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I8radimas apima medZiaga, ypat substancija arba kompozicija, skirta kriogeniskai
konservuoti organus ir gydyti virusines ir/arba mikrobines infekcijas, substancija
arba kompozijg, skirta kriogenikai konservuoti organus, substancijos arba
kompozijos panaudojima virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui,
kriogeninid agento, naudojamo organy kriokonservavimui, gamybos bida, vaisto
arba preparato, naudojamo virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui,
gamybos biida, kriogeninio agento panaudojima organy kriokonservavimui, vaisto
arba preparato panaudojimg virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui,
krioapsauganéio agento panaudojima kriokonservuojandio agento gamyboje,
substancijos arba kompozicijos panaudojima vaisto arba preparato, skirto gydyti
virusines ir/arba mikrobines infekcijas, gamyboje, organo kriokonservavime,
organo atdildyme, virusinés ir/arba mikrobinés infekcijos gydyme, dozuota vaisto

forma.

Fahy ir Khirabadi (American National Red Cross, 21 January 1993) aprasé
kompiuteriu valdoma aparata ir biida, skirta atlikti krioapsaugangia perfuzija. Sis
aparatas ir biidas yra naudojami biologiniy organy, pavyzdziui, 3irdies, inksty,
kepenuy ir pan., perfuzavimui. Perfuzija atlickama naudojant mikstiira, turindia
dimetilsulfoksido, formamido arba 1,2 — propanedolo. Sremulli ir Dexter (Journal
of Clinical Oncology 2(3), of March 1984) apraso poliariniy tirpikliu, tokiu kurie
sukelia brendimo rezultatus peliy ir Zmogaus véZio lastelése, panaudojima.
Autoriai daro idvada, kad vaistu, tokiy kaip monometllfor*na'mdas kUI'lS labiau
linkgs paversti neoplastines Iasteles i nepiktybines lqsteles o ne zudyti auglio
latéles, panaudojimas yra “svarbus nukryplrr;as nuo jprastos citotoksinés

chemoterapijos. Ta¢iau, autoriai neapra3o virusiniu infekcijy gydymo.

Pagal viena i3radimo aspekta yra gauta substancija arba kompozicija, skirta organy
kriokonservavimui ir virusiniy ir/arba bakteriniu infekciju gydymui, substancija
arba kompozicija, turinti aktyvy agenta, parinkta i§ grupés, sudarytos i3 amidy,

kuriy bendra formulé R3-CO-NRR;, kurioje:
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R; ir Ry yra nepriklausomai parinkti i$ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C5-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C,-C;

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i$ (CHz)n, kurn =4 arba 35, arba (CH,) ;0(CH,) 2; ir
R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C2-Cs alkilo grupiy.
Maziausiai vienas i3 R, ir R; gali biiti metilo grupé.

Arba maZiausiai vienas i§ R, ir R gali biiti C,-C; fluoralkilo grupé.

Aktyvusis agentas gali biiti parinktas iS grupés, turin¢ios formamida,
metilformamida, dimetilformamida, acetamida, dimetilacetamida, dietilacetamida,
izopropilacetamida, diizopropilacetamida, N-acetilpiperiding, N-(B - hidroksietil)
acetamida, N, N-di (B - hidroksietil) acetamida, N-acetilmorfolina, akrilamida,
propionamida, N-fluorometil-N-metil-formamida ir miSiniy i3 dviejy ar daugiau

paminéty medZiagy.

Atskiram variante aktyvusis agentas gali bati dimetilformamidas C;H/;NO (DMF).
Kitame atskirame variante aktyvusis agentas gali bati N-fluorometil-N-metil-

formamidas HCON (CH3) (CH,F).

DMF pagrindinéi wyira | naudojamas  kaip polinié tirpiklis ir yra lengvai
absorbuojamas per cda, per plaﬁéius arba per burna. Skysto DMF absorbcijos lygis
per odg siekia iki 9.4 mg/cm® per valanda. DMF greitai metabolizuojamas,
pagrindiné biotransformacijos vieta yré kepenys, o idskyrimas daug'iausia yra per
Slapima. Pagrindiniai metabolitai Ziurkéje, peléje, Ziurkéne ir Zmoguje yra
N-(hidroksimetil)-N-metilformamidas (HMMF), N-(hidroksimetil)-formamidas
(HMF) ir N-acetil-S-(N-metil-karbamoil) cisteinas (AMCC). Nepakeistas DMF

padalinamas su 3lapimu kaip maza dozés dalelé. Riboti duomenys 3iuo klausimu
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nurodo, kad Zymi dalis dozés licka nepa3alinta ir/arba paSalinama nenustatyty

misiniy pagalba.

DMF yra mazZiau toksiSkas odos, bumnos ir kvépavimo organy atzvilgiu. Jis
laikomas §velniu vidutinés odos ir akies dirgikliu ir lengvai prasiskverbia pro oda.

Néra jokios indikacijos odos atzvilgiu. , .

NOAEL (No-Adverse-Observed-Effect-Level)'l nenustatytas per 90 bandymo
dieny. 28- je bandymo dienoje su Sunimis, kai ihhaliacijos kiekis sieké 63 mg/m’,
jokio efekto nebuvo pastebéta. Kitame bandyme su Sunimis, griztamieji $irdies-

kraujagysliy pakitimai buvo pastebéti, esant kiekiui 60 mg/m’.

DMF yra teratogeninis ir tikriausiai embrioletalinis faktorius. NOAEL efektui
stebéti buvo daromi bandymai su triuiais, naudojant Sios medzZiagos kiekj 44

mg/kg svorio peroraliai ir 150 mg/ m® kieki inhaliacija.

Pagrindinis $io i$radimo ypatumas yra tai, kad DMF toksiskumas kriogeniniy
procediiry metu yra realiai sumazinamas arba i§ esmés eliminuojamas preliminariai
organg uz3aldant, prie§ apdorojant jj DMF. Pagal pavyzdj, baltymas yra
denaturuojamas vandeniniame 30 % DMF tirpale arba fiziologiniame tirpale
kambario temperattiroje. Tééiau 8°C temperatiiroje (pagal iSradime pateikta biida,
organas i§ esmés lieka nepakitgs, kai DMF koncentracijos lygis yra 30 % ir
temperatiira Zemesné nei 0°C) organas lieké nepakites, kai DMF koncentracija yra

40 %.

Kaip yra apradyta pavyzdyje Zemiau, organas per kriogenines procediiras
pagrindinai lieka nepakites, jei yra naudojamas 10 % DMF tirpalas 8 — 4°C
temperatiiros ribose ir jei 25 % - 30 % DMF tirpalas yra naudojamas, kai organo ir

tirpalo temperatiira Zemesné nei 4°C.

Kriokonservavimo procediiry metu i§radimo substancija arba kompozicija

funkcionuoja ne tik kaip kriokonservavimo agentas, bet ir kartu kaip virostatinis

* Stebimo-nepalankaus-poveikio-lygis
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ir/arba bakteriostatinis elementas. Tokiu bdidu, jei organas uZkréstas ¥iruso arba

bakterijos, organo kriokonservavimas sunaikins ir virusing ir/arba mikrobing

infekcija.

