nettd
abszorbancidjat alkalmaztuk. Az eredményeket az alapfelszabadu-
lasra korrigalt kontroll O, képzddés szazalékanak a formajaban

fejeztik ki. A megfigyelt maximalis gatlas szinusza 60 % volt,

\O

a log IC3p értékeket a koncentracid és az osszevont 30 $ linea-

ris interpolaciéjénak az alkalmazasaval szamitottuk ki.

5. példa

Bronchoconstrictio tengerimalacokban

Him Hartley tengerimalacokat (200-250 g/négyhetes, Hazel-
ton Research, Denver, Pennsylvania, Amerikai Egyestilt Allamok)
oly médon szenzitizaltunk, hogy az 1. és a 4. napon mindkét
combba intramuszkuldris injekciéval 0,35 ml izotdnids sdoldat-
tal készitett 5 tomeg/térfogat%-os ovalbumin-oldatot adtunk be
(6sszesen 0,7 ml). A 25. nap utédn a tengerimalacok ismét fel-

hasznalhatok voltak.

Kisérleti eljaréas

Ovalbuminra aktivan szenzitiza&lt him Hartley tengerimala-

cokat (600-800 g, Hazelton) a mitét eldtt koérilbelil 10-15
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perccel natrium-pentobarbitdllal (40 mg/kg i.p.) anesztetizal-
tunk. A hatdanyag beadasahoz, a vérnyomds megfigyeléséhez és a
lélegeztetéshez a jugularis vénat, a nyaki arétriat és a tra-
cheat kanitillaltuk [Deseret Intracath® Vialon® polimergyanta ra-
diopak katéterek (Deseret Medical, Inc., Sandy, Utah, Amerikai
Egyesiilt Allamok), 22 GA és 19 GA, valamint PE tubing 260]. A
kolinerg interferencia minimalizalasa érdekében bilateralis va-
gotomiadt végeztink. Az &llatokat paralizaltuk (pancuronium-bro-
mid, 0,1 mg/kg i.v.) és egy Harvard Rodent Respirator (model
683, Harvard Apparatus, South Natick, Massachusetts, Amerikai
Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval lélegeztettik (45 1léleg-
zet/perc). A trachealis kaniilnek egy oldalagaban egy Elcomatic
transzduktorral (Buxco Electronics, Sharon, Connecticut, Ameri-
kai Egyesiilt Allamok) mértiik a léguti nyomasvaltozasokat. Az
egyszeri belélelegeztetés térfogatat ugy allitottuk be, hogy az
oldalkarban a nyomas 8 cmHyO értékell legyen (korilbelil 5 cm
szobai levegd). A vérnyomast Stathan P23XL Physical Pressure
Transducer (Viggo-Spectramed, Oxnard, Kalifornia, Amerikai
Egyesiilt Allamok) alkalmazasaval mértik. A nyomasértékeket
Grass Model 7D Polygraph (Grass Instrument Co., Quincy, Massa-
chusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével roégzitettiik.
A testhémérséklet fenntartdsa érdekében a kisérlet ideje alatt
az allatokat egy melegitbasztalon tartottuk.

Az antigén beadasa eldétt 10 perccel intravénasan beadtuk a
tezstvegylileteket, illetve a vivdéanyagokt. A 0. iddépontban in-
travénasan 0,1 mg/kg ovalbumint adtunk be. Az antigén valasz

csucsértékénél intravéndsan tovabbi 0,2 mg/kg ovalbumint adtunk

(XY
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be. Az o6sszesen 0,3 mg/kg ovalbuminra adott maximdlis antigén
valasz elérése utén intravénas uton 1 ml/kg telitett, vizes ka-
lium-klorid-oldatot adtunk be, ami kivaltotta a maximdlis bron-

choconstrictiédt.

6. példa

Az LPS-indukalt TNFy, gatlasa human monocitakban

In vitro vizsgalatok

Annak meghatdrozasahoz, hogy a TNF, g&tlas kapcsolatban
all-e az LPDE4 vagy a HPDE4 gatlassal, egy egész sorozat, az
LPDE4-re és a HPDE4-re nézve kilonféle hatékonysdggal rendelke-
z6 PDE4 inhibitort szkrineltink arra vonatkozdéan, hogy az inhi-
bitorok in vitro milyen mértékben képesek gatolni human monoci-
takban a lipopoliszacharidok (LPS) &altal stimuldlt TNF, terme-
lést. Rendkivil fontos volt, hogy a vizsgalatban primer human
sejteket alkalmazzunk, mivel a gyulladdsos sejtekben zajld cAMP
hidrolizisnél az LPDE4 és a HPDE4 relativ eloszlasa drdmai mér-
tékld eltéréseket mutat a kiilonbozé speciesekben.