Siame isradimo apradyme Zodis “organas” suprantamas platiau, nes | $ig reikime

itraukta Sirdis, kepenys, oda, audinys, ragena, kaulas, liaukos ir $irdies voZtuvai.

Iradimo tikslas yra pateikti kriogeniskai apsaugantj agenta (CPA) ir biida, pagal
kurj, pavyzdziui, Zinduolio arba kity oda, organai arba istisi kiinai gali bati
veikiami CPA gydant, uZ3aldant ir saugant i§ esmés neribotg laika ir atiildomi
kada reikia. Paprastai, neuZSaldyti donoro organai i3lieka gyvybiski mazdaug 4
valandas, po kuriy prasideda lasteliy pakitimai, ir donoro organy transplantacija
tampa sudeétinga arba neimanoma. Procediira, apraSyta iSradime, kaip bus matyti
véliau, néra sudétinga ir organas lengvai iSlaiko Saldyma -10°C/sekunde
panardinus skystame azote po CPA poveikio. Tokiu bidu tampa jmanomas
transkontinentinis donoro organy transportavimas ir donoro organy banky

irengimas medicininiam naudojimui.
Tokiu budu, pagal kita iSradimo aspekta yra pateikta substancija arba kompozicija
organy kriokonservavimui, substancija arba kompozicija, turinti kriogeninj agenta,

parinkta i§ grupés, susidedancios i§ amidy, kuriy bendra formulé R;-CO-NR,R,,

kurioje:

Ry ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halogenmetilg,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cz-C-3
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R ir Ry yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,) ,O0(CH,) 5; ir

R3 yra parinktas i§ H, Me ir prisotintu arba neprisotinty C,-Cj alkilo grupiy.

Maziausiai vienas i§ R; ir R; gali biiti metilo grupé.
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Vietoje to, maZiausiai vienas i§ R, ir Ry gali biiti C;-C; fluoralkilo grupé;"
Amidas gali biti toks, kaip buvo anksgiau aprasyta.

Pagrindiniame iSradimo variante kriogeninis agentas gali biiti dimetilformamidas.
Kitame svarbiame isradimo variante kriogeninis-agentas gali biiti N-fluormetil-N-

metil-formamidas.

Kriogeninis agentas gali biti sujungtas su fiziologiniu tirpalu, turingiu
komponenta, parinkta i§ grupés, susidedancios i§ natrio chlorido, dinatrio-EDTA,
natrio bikarbonato, kalio chlorido, kalio dihidrogenfosfato, magnio chlorido,
magnio sulfato, kalcio chlorido, gliukozés, Hespes-natrio hidroksido ir miiniy i3

dviejy ar daugiau ¢ia paminéty medZiagy.

Ypa¢ tinka Tyrode fiziologinis tirpalas (véliau minimas kaip Tyrode), Viskonsono
universiteto tirpalas (ViaSpan), Krebs Henseleit arba bet kuris kitas tinkamas

fiziologinis tirpalas.

Isradimas apima ir substancija arba kompozicija, skirta gydyti virusines ir/arba
mikrobines infekcijas, substancija arba kompozicija, turinéia aktyvy terapinj
agenta, parinkta i§ grupés, susidedantios i§ amidy, kuriy bendra formulé
R3-CO-NR|Ry, kurioje:

Ry ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turin¢ios H, Me, halogenmetila,
* prisotintas ir neprisotintas C,-C3 alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C-Cs
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i§ (CH;)n, kur n =4 arba 5, arba (CH,) 20((5H2) 2 Ir

Rj; yra parinktas i$ H, Me ir prisotintuy arba neprisotinty C,-Cs alkilo grupiy.

R;, Ry ir Rjgali biiti parinkti, kaip ¢ia buvo anks¢iau aprasyta.
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¢

Amidas gali biti toks, kaip ¢ia buvo anks€iau apradyta.

Dar viename pagrindiniame iSradimo variante, amidas gali biti dimetil-
formamidas. Dar kitame pagrindiniame iSradimo variante amidas gali biti

N-fluormetil-N-metil-formamidas.

Virusiné infekcija gali biiti degeneruojanti virusiné infekcija, pavyzdziui, Zmogaus
imunodeficitine (ZIV-1) virusiné infekcija. I§radimo juhginys, substancija arba
kompozicija gali biti skirta gydyti ir kitas virusines ir/arba mikrobines infekcijas,
tokias kaip vokiski tymai, odos spuogai ir oportunistinés infekcijos, susijusios su
imuninés sistemos ligomis, tokiomis kaip HIV-1. Ypa¢ iSradimo substancija arba
kompozicija tinka naudoti gydant virusines infekcijas, kuriy virusas turi kapsulinj

apsaugant] pavirsiy.

Tokiu biidu, virusiné infekcija gali buti pasirinkta i§ Zmogaus imunodeficitinio

viruso infekcijy (ZIV-1).

Kompozicija gali turéti maZiausiai viena fiziologiskai priimting uZpilda arba

nesiklj. UZpildu arba nesikliu gali bati koloidinis silikono dioksidas.

Pagal sekantj iSradimo varianta yra apraSomas agento, naudojamo organy
kriokonservavimui, .gamybos biidas, apimantis sujungimo stadija krioapsaugangio
agento, parinkto i§ grupés, turingios amidy, kuriy bendra formulé R;-CO-NRR;,

kurioje:

R; ir R; yra nepriklausomai parinkti 1§ grupés, turindios H, Me, halogenmetila,
_ prisotintas ir neprisotintas C3-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C;-C3
halogenalkilo 'grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R ir R; yra kartu parinkti i$ (CH3)n, kur n = 4 arba S, arba (CH;) ;O(CHy,)2; ir

R; yra parinktas i3 H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-Cs alkilo grupiy
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su fiziologiniu tirpalu.

Fiziologinis tirpalas gali biiti toks, kaip buvo aprayta anksgiau.
R, Ryir R3 gali bati tokie, kaip buvo aprasyta ankséiau.
Amidas gali biti toks, kaip &ia buvo aprasyta anks&iau.

Pagal dar viena iSradimo varianta yra apradytas vaisto arba preparato, skirto
virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui, gamybos biidas, apimantis
sujungimo stadija aktyvaus terapinio agento, parinkto i3 grupés, turindios amidy,
kuriy bendra formulé R3-CO-NR, R, kurioje:

R} ir R; yra nepriklausomai parinkti i3 grupés, turinCios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C,-C;
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

Ry ir Ry yra kartu parinkti i§ (CHy)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,),0(CH,) 5; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy,

su maZiausiai vienu fiziologiskai priimtinu uZpildu arba nesikliu.

Ry, R ir R; gali biiti tokie, kaip &ia buvo aprasyta anksgiau.