Médszerek

Normal human donoroktél levett vér buffy coatjaibdél vagy
plazmaforézis maradékdbdél frissen tisztitott (Collata) humén
periferialis vér monocitakban értékeltik a TNF, gatlast. A
monocitakat 1 x 106 sejt/ml sUrlségben 24-vajatu multilemezekre
helyeztik. A sejteket egy o6ran keresztil hagytuk megtaopadni,
amelynek képletében a felidluszét leszivattuk, majd a vajatokba
1 ml firss médiumot (1 % magzati borjuszérumot és 10 E/ml peni-

cillin/streptomicint tartalmazé RPMI-1640) adtunk. A sejteket a
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100 ng/ml végkoncentracid eléréséhez szlkséges mennyiségd LPS
(E. coli 055:B5, Sigma Chemicals) hozzdadasa elétt a tesztve-
gyuletek nélkil vagy 1 nM és 1 mM ko6zotti koncentracidju teszt-
vegylilet jelenlétében 45 percen keresztil inkubaltuk. A teszt-
vegyluleteket 1:1 térfogatardnyu dimetil-szulfoxid/etanol oldé-
szereleggyel szolubilizdltuk, majd oly médon higitottuk, hogy a
monocita tenyészt&dkozegben a dimetil-szulfoxidnak és az etanol-
nak is 0,5 % legyen a végkoncentrdcidéja. A tenyészet feliliszébd-—
kat 14-16 o6ras, 37 °C-on és 5 %-os CO, atmoszféraban végzett
inkubalas utan eltavolitottuk a monocitakrdél, majd a sejttore-
dékek eltdvolitasa érdekében a feliluszdkat 100 x g értékkel
centrifugdltuk. A citokin vizsgadlatot vagy azonnal elvégeztlk,
vagy pedig a tenyészet feliluszéket -70 °C-on taroltuk a vizs-
galatokig.

A TNFy koncentréacidkat egy ELISA (Winston) alkalmazasaval
mértik, amelynek sordn befogé antitestként egy ragcsald
(murine) monoklondlis anti-humdn TNF, antitestet, masodik anti-
testként pedig egy poliklonadlis nyul anti-humdn TNF, antitestet
hasznaltunk. A detektalashoz elébb egy peroxiddz-konjugalt
kecske anti-nylil antitestet (Boehringer Mannheim, kataldgus-
szam: 605222), majd egy peroxiddz szubsztratot (1 mg/ml orto-
fenilén-diamin 0,1 % karbamid-peroxiddal) adtunk a rendszerhez.
A mintakban 1évé TNF, mennyiségeket egy E. coli-ban termelddd
rekombinans human TNF, alkalmazasaval felvett standard gorbébdl
szamitottuk ki. A human TNFy; monoklondlis antitesteket Kohler
és Millstein eljarasanak [Kohler and Millstein, NATURE, 256,

495-497 (1975)] egy mdbédositott valtozataval, rekombindns humén

.
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TNFg-val immuniz&lt BALB/c egerek lépjeibdl allitottuk els. A
poliklondlis nyudl anit-human TNF, antitesteket komplett Freund-
-adjuvansban emulgealt rekombindns human TNFy-val ismételten

immuniz4alt New Zealand fehér nyulakbdél allitottuk eld.