Amidas gali biiti toks, kaip ¢ia buvo apradyta ankséiau.

ISradimas apima ir krioapsaugangio agento naudojima organy kriokonservavime:

kai krioapsaugantis agentas turi krioapsaugantj komponenta, parinkta i3 grupés,

turin¢ios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NR|R;, kurioje:
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R, ir R; yra nepriklausomai parinkti i¥ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C3 alkilo grupes, prisotintas ir neprisotfhtas Cy-C;
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R, yra kartu parinkti i (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CHa) 20(CHy) 2; ir

R; yra parinktas i3 H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-Cs alkilo grupiu.

Krioapsaugantis agentas gali susidéti i3 krioapsaugangio komponento ir

fiziologinio tirpalo.

Ry, Rair R; gali biti tokie, kaip &ia buvo aprasyta anksciau.

Amidas gali biti toks, kaip ¢ia buvo apraSyta anksciau.

I3radimas apima ir panaudojima virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui
vaisto arba preparato, susidedantio i3 aktyvaus terapinio agento, parinkto i3
grupés, turingios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NRR3, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i¥ grupés, turin¢ios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cy-C3
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R, yra Kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n=4arba 5, arba (CH,) 20(CHy) 5; ir

R; yra parinktas i3 H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C2-Cs alkilo grupiy.

R, Ryir R; gali biti tokie, kaip &ia buvo aprasyta anksgiau.

Amidas gali biiti toks, kaip &ia buvo apradyta anksCiau.

Vaistas arba preparatas gali turéti maZiausiai viena fiziologiSkai priimting uZpilda

arba neSiklj.
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Fiziologi3kai priimtinas uZpildas arba neSiklis gali buti koloidinis silikono

dioksidas.

Isradimas apima ir panaudojimg kriogenidkai apsaugantio agento gamyboje
kriogeniskai apsaugangio komponento, kai komponentas yra parenkamas i§ grupés,
susidedangios i3 amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NRR3, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turin¢ios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cz-C;
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kurn = 4’arba 5, arba (CH),0(CH,) 5; ir

R3 yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C;-Cs alkilo grupiu.

R, R,ir R; gali biiti tokie, kaip ¢ia buvo aprasyta anks¢iau.

Amidas gali biti toks, kaip ¢ia buvo apradyta anksciau.

Isradimas toliau apima substancijos arba kompozicijos panaudojima gamyboje
medikamento arba preparato, naudojamo virusiniy ir/arba mikrobiniy infekciju
gydymui, substancija arba kompozicija, turinéia aktyvy terapinj agenta, parinktg i3
grupés, turin¢ios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NRR,, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupeés, turin¢ios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C;'-C3 alkilo gfupes, prisotintas ir neprisotintas C3-Cj
halogenafkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,) 20(CH,) 2; ir

R; yra parinktas i$ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-Cj alkilo grupiy.
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R,, R ir R;gali biiti tokie, kaip ¢ia buvo apraSyta anks¢iau.
Amidas gali biiti toks, kaip ¢ia buvo aprasyta anks¢iau.

I§radimas toliau apima organy kriokonservavimo bilida, apimantj organy perfuzijos
stadijas panaudojant krioapsaugantj agenta, turintj krioapsaugantj komponenta,

parinkta i3 grupés, turin¢ios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NR|R;, kurioje:

R, ir Ry yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turinios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C,-C3

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R; ir R, yra kartu parinkti i§ (CH>)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,),0(CH,) ,; ir
Rj yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy ir

mazinant perfuzuojamo organo temperatiira iki konservavimo temperatiiros,

kurioje organas maZiausiai laikinai bus konservuojamas.
Ry, Ryir R; gali bilti tokie, kaip ¢ia buvo apradyta anksciau.
Amidas gali biiti toks, kaip ¢ia buvo apradyta anks¢iau.

Tipiskai, bidas apims pradinj organo perfuzavima fiziologiniu tirpalu, tokiu kaip
Tyrode [prekés Zenklas] ir tuomet, palaipsniui arba nenutriikstamu biidu, organo
perfuzija fiziologiniu titpaiu, iturinfiu progresyviai aukStesnés konceniracijos

krioapsauganéio agento, tuo pat metu mazinant organo temperatira.

Temperatiiros mazinimas gali bati pradinis organo 3aldymas ir tada greitas organo
uz3aldymas azoto skystyje ir organo saugojimas skysto azoto temperatiiroje;
organo uZ$aldymas skystame azote ir saugojimas Saldytuve; planinis uz$aldymas ir

saugojimas skystame azote; arba planinis uz3aldymas ir saugojimas 3aldytuve.
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Tokiu biidu, biidas apima ankstesn¢ organo perfuzavimo stadija ﬁziologj’niu tirpalu
ir organ:o $aldyma iki temperatiiros ribose tarp 8 iki 5°C ir po to organo
perfuzavima krioapsaugandiu agentu, tuo pat metu progresyviai didinant
krioapsaugantio agento koncentracija krioapsaugan¢iame komponente ir organo

3aldyma iki kriokonservavimo temperatiiros.

Krioapsaugan&io komponento koncentracija gali biti progresyviai didinama nuo

10 % iki 40 %.

Konservavimo temperatlira bus tipiné subnuliné temperatira, svyruojanti nuo

mazdaug -50°C iki -196°C (skysto azoto temperatiira).

Ypad konservavimo temperatiira gali biiti tarp -80°C ir -196°C. Tai gali biiti
pasiekta naudojant skysta CFC (chlorofluoroanglis) arba 3aldantj skysta azota.

I3radimas toliau apima btda atSildyti organa, kuris buvo perfuzuotas
krioapsaugangiu agentu ir at3aldytas iki konservavimo temperatiiros, apimantj
organo poveiki krioapsauganéiu agentu, kuris turi krioapsaugantj komponenta,

parinktg i§ grupés, turin€ios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NR Ry, kurioje:
R; ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turinios H, Me, halometila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C5-Cs
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes;-arba

Ry ir R; yra kartu parinkti i§ (CHy)n, kur n = 4 arba 5, _arba (CH;);0(CHa3) 3; ir

.R3 yra parinktas i$ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-Cj alkilo grupiy,

iki kol organas pasieks i3 anksto nustatyta temperatiira, aukstesng uz konservavimo

temperatirg;
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organo perfuzavima krioapsauganéiu agentu, turin&iu krioapsaugantj komponenta
tuo pat metu palaipsniui mazinant krioapsaugandio komponento ko"ricentracijq
krioapsaugantiame agente ir aukstinant organo temperatiira ir

organo perfuzavima fiziologiniu skys¢iu.

I anksto nustatyta temperatiira gali biiti apie nuo -4°C iki 4°C.

R, Rz ir R3 gali biiti tokie, kaip &ia buvo apradyta anks&iau.

Iradimas iSsipledia vis toliau, iki medikamento arba preparato paskyrimo pakopos
pacientui, turiniam virusing ir/arba mikrobing infekcija, kai medikamentas arba
preparatas turi fiziologiskai efektyvig dozg aktyvaus terapinio agento, parinkto i§
grupés amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NR|Ry, kurioje:

Ry ir Ry yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turindios H, Me, halometila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C,-C;
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

"RyirR; yra kartu parinkti i3 (CH,)n, kur n =4 arba 5, arba (CH,) ,0(CH,) ,; ir

R; yra parinktas i$ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy.

Medikamentas arba preparatas gali apimti maZiausiai viena fiziologiskai priimting

uzpilda arba nesiklj, kaip ¢ia buvo aprasyta énkséiau.

Ry, Ry ir R; gali bati tokie, ka‘ip ¢ia buvo apradyta anksc€iau.

Amidas gali bati toks, kaip ¢ia buvo aprasyta ankséiau.

Doze gali biti parinkta tokia, kad aktyvaus terapinio agento koncentracija gydomo

subjekto kraujyje siekty iki mazdaug 2-200 m.d., geriausiai mazdaug iki 50-200

m.d. DMF plazmos piko koncentracija iki 50-100 m.d. buvo rasta paciento su ZIV-
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1 lasteliy CD4-T skai€iui padidéjus nuo 312 iki daugiau kaip 1000/ml, per 3

savaites nuo gydymo pradzios.

Dozé gali biti paskirta per oda, t.y. aktyvaus terapinio agento perdavimo per oda
budu, pritaikant odos arba medvilneés lopin¢lj, impregnuota aktyviu terapiniu
agentu arba kompoiicija, turintia aktyvy terapini agenta. Aktyvaus terapinio
agento koncentracija kompozicijoje, skirtoje impregnuoti odos arba medvilnés

lopinélj, yra 10-100 %.

Vietoje to, dozé gali biiti paskirta peroraliai, inhaliacija, intraveniskai arba
kombinacijomis i dviejy ar daugiau apraSyty bidy. Intravenine doze bus tipidkai

kontroliuojama norma ir laikas.

Iiradimas tokiu bidu i3sipledia iki dozuoty vaisto formy virusiniy ir/arba
mikrobiniy infekcijy gydymui, susidedandiy i$ vietiniy panaudojimo priemoniy,
tokiy kaip odos arba medvilnés lopinélis, ant kuriy adsorbuotas arba absorbuotas

naudingas kiekis aktyvaus terapinio agento, kaip anksgiau ¢ia buvo aprasyta.

Vietinio panaudojimo priemoné gali biti sudaryta i3 sintétinés polimerinés
" medziagos, tokios kaip TEFLON (prekés enklas), ant kurios adsorbuotas arba
absorbuotas aktyvus terapinis agentas. TipiSkai, dozuota forma apims DMF,
sumaidyta su koloidiniu silikono dioksidu, kad suformuoty geli, kuriuo lopinélis

yra impregnuotas. Lopinélis gali bati Virodeno P058 lopinélis.

I$radimas iSsipledia iki vakcinos, ‘paruostos i3 antikiiny, paimty i3 Zmogaus kiino

po to, kai zmogus buvo uzkrestas virusu ir gydomas, naudojant iSradima.
Virusas gali biiti degeneruojantis virusas, toks kaip ZIV-1.
Idradimas yra iliustruojamas figliromis ir pavyzdziais, kur

Figilira 1 rodo temperatiiros poky¢ius aortos kateteryje, panardinant Ziurkés Sirdj {

skysta azota;
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Figiira 2 yra schematiné diagrama, rodanti kateterizacijos procediira ir termopory

pozicija Sirdyje;

Figiira 3 rodo ZIV-1 viruso kiekj (polimerinés grandinés sintezé (PCR)) kaip laiko
funkcija AIDS pacientui, gydomam su Virodeno P058 (DMF) skiautémis;

Figiira 4 rodo temperatiira kaip laiko funkcijg visai Ziurkés Sirdies perfuzijai,

kriokonservavimui, uzsaldymui, at$ildymui ir naujai perfuzijai pagal iSradima;

Figira 5 rodo temperatiira kaip laiko funkcija termoporos kalibravimui ir

trumpalaikiam atsakymui;

Figiira 6 rodo plazmos DMF koncentracijos kaip laiko funkcija per pirma Zmogaus

toksidkumo bandymuy serija;

Figiira 7 rodo plazmos DMF koncentracijas kaip laiko funkcijg per antra Zmogaus

toksiskumo bandymuy serija;

Figlira 8 yra 22500 karty padidintas Sirdies raumens mikrografinis vaizdas i3

uz3aldytos/at3ildytos Ziurkés $irdies po kriogeninio proceso pagal iSradimo biida;

Figiira 9 yra 36250 karty padidintas 3irdies raumens mikrografinis vaizdas i3

uzialdytos/atdildytos Ziurkés Sirdies po kriogeninio proceso pagal iSradimo biida; ir

Figtra 10 yra 28500 karty padidintas Sirdies raumens mikrograﬁnis: vaizdas i3

uzialdytos/atiildytos Ziurkés $irdies po kiiogeninio proceso pagal iSradimo bida.
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1 pavyzdys
KRIOKONSERVAVIMAS

MEDZIAGOS IR BUDAI

Modelis: izoliuota perfuzuota Ziurkés 3irdis

Dvylika BD9 Ziurkiu, kiekviena sverianti 250-350 g. Ziurkés buvo anestezuotos

natrio pentabarbitonu pagal priimta protokola.

Langendorfo aparatas

Buvo panaudotos dvi standartinés Langendorfo sistemos, prijungtos prie dviejy
vandens voniy, viena buvo Zemos temperatiros, kad atSaldyty organg iki 4-5°C, o
kitoje palaikoma 37°C temperatiira. Salta Langendorfo sistema (minima kaip
'LD2) buvo panaudota Sirdies perfuzavimui Tyrode-DMF-tirpaluy, ir Silta
Langendorfo sistema (minima kaip LD1) buvo panaudota 3irdies perfuzavimui

nesant DMF, t.y. grynu Tyrode.

Perfuzavimo kompozicija vienam litrui tirpalo (Tyrode)

NaCl 137.6 mM

KCl S 54mM
MgCl, 1.0 mM
CaCl, 1.8 mM
Gliukozé 5.0 mM
Hespes-NaOH 11.6 mM

Tirpalo pH 7.45
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DMF_savybés (BASF pramoniniai chemikalai, dimetilformamido techninis

apraSymas M5351e, Spalis, 1989)

N, N-Dimetilformamidas (DMF) yra lastelés diferenciatorius su tokiomis

savybémis

Empiriné formulé: C;H,ON
Santykiné molekuliné masé: 73,095 g/mol
Stingimo temperatiira: -61°C

DMF yra bespalvis, auksto virimo tadko, lakus, poliarinis, higroskopinis skystis,
turintis silpng charakteringa kvapa. Kaip aprotoninis tirpiklis su auk3ta dielektrine
konstanta, DMF yra puikus tirpiklis, yra tirpus tiek vandenyje, tiek riebaluose ir
turi Zema gary slégi 23°C temperatiiroje. DMF kontakte su stipriais oksidatoriais,

alkilaliuminiu ir halogeniniais junginiais gali uzsidegti arba sprogti.