Humdn TNF, termelés in vivo szuppresszaldsa adoptalt

peritonitis modellben

M&édszerek

Fél egység heparinizalt vénas teljes vért vettlink le
egészséges, gydégyszerrel nem kezelt onkéntesektdl. A vért 25
°C-on 30 percen keresztiil 800 x g értékkel végzett centrifuga-
lassal Histopaque-1077-en rétegelve elkiildnitettik a polimorfo-
nukledris leukocitdkat. Kinyertik a limfocita/onocita részt,
majd ca®’ és Mg2+ iont nem tartalmazé DPBS-sel (Dulbecco fosz-
fatpufferelt fizioldgids sdoldattal) 25 °C-on 10 percen keresz-
til 1000 fordulat/perc sebességgel kétszer mostuk. Az ililedéket
Ca2+ és Mg2+ iont nem tartalmazé DPBS-ben (5 ml) szuszpendal-
tuk, a szuszpenzidt 25 °C-on 5 ml (szérummentes RPMI 1640 médi-
ummal készitett) Percoll-oldatra rétegeltiik, majd 25 °C-on 30
percen &t 550 x g értékkel centrifugaltuk. A monocitdk felséd
rétegét eltavolitottuk, majd Ca2+ és Mg2+ iont nem tartalmazd
DPBS-sel 25 °C-on 10 percen keresztil 1000 fordulat/perc sebes-
séggel kétszer mostuk. A mosott monocita izolatumot 25 °C-on
6-10 x 106 sejt/ml siriséggel Ca2+ és Mg2+ iont nem tartalmazéd
DPBS-ben szuszpendaltuk. Ugyanezzel az eljarassal Source Leuko-
cytes csomagokbdél is izoldltunk monocitakat. A monocita készit-

mények 65-90 % monocotat tartalmaztak, és a sejtek életképessé-
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ge > 97 % volt (tripan-kék kizaréas).

BALB/c egereket (Charles River Laboratories, Wilmington,
Massachusettsm Amerikai Egyesiilt Allamok) négyes vagy 6tds cso-
portokba osztottunk. A 18-25 g testtomegl és azonos koru egerek
peritoneumaba 0,5 ml 6-10 x 106 monocita/ml monocitat injekci-
6ztunk, amelynek soradn — annak érdekében, hogy minimalizaltjuk
a monocitakat érdé nyirderdket és -fesziltséget — 23 ga méretid
tlit alkalmaztunk és a fecskendédre csak enyhe nyomast gyakorol-
tunk. A monocitadk beadasat kovetden két percen beliil elkezdtiik
az egerek vivdéanyaggal vagy tesztvegylilettel 15 percen at vég-
zett ordlis kezelését. Ezt kdvetSen az allatokba intraperitone-
alis uton 0,2 ml (Ca2+ és Mg2+ iont nem tartalmazé DPBS-sel ké-
szitett) 125 mg/ml koncentraciéju endotoxin [E. coli, W tipus,
Difco) oldatot injekcidztunk. Két obraval késébb az &llatokat
szén-dioxid asphyxiatiéval euthanizaltuk, és intraperitoneali-
san 1,5 ml 4 °C hémérsékletd, ca’t es Mg2+ iont nem tartalmazd
DPBS-t injekcidéztunk az 4&llatokba. A peritoneumot &vatosan
massziroztuk, majd a mosdéfolyadékot eltavolitottuk és jégben
hitott polipropilén csobvekbe helyeztiik. A mintadkat 4 °C-on 5
percen keresztil 12 500 x g értékkel centrifugaltuk, majd a fe-
ldluszdékat Uj csovekbe helyzetiik, és vagy -20 °C-on taroltuk,
vagy pedig ELISA alkalmazasaval a human és egér TNFg-ra nézve
vizsgaltuk. Standard eljardsok alkalmazasaval kiszamitottuk az

EDgg értékeket.
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7. példa

Humdn neutrofil eljarasok

I1zolalas és tisztités

Heparinizdlt vérb&él Ficoll (Histopaque 1077) alkalmazasa-
val végzett gradiens centrifugdlds, majd az eritrocitak eltavo-
litdsa érdekében dextran szedimentacidéval neutrofileket (PMN-
-eket) izoldltunk. A még mindig visszamaradt eritrocitakat 30
masdopercen keresztuil vizzel lizAltuk, majd (Ca2+ és Mg2+ iont
nem tartalmazé) 10X DB-PBS alkalmazdsaval helyredllitottuk az
izotonicitast. A PMN-eket centrifugdlassal izolaltuk, ezt kove-
téen tovabbi egy alkalommal 1X DB-PBS-sel mostuk, majd meghatéa-
roztuk a sejtszamot és (tripan kék festék kizarassal) az élet-
képességet. Az egyedi donoroktél figgden a sejtszamot 0,75-1,5
x 10° sejt/ml értékre allitottuk be.