DMF buvo laikomas hermetiskame konteineryje Zemiau -5°C. Perfuzatoriai / CPA

(OV) tirpalai buvo sumai$yti tik tam naudojimui, nepaliekant atsargai.

Temperatiiros matavimas

Temperatiira nuolatos buvo matuojama mazZo diametro (0,5 mm) T-pavidalo
termopora, {statyta i kaniul¢ aortos viduje, kaip schematiskai parodyta Figtiroje 2.
Si pozicija buvo parinkta kaip geriausias kompromisinis variantas tarp atstumo iki
irdies ir minimalaus isiterpimo i S$irdj. Termopora galéjo - tiksliai sekti
temperatiiros poky¢ius daugiau kaip 45°C/s dazniu. Temperatira buvo modeliuota
karta per sekunde viso eksperimento metu, naudojant PC-30 12 bity A/D kortelg
(Eagle Electronics). su jprastai jrengtu stiprintuvu jskaitant ir S3alto taSko
temperatiiros kompensacija. Temperatiiros matavimo sistema buvo kalibruota
pagal komercinj Fluke 52 K tipo termoporinj termometrg. Matavimai vir$
nuo -100°C iki +100°C lygio buvo tikslinami iki 2 % tikros temperatiiros.
Staigaus at3aldymo fazés metu 3irdis | skysta azota buvo panardinta tik iki aortos

virdaus (Zr. Figlira 2). Temperatiros matavimai per kriokonservavimo
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eksperimentus buvo atliekami viduje kairiojo skilvelio, lygiai taip pat, kaip ir
aortos kaniuléje. -196°C temperatiira $irdies viduje buvo pasiekta per 20 s mirkant
Sird] skystame azote tuo pat metu, kai aortos kaniulés virSuje buvo -75°C
temperatiira. Staigaus ataldymo fazéje 3aldymo daZnis buvo mazdaug 10°C/s

kairiajame skilvelyje ir 7,5°C/s aortos virduje.

Naudoti perfuzatoriaus / CPA (OV) misiniai:

Tyrode 90 % ir DMF 10 % kaip (OV1) miSinys
Tyrode 80 % ir DMF 20 % kaip (OV2) miSinys
Tyrode 75 % ir DMF 25 % kaip (OV25) miSinys
Tyrode 70 % ir DMF 30 % kaip (OV3) miSinys

Visi procentiniai santykiai nurodyti kaip tiirio/tiirio (v/v) procentiniai santykiai.
Metodika

Silta/alta (37°C/5°C) LD1 ir $alta (5°C) LD2 Langendorfo sistema buvo paruosta,
kaip apra3yta anks¢iau. LD1 sistemoje buvo naudojamas tik grynas Tyrode tirpalas
ir sistema buvo naudojama $aldyti visas perfuzuotas Ziurkiy $irdis. LD2 sistemoje
buvo naudojamas grynas Tyrode ir krioapsaugantys OV miS3iniai tik 3altoje (5°C)

temperattiroje.

DMF buvo laikomas 3altai, -5°C temperatiiroje, hermetiniame konteineryje. 10 %,
20 %, 25 % ir 30 % DMF tirpalai Tyrode tirpale buvo paruoiti prie§ pat

naudojima.

Pirmoje eksperimenty serijc;je, iiurkés‘.‘buvo anestezuotos ir §irdis pasSalinta, .
palaikyta Saltame Tyrode tirpale, {vesta kaniulé per aorta ir prijungta prie
Siltos/3altos Langendorfo sistemos (LD1), turin¢ios gryng Tyrode 37°C tirpala ir
perfuzuota aStuonias minutes, norint stabilizuoti susitraukimus (Figlira4 — atzyma
a), po to sistemos temperatira buvo sumazinta iki 5°C ir palaikyta Sioje

temperatiiroje 10 minu¢iy (Figtira 4 — atzymos b-c).
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Sirdies pasalinimas buvo atliktas pjaunant pilva skersai vos Zemiau apatinio
Sonkaulio, atidengiant diafragma ir ja iSkerpant pagal (aplink) ventraling ir
lateraling ribas ir atidengiant §irdj ir plauéius. Nuo $io momento plau¢iai daugiau
nefunkcionuoja ir pradeda eiti ischemijos laikrodis. Tuomet tarpsienis tarp $irdies
ir Sonkaulio ertmés buvo i3pjautas, Sirdis atsargiai iSkelta ir iSpjauta su iris
Zirklémis. Po to 3irdis buvo imesta | menziira su $altu Tyrode, kad ja stabilizuoty.
Tuomet $irdis buvo pakelta uz i3pjauty aortos krasty ir aorta, jvedus kaniulg, buvo

uzdaryta medvilninio siiilo pagalba ir sutvarkyti susiuvimo galai.

Po to $irdis buvo atjungta nuo LD1 sistemos ir pajungta prie LD2 sistemos (Figtra
4 — atZymos c-d), Sirdies perfuzija LD2 sistema buvo pradéta grynu Tyrode 5°C
temperatiiroje ir perfuzijos tirpalas buvo pakeistas | 50 ml OV1 tirpalg (LD2).
(Figiira 4 — at’yma d). Sirdis buvo perfuzuojama 10 minuéiy iki kol buvo
i8eikvotas OV1 tirpalas. Tuomet sistema LD2 buvo pripildyta 30 ml OV2 tirpalo ir
perfuzija buvo tesiama aStuonias minutes. Tuomet sistema LD2 buvo pripildyta
30 ml OV3 tirpalo ir po astuoniy minu¢iy perfuzavimo, vos prie§ tai, kai OV3
buvo iSeikvotas, perfuzija buvo sustabdyta. Tuomet Sirdis buvo padengta plonu
vatos sluoksniu, i§mirkytu OV3 tirpale prie 0°C. Tada $irdis visa buvo panardinta {
nitrogeno skysti, kol temperatiira kairiajame skilvelyje pasieké -196°C. Tai truko
mazdaug 20 sekundZiy, esant Saldymo greiCiui -10°C/sekundg. Prie3 atlildant
Sirdis buvo palaikoma -196°C temperatiiroje periodais, besikeifianiais nuo 10

sekundziy iki 45 minugiy.

Sirdis tuomet buvo patalpinta { 100 ml stikling menziirg su 70 ml OV3 tirpalo 0°C
ir palikta at3ildyti 12 minuiy (Figtira 4 — atZymos g-i). Praéjus $iam laikui kairiojo
skilvelio temperatiira buvo tarp +4°C ir.-4°C. Perfuzija buvo pakartota i$ naujo
Salta (5°C) vis dar prijungta LD2 sisterﬁa -2 minutes naudojant 20 ml OV3 tirpalo.
Tuomet LD?2 sistema buvo pripildyta 20 ml OV?2 tirpalo ir perfuzija buvo tgsiama
2 minutes, tuomet pripilta 30 ml OV1 tirpalo ir perfuzija buvo tgsiama keturias
minutes, ir tuomet 100 ml gryno Tyrode ir perfuzija buvo tgsiama dvylika minuciy.
Tuomet 3irdis buvo perkelta ir i§ naujo prijungta prie $altos/Siltos Langendorfo
sistemos LD1 (Figiira 4 — atZymos j-k) ir perfuzuota su grynu Tyrode tirpalu,

pradedant nuo 5°C temperatiros (Figra 4 — atZyma k) ir sistema tada buvo i3
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naujo jkaitinta iki 37°C temperatiiros (Figiira 4 — atZymos k-m), kol kairiojo
skilvelio temperatira tapo 37°C. Sirdis susitraukinéjo nuo 3 iki 6 minuéiy,
pasiekdama temperatiira tarp 14 - 30°C. Pulsuojanti 3irdis buvo laikoma $iltoje

Langendorfo sistemoje 30 minuéiy, po to eksperimentas buvo baigtas.

Antroje bandymy serijoje buvo naudojami OV1 ir OV25 tirpalai. Sioje bandymy
serijoje OV25 yra pakeistas OV2 ir OV3. |

Jei 3aldymas skystame azote pradétas aukstesnéje nei 8°C temperatiiroje pasirodo
Sirdies iply$imai. Ivyniojimas | vata sulétina temperatiiros kritima, nes apie Sirdj

yra suformuojama izoliuojanti kapsulé.

Visi tirpalai buvo oksiduoti, jpudiant { juos 95 % deguonies / 5 % CO; dujy
misinj. DMF difuzija i lasteles buvo pakankamai greita, kad osmotinis iSbrinkimas
nebiity pastebimas. Perfuzate, jeinangiame { $irdj, neturi biiti burbuly, kadangi jie
yra infarkty dél ischemijos prieZastis ir sutrukdo papildyti ir perkelti CPA. Dideli
burbulai yra mirtini. Perfuzato hidrostatinis slégis buvo mazdaug 90-100 cm.

Hidrostatinis slégis maZdaug 37,5 cm pasireiské nepakankama perfuzija.

Baigiant eksperimenta buvo atlikta visy S$irdZiy sub-endokardialiniy ir sub-

epikardialiniy sluoksniy elektroniné mikroskopija (zitiréti Figtras 8 — 10).

Apra3yti anks¢iau eksperimentai buvo pakartoti su daugiau nei 100 Ziurkiy SirdZiy.

Rezultatai

Greitas at3aldymas buvo pasiektas 3aldymo greigiais -75°C/s, kaip mlatyti Figiiroje
1 — atZymoje b. Temperatira aortinés kaniulés virdinéléje stabilizavosi -75°C,
panardinus 3irdj | nitrogeno skystj. Tai koreliuojasi su intrakardialine -196°C
temperatiira. AtSildymas iki -7°C, po to, kai Sirdis buvo iSimta i§ skysto azoto,

buvo taip pat staigus (Ziaréti Figiirg 1 — pozicija c).
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Sioje eksperimenty serijoje Sirdys susitraukinéjo nuo trijy iki 3eSiy minuiy
miokardialinése temperatiirose, kintangiose nuo 14 -30°C, po to, kai §ilté perfuzija
ant Langendorfo sistemos buvo pradéta i§ naujo. Aktyvi, ritmiSkai plakanti 3irdis
buvo stebima maZiausiai 30 minudiy. Koronarinis tekéjimas sugrjzo | greitj pries
uzSaldyma ir Sirdies tempas atsigavo iki dydziy prie§ uZSaldyma. Mikroskopo
pagalba nebuvo jmanoma pamatyti jokiy paZeidimy. Elektroniné mokroskopija
neparodé pastebimos Zalos tarplastelinéms struktiiroms, padidinus jas 222500

karty, 28500 karty ir 36250 karty (Zidreti Figras 8-10).

Kepeny kriokonservavimo atveju yra labai svarbu sustabdyti kepeny funkcijas
pried jvedant CPA, kadangi funkcionuojancios kepenys pakeis DMF | toksinius
komponentus (AMCC). DMF yra hepatotoksinis. Kepenys nustoja funkcionuoti
mazdaug 8°C temperatiiroje ir jos turi biiti atSaldytos maZiausiai iki 4°C, kai bus
ivedamas DMF tirpalas. [vedant DMF tirpalus { visa kiing, jis turi bati laikomas
Yemesnéje arba 4°C temperatiiroje. UZ3aldant visa kiing, jis yra patalpinamas ant
sirdies — plau¢io madinos, kraujas yra pakeitiamas grynu fiziologiniu tirpalu ir
saldomas iki 4°C. CPA (OV tirpalai) yra jvedami ir cirkuliuoja per visa kiina, kol
visos lastelés prisotinamos CPA. Kiinas tuomet jvyniojamas | medZiaga, sumirkyta
CPA tirpalu ir uz$aldomas skystame azote. Atsildant kiing, turi biiti palaikoma
minimali 4°C temperatiira, kol bus i3plautas visas CPA tirpalas i3 lasteliy. Tuomet
kiinas vél pasildomas fiziologiniu tirpalu iki 11°C, po to i kiing atgal jvedamas

kraujas.

Diskusija

Ankstesnés pastangos konservuoti istisus organus uz3aldant temperatiirose iki
-196°C ir i§saugant organy funkcijas, buvo nesékmingos (Wang T, Banke.r MC,
Clayden N, Hicks GL Jr, Layne JR Jr, Freezing preservation of the mammalian
cardiac explant VI. Effect of thawing rate on functional recovery (Eksplantuoty
Zinduoliy $irdZiy konservavimas Saldymu VI. Sildymo tempo jtaka funkeijy
atgavimui), Cryobiology 29, (470 — 477), 1992; Wang T, Connery CP, Batty PR,

Freezing preservation of adult mammalian heart at high sub zero temperatures
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(Suaugusiy Zinduoliy $irdZiy konservavimas 3aldymu super Zemose nulinése
temperatiirose), Cryobiology, 29 (171 —176), 1991; Wicomb WN, HilliDJ, Collins
GM, Twenty four hour ice storage of rabbit heart, Journal of Heart and Lung
Transplantation (TriuSio $irdies i¥saugojimas lede 24 val), 13:5, (891 -894),
1994). Kiek Zino pareiskéjas, nebuvo sékmingy eksperimenty, kuriy metu istisi
organai buvo uz3aldomi Zemesnése negu -80°C temperatlirose ir véliau, tiriant

makroskopiskai arba mikroskopiskai, nebiity pastebéta Zalos organui.