Degranuldcié (myeloperoxidaz felszabadulés)

A fenti sejtszuszpenzié 0,1 ml-es részletét egy razd
vizfiirdében 5 pg/ml cytochalasin B jelenlétében 20 mM HEPES
puffert (pH = 7,4) és 0,1 % zselatint tartalmazé Earles ki-
egyenlitett séoldatban (Earles Balanced Salt Solution) 5 percen
keresztiil 37 °C-on inkubdltuk. Az fMLP (30 nM) hozzdadasa eldtt
a sejteket a szelektiv PDE4 inhibitorok kildnbbdzd koncentraci-
6ival és PGEy-vel (3-10 nM) 5 percen at eldkezeltik. Az fMLP
hozzdadasa utdn tovadbbi 30 percen keresztil folytattuk az
inkubalast. A reakcidét a mintdk jégre helyezésével és centrifu-
galdsaval allitottuk le. A feliluszé frakcidét eltavolitottuk,
majd a myeloperoxidaz aktivitds vizsgalataig fagyasztva (-30

°C) taroltuk.
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A myeloperoxidaz aktivitas meghatéarozasa

A myeloperoxidazt orto-anizidin szubsztrat és torma-per-
oxidaz standard alkalmazdsaval hatdroztuk meg. A fellluszd 50
pl-es részletét 50 mM natrium-foszfadt-pufferben (pH 6,0) 100 pl
szubsztrattal (orto-anizidin, 0,53 mM; Hy0,, 0,147 mM; végkon-
centracié) inkubd&ltuk. A reakciét 50 pl 4 M kénsavoldat hozza-
adasaval allitottuk le. A termékképzddést a 410 nm hullamhossz-
nal mért abszorbancia alapjan, az aktivitast pedig a torma-per-
oxiddz alkalmazasdval flevett standard gorbe alapjan hatdaroztuk
meg. Az adatokat a kontroll (a csak PGE; jelenlétében felszaba-

dult myeloperoxiddz-mennyiség) szazalékaként fejeztik ki. Mivel

o\°

a legtdbb vegyilet esetén megfigyelt maximalis gatlas 30

volt, a log (IC;s) értékeket a 15 %-os koncentracidék linedris

interpolacidjaval szamitottuk ki.

8. példa

A reserpine-indukalt hypothermia visszaforditdsa egerekben

Him CF-1 vagy BALB/c egereket egyesével drdétketrecekbe he-
lyeztink. A 10 mg/kg intraperitonealis reserpine-nel végzett
elbézetes kezelést eldtt minden egyes egér esetén feljegyeztik a
rectalis hémérsékletet. A reserpine beaddsa utadn négy o&raval
ismét feljegyeztiik a rectalis hémérsékletet, majd az egyes al-
latoknak kilonbdzé (oralis) ddbzisban tesztvegylleteket, vivs-
anyagot vagy rolipramot (10 mg/kg) adtunk be. Ezt kdvetden két
éran keresztil 30 percenként feljegyeztiilk a rectalis hémérsék-
leteket. Az adatokat a reserpine beadasa utan 4 oérédval megfi-

gyelt értékekhez viszonyitott hémérséklet-valtozas formajaban
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fejeztiikk ki (a testhdmérsékletek hozzavetdleg 10-15 °C-kal az
alapértékek ald csokkentek). A kezelés utdni 90 és 120 percnél
mért hémérséklet-valtozdsok alkalmazasaval ddbzis/valasz gorbé-
ket szerkesztettiink. 6-9 &llat atlagértékeinek probit analizi-
sével vagy linedris regresszidéjaval hataroztuk meg az EDgg ér-
tékeket. Annak érdekében, hogy Osszehasonlithassuk a vegyi-
leteknek a reserpine-indukdlt hypothermidt viasszaforditd ké-
pességét és a kis affinitasu kotést vagy a nagy affinitasu ko-
tést gatld képességét, az EDgg és az ICgg értékeket -log

(érték) formadban fejeztik ki.

9. példa

Osszefliggés a boldgiai funkcid és a PDE4 gatlds kozott

Annak érdekében, hogy meghatadrozhassuk, vajon a PDE4 gat-
lds bizonyos bioldégiai effektusai az LPDE4 vagy a HPDE4 gatla-
saval 4&llnak-e kapcsolatban, 1linedris vagy rangsor szerinti
korreldcié alkalmazasaval Osszehasonlitottuk a vegyliletek ha-
tast kivaltd képességét és a vegylileteknek az LPDE4-et vagy a
HPDE4-et gatld képességét. A korreldcidkat szamos tényezd befo-
lyasolhatja: a) a vegyluletek stabilitédsa; 2) a vegylletek mi-
lyen mértékben képesek belépni a sejtekbe; 3) in vivo vizsgala-
tokban a vegyliletek bioldgiai hasznosithatdsaga; 4) a korrela-
cidés értékek, kilondsen a linedris korreldcid esetén érzékenyek
a hatékonysagok eltéréseire: nagyobb potenciaérték-tartomanyok
esetén konnyebben mérheté szignifikdns linedris korrelacié.
Ezeket a tényezdket is figyelmbe vettiik, amikor kiiloénféle vizs-

galati rendszerekben analizaltuk és Osszegeztik az LPDE4 vagy a
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HPDE4 gatlas és a bioldégiai funkcid kozotti osszefiiggést.