Intralasteling Zala sukelia kristalizacija, toksinis ir osmosinis stresas. Sios
problemos gerai atsispindi krioZurnaluose. ApraSyti anks¢iau sékmingi bandymai
buvo tik kriokonservuojant atskiras lasteles ir sperma. Sie procesai i§ esmés
naudojo léta arba uzplanuota Saldyma ir absoliuti struktiiros masé buvo labai maza
(Rall WF, Fahy GM, Ice-free cryopreservation of mouse embryos at -196°C by
vitrification (Pelés embriony kriokonservavimas be ledo —196°C temperatiroje
paverdiant stiklo materija), Nature, 313, (573 —-575), 1985). Yra numanoma, kad
pavienése lastelése dideli Saldymo temperatlry greiiai ir uzSaldymas daro

maZesn]j pazeidZiantj poveiki, negu iStisiems organams.

25 % DMF ir Tyrode tirpalas nesukélé masés padidéjimo, kaip tai padaré
elektrolitinis vandens tirpalas, kada buvo sumirkyta skystu azotu. Todél idradéjas

naudojo 3ia koncentracijg kai kuriose bandymuose su zZiurkés Sirdimi.

Saldymo temperatiiry greidiai, su kuriais buvo susidurta bandymy su Ziurkés
Sirdimi metu, neturéjo jokio Zalingo poveikio ir taip pat nebuvo pastebéta jokia

intralgsteliné Zala.

Sékmingam iStisy organy -kriokonservavimui yra reikalinga terpé ir procesas,

turintys Sias savybes:

1. Terpé turi greitai pakeisti intralastelini vandeni;

2. Terpé turi pasiekti visas organo iqsteles vienu metu (Burrows FA, Bissonette
B, Cerebral Blood Flow Velocity Patterns During Cardiac Surgery Utilising
Profound Hypothermia With Low Flow Cardiopumonary Bypass or
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Circulatory Arrest in Neonates and Infants (Kraujo tekéjimo greicio pavyzdZiai
galvos smegenyse Sirdies chirurgijos metu, kai naudojamar~ nuodugni
hipotermija, dirbtinai palaikant léta Sirdies - plautiy kraujotaka arba
cirkuliacijos sulaikymas naujagimiuose ir ktdikiuose), Can Anaesth, 40:4, (298
-307), 1993);

3. Terpé turi pakeisti midinio “vanduo plius terpé” savybes taip, kad nejvykty
jokio maziausio mases pasikeitimo 3aldant; ‘

4. Terpé neturi biti toksiska lasteléms ir audiniui;

5. Terpés charakteristikos turi likti tos pac‘:‘icv)s kintant temperatiirai platiame
diapazone; _

6. Terpé 3aldymo temperatiirose turi biti mazo klampumo, tipi3kai "artimo
vandens klampumui;

7. Zemesnése nei nuliné temperatiirose terpé turi i3likti skystio bivyje.

Kad patenkinty daugiausia anksdiau iSvardinty salygy, iSradéjas pritaike
dimetilformamida (DMF). '

Fiurkes Srdis buvo naudojama kaip modelis, kadangi ji lengvai pasiduoda
eksperimentams, metodas, kurio pagalba buvo tiriamos Ziurkiy Sirdys
eksperimentiniuose modeliuose, yra gerai isisavintas ir tokiu bidu yra galima
lyginamoji informacija. Démesys, pirmiausiai, buvo sutelktas i Sirdies funkcija po
to, kai ji buvo paveikta kriokonservavimo technika. Taiau visais atvejais buvo
naudojama audinio elektroniné mikroskopija, kad galima biity itirti

ultrastruktdrinius pasikeitimus.

Neziiirint kruop3taus tyrimo, elektroniné mikroskopija neparod¢ jokios pastebimos

alos intralastelinéms struktiiroms.

Bandymuose 3irdys atgydavo pastebimai gerai po 1o, kai biuidavo paveiktos
kradtutiniais $aldymo temperatiiry tempais, lygiai kaip ir Zemomis temperatiiromis.
Makroskopiskai nebuvo matoma jokia Zala, funkcionavimas, kaip rodé Sirdies

susitraukimy judesys, buvo nuostabus.
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I3radimas atveria platias galimybes potencialiai ilga laika i3saugoti i§ti{s'us organus

ir audiniy struktiiras ir jrengti organy bankus.

2 pavyzdys
ZIV GYDYMAS

Toksigkumo tyrimai toliau buvo tgsiami su Zmonémis, atliekant tris klinikinius
bandymus su pacientais teigiamais ZIV-1 atzvilgiu ir naudojant Virodeno P0S8

odos lopinélius.

Pacientas, infekuotas ZIV-1, buvo gydomas dimetilformamidu (Virodenas P058),
panaudojant odos lopinélius, impregnuotus dimetilformamido geliu, uzdéjus juos
ant paciento kiino. Du odos lopinéliai buvo uzdéti atskirai ant paciento kuno dalies,
pvz. dilbio. Kiekvienas odos lopinélis turéjo mazdaug 7,064 g gelio, turintio DMF
(92,5 % m/m) ir koloidinio silikono dioksido (7,5 % m/m). Gelis buvo naudojamas
sustabdyti skystio DMF prasisunkima pro lopinélius. Lopinéliai buvo paruosti
daugiausia 12 valandy prie§ naudojima, kadangi DMF greitai garuoja. Numatytas
DMF lygis paciento kraujyje yra 100 m.d. Pacientui, sveriantiam apie 60 kg, 14 g
kiekis DMF lygi 100 m.d. pagamina per 12 val. N-acetil-cistein-glutaminas ir/arba
pagrindiniai fosfolipidai | pacientg buvo jvesti (oralikai arba | vena) doze nuo 250
mg iki 300 mg kasdien kaip kepeny palaikytojas. Vietoje to arba papildomai kaip
kepeny palaikytojas gali biiti jvestas i pacienta glutaminas. Remiantis Marz ir
Nohova tyrimais, pavirSiaus plotas, reikalingas tokiam kiekiui absorbuoti, yra
mazdaug 127,2 cm?. Pasiekti 100 m.d. lygi kraujyje reikia abscibuoti mazdaug
1,272 g DMF per valanda, toidu bidu, kiekvienam lipdukui, turin¢iam pavirSiaus
plota 6,36 cm? reikia 7,064 g DMF kiekio. Teor‘iékai toks gydymas duos 125 — 135
m.d. lygi, bet, jvertinant garavima, pasiekiamas 100 m.d. lygis. Absorbcijos
galimybeés kinta priklausomai nuo pacienty, t.y. tokiy faktoriy kaip odos tipas ir
storis. Norint pasiekti norimus DMF lygius pacientuose, plazmos DMF
koncentracijos buvo stebimos kiekviename paciente ir gydymas koreguojamas,

priklausomai nuo kiekvieno paciento DMF lygio (Zitréti pavyzdZius ivairiems
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plazmos DMF koncentracijos lygiams vienodai gydytuose pacientuose"Figﬁrose 6

ir 7).

Lipdukai buvo pripildyti mazdaug 7,064 g DMF gelio ir silikono dioksido.
Kiekvienas lopinélis buvo naudojamas 12 valandy, viena kartg per savaitg per 12

savai¢iy perioda, arba du kartus per savaitg per 6 savaiciy perioda.