Izolalt gyulladasos sejtek alkalmazasa esetén tengerimalac
eozinofilekben a monocita TNFy-termelés gatlasa és a szuper-
oxid-termelés gatlasa az LPDE4 gatlassal jobb korreldcidét muta-
tott, mint a HPDE4 gatlassal. Ezenkivil az in vivo antigén-
indukalt bronchoconstrictio prevencidéja jobb korreldcidét muta-
tott az LPDE4 gatléassal, mint a HPDE4 gdtlassal. Ebben az in
vivo modellben a PDE4 inhibitorok a hizdsejt-degranulacid meg-
akadilyozasaval fejtik ki a hatédsukat (Underwood et al., nyom-
ddban) . Azonban a gyulladédsi sejtmikodéshez nem mindig az LPDE4
gatlésa kapcsolédott, mivel azt tapasztaltuk, hogy a neutrofil
degranolacidé gatléasa jobban korreldlt a HPDE4 gatlasaval, mint
az LPDE4 gatlasaval. A gyulladasos sejtaktivitas szuppresszidja
néhany, de nem az Osszes esetben az LPDE4 gatlasaval jart
egyutt. Ezzel szemben a savszekrécid fokozdédasa, az emesis ki-
alakuldsa és a reserpine-indukalt hypothermia visszaforditésa
(a PDE4 inhibitorok pszichotrop potencidljanak a mérése) jobban
korreladlt a HPDE4 gatlasaval, mint az LPDE4 gatlasaval. Tehat
az ebbe az osztalyba tartozd vegyililetek potencidlis mellékhatéa-
sainak a legtobbje a HPDE4 gatlasaval 4ll kapcsolatban.

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az elsédlegesen az
LPDE4-et gatld vegylletek kisebb mértékben fejtenek ki nemki-
vant mellékhatasokat, és igy eldényosebbek a gyulladasellenes
hatasaik. Igy az olyan vegyiiletek kivalasztasaval, amelyeknek
az ICgg aranya, azaz a rolipramot nagy aktivitassal koté PDE4
katalitikus forma ICsg értékének és a rolipramot kis affinitas-

sal koétd PDE4 katalitikus forma ICgg értékének a hanyadosa
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(HPDE4/LPDE4) legaldbb korilbelul 0,l-es értékd, fokozott tera-
pids indexet érhetiunk el, azaz ily médon az elényds hatast ma-
ximalizdlhatjuk és a karos hatdst minimalizalhatjuk.

Annak elddéntése érdekében, hogy a fenti kivalasztisi uGtmu-
tatdé valdben alkalmas-e a javitott terdpids indexd vegyuletek
kivdlasztasara, harom olyan modellt értékeltiink, amelyben &sz-
szehasonlitottuk a terdpias hatast és a mellékhatast. Ezek ko-
zdtt 1in vitro Osszehasonlitast végeztiink a vegylileteknek az
izoldlt human monocitakbdél szarmazd TNF, termelést szuppressza-
16 képessége és a vegylileteknek az izoldlt nyll gyomormirigyek-
ben torténd savszekricdodt stimuldld képessége kozott, valamint
két in vivo O0sszehasonlitds sordn tengerimalacokban megvizsgal-
tuk a vegylileteknek az antigén-indukdlt bronchoconstrictidt
megakadalyozd képességét és kutyakban az emesist kivaltd képes-
ségét, valamint egerekben egy adoptdlt transzfer modellben a
vegylleteknek a TNF, termelést szuppresszald képességét, illet-
ve egerekben a reserpine-indukalt hypothermiat reverzald képes-
ségét.

A legaldbb 0,1 értékl szelektivitasi arannyal (HPDE4/-
LPDE4) rendelkezé PDE4 inhibitorok lényeges javulast mutattak a
terdpids indexeikben. Példaul a cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopen-
til-oxi)-4-metoxi-fenil]-1-ciklohexankarboxilat}, a 2-(metoxi-
-karbonil)-4-ciano-4-[3-(ciklopropil-metoxi)-4-(difluor-meto-
Xi)-fenil]-1l-ciklohexanon és a cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopropil-
-metoxi) -4-(difluor-metoxi)-fenil]-1-ciklohexanol}, amelyek
mindegyike 2 0,1 szelektivitdasi aranyd, az archetipusos PDE4

inhibitor R-roliprammal o&sszehasonlitva 100-szor jobb terdpiés
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indexszel rendelkezik. Ez azt bizonyitja, hogy a HPDE4
ICs0/LPDE4 ICgq = 0,1 kivadlasztasi Osszefiiggés alkalmas azoknak
a vegylletknek az azonosit asara,amelyek az in vitro osszeha-
sonlitadsban jobb terdpids indexszel rendelkeznek.
A COPD kezelésével kapcsolatban COPD-ben szenvedd human
betegeknek beadtuk a cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopentil-oxi)-4-me-
toxi-fenil]-1-ciklohexankarboxildt}-ot. A betegekben csokkent a

gyulladas, a bronchodilatatio és a pulmonalis neuromodulatio.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards humdn betegekben a COPD megelézésére vagy keze-
lésére egy olyan PDE4-specifikus inhibitor beadasaval, amely
elsédlegesen az R-rolipramot kis affinitassal koté PDE4 katali-
tikus katalitikus format gdtolja, azzal jellemezve, hogy
egy ilyen kezelést igénylé betegnek hatasos mennyiségben egy
legalabb koriulbelil 0,1 ICsg ardnyu vegylletet adunk be, ahol
az ICgp ardny a rolipramot nagy aktivitassal koétd PDE4 katali-
tikus forma ICgsg értékének és a rolipramot kis affinitassal ko-
té6 PDE4 katalitikus forma ICsg értékének a hanyadosa, azzal a
megkdtéssel, hogy a vegylilet nem lehet cisz-{4-ciano-4-[3-(cik-
lopentil-oxi)-4-metoxi-fenil]-1-ciklohexankarboxilat}.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy az inhibitor legalédbb kortlbelidl 0,1 értékd ICgg
arannyal rendelkezik, ahol az arany szamlaldéja az 1 nM [3H]R—
-rolipramnak a rolipramot nagy affinitassal koétd PDE4 formédhoz
torténd kotésének az ICgg értéke, mig nevezéje a rolipramot kis
affinitassal koté forma PDE4 katalitikus aktivitasanak 1 uM
[3H]—cAMP mint szubsztrattal torténd gatlasdnak az ICgg értéke.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy az ICgg arany értéke legalébb 0,5.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljarés, az-
zal jellemezve, hogy az ICgp arany értéke legaldbb 1,0.

5. Egy PDE4-specifikus inhibitor alkalmazdsa COPD megeld-
zésére vagy kezelésére szolgdld gydgyszerkészitmények elSalli-

tédsara, amelynek soran egy legaldbb korilbelil 0,1 ICsg aranyu
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inhibitort alkalmazunk, ahol az ICgp arany a rolipramot nagy
aktivitdssal koté PDE4 katalitikus forma ICgg értékének és a
rolipramot kis affinitassal ko6té PDE4 katalitikus forma ICgg
értékének a hanyadosa, azzal a megkdtéssel, hogy az inhibitor
nem lehet cisz-{4-ciano-4-[3-(ciklopentil-oxi)-4-metoxi-fenil]-
—-l-ciklohexankarboxilat}.

6. Az 5. igénypont szerinti alkalmazas, amelynek soran az
inhibitor legalabb koriulbelul 0,1 értékdi ICsg arannyal rendel-
kezik, ahol az arany szamldléja az 1 nM [3H]R—rolipramnak a
rolipramot nagy affinitdssal kotd PDE4 formadhoz térténd ko-
tésének az ICgg értéke, mig nevezéje a rolipramot kis affini-
tassal kotd forma PDE4 katalitikus aktivitasédnak 1 uM [3H]—cAMP
mint szubsztrattal torténdé gatlasanak az ICgy értéke.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az
ICsg arany értéke legalabb 0,5.

8. Az b5-7. 1igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,

ahol az ICgg ardny értéke legalabb 1,0.

A meghatalmazott:
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