Kai kuriy pacienty kraujo testai parodé CD4 T-lasteliy skai¢iaus padidéjimg nuo
350 iki 1000 ir greita sumazéjima PCR (Polimery grandinés reakcija) (virusinis
pakrovimas) nuo 12000 iki 500/ml per tris savaites (ZiGréti Figiira 3) panaudojus
maziausiai tris gydymus. PCR testai atlikti vadojaujantis Roche ZIV padidinimo

monitoriumi. Virusiné pakrova < 500/ml plazmos yra laikoma nesusekama.

Kai kurie pacientai prie§ gydyma turéjo sunkia akne (spuogas) arba vokieciy tymy
simptomus. Gydant DMF taip, kad DMF lygis paciento kraujyje buvo
50 — 100 m.d., sunki akné iSsivalé ir VokieCiy tymy simptomai i$nyko per 7

dienas.

Teikiant prioriteta gydymui dimetilformamidu, buvo atliktas iSsamus paciento
kraujotakos klinikinis ir fiziologinis jvertinimas. [vertinimas suteiké kraujotakos
biocheminius ir hematologinius duomenis apie pacientg. Taip pat buvo atliktas
detalus virusologinés serologijos ’(ZIV-I) testas, kad galima biity nustatyti viruso

kiekj visame paciento kiine ir $ie testai atlikti per savaitg arba gydymo metu.

DMF koncentracija paciento kraujyje buvo nustatoma kas valanda per gydymo
perioda. Kiekviena rytg i3 intravenines linijos, laikomos pastoviai prijungtos prie
fiziologinio skyscio, paduoda;ﬁno 20 ml/vaI., greitiu, buvo imami kraujo pavyzdziai
ir kasdien tikrinami metabolitai AMCC (pavyzdziui, imant kas 4 valandas 3lapimo
pavyzdzius) kile i§ DMF. Veélesni DMF vartojimai buvo pakoreguoti pagal DMF
lygio pasikeitimus kraujyje, pasireiskiancius absorbcijos pakitimais, ir buvo atlikti
kasdieniniai hematologiniai ir biocheminiai kepeny tyrimai, nustatant bet kokius
pakitimus kepeny funkcionavime. Buvo atlikti taip pat kasdieniniai pilni klinikiniai

ir fiziologiniai tyrimai.
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Buvo atliktas kasdieninis virusologinis serologinis tyrimas, su tikslu nustatyti
virusy skai¢iy visame kiine ir stebéti paciento imunines biisenas (CD4 — Iastelés
padejéjos) ir taip pat buvo nustatyti prognozuojami faktoriai. Serologinis tyrimas
rémesi p24 antigenais ir kiekybiniu PCR arba, pasirinktinai, kitais metodais. Buvo
taip pat atliktas savaitinis CD4 kiekiy ir Beta-2 makroglobulino nustatymas ypa&
skirtas stebéti paciento imuninés buklés pageréjimus ir prognozéms. Visi
klinikiniai ir laboratoriniai duomenys buvo "jvesti | centralizuota duomeny
apdorojimo sistema, kad biity galima greitai reaguoti i bet kokj neigiama
pasikeitimg, tuo bidu sutrumpinant gydyma, padidinant klinikinj efekta ir

sumazinant potencialius pa3alinius efektus.
Tyrimai apémé:

a) Serumas:- S-Na, S-K, S-Cl, S-CO,, S-Karbamidas, Surate, S-Creat, S-Ca,
S-Ca, S-Mg, S-Phos, Serumas Visas, S-Conjd,;

b) Hemoglobinas:- HB Det, raudonieji kiineliai, Hematokritas, MCV, MCH,
MCHC, RDW;

¢) Proteino elektroforezé: ST-Proteinas, S-albuminas, S- visas globulinas,
S-Alfa 1 globulinas, S-Alfa 2 globulinas, S-Beta globulinas, S-Gama
globulinas;

d) Baltyjy kiineliy diferencialinis skaitiavimas:- Baltyjy kiineliy skaigius, Neutro
absoliutas, Lypho absoliutas, Monq‘_ absoliutas, Eosino absoliutas, Baso
absoliutas;

e) Kepeny enzimai:- S-Alk. Phos, S-Gama GT, S-Alt (SGPT), S-AST (SGOT);
S-LD;

f) Virusologija:- La‘steliq-"iymekliai,v" PCR, Beta 2 mikroglobulinas, P24
antigenas, C-reaktyvus proteinas, i} CK-MB koncentracija; ‘ .

g) Kraujo analizé DMF lygiui nustatyti;

h) Slapimo analiz¢ AMCC lygiams nustatyti.

Pasirodo, kad DMF veikia kaip maZiausiai vienas i§ atvirk$tinés transkripcijos

inhibitorius ir proteazés inhibitorius. Buvo atlikti in vitro testai, kuriais nustatyta,
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kad DMF tirpinantios savybés tirpina viruso daleles, pavyzdZiui kapsigius (viriono

baltyminis apvalkalélis).
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Iiradimo apibréztis

1. Substancija arba kompozicija, skirta kriogeniskai konservuoti organus ir gydyti
virusines ir/arba mikrobines infekcijas, kai substancija arba kompozicija, turi
aktyvy agenta, parinkta i§ grupes, sudarytos i§ amidy, kuriy bendra formule
R3-CO-NR|Ry, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i3 grupes, turintios H, Me, halogenmetila,

prisotintas ir neprisotintas C2-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C2-Cs

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir R, yra kartu parinkti i¥ (CH2)n, kurn = 4 arba 5, arba (CH;) ;0(CH,) 3; ir
R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-Cs alkilo grupiu.

2. Substancija arba kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad

maZiausiai vienas i§ R, ir R, yra metilo grupé.

3. Substancija arba kompozicija pagal 1 punkta, be siskirianti tuo, kad

maZiausiai vienas i§ R, ir R, yra C,-C; fluoralkilo grupe.

4. Substancija arba kompozicija pagal 3-punkta, besiskirianti tuo, kad

aktyvusis agentas yra N-fluormetil-N-metil-formamidas.

5. Substancija arba kompozicija pagal 1 arba 2 punkta, besis kirianti tuo,

kad aktyvusis agentas yra dimetilformamidas.

6. Substancija arba kompozicija, skirta kriogenidkai konservuoti organus, kai
substancija arba kompozicija turi aktyvy kriogenini agenta, parinkts i§ grupés,

sudarytos i§ amidy, kuriy bendra formulé R;-CO-NR Ry, kurioje:
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R, ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C2-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C2-C3

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir Ry yra kartu parinkti i$ (CH2)n, kur n = 4 arba 5, arba (CHy) ,O(CHy) 35 ir
R; yra parinktas i$ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C2-C3 alkilo grupiy.

7. Substancija arba kompozicija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad

maziausiai vienas i Riir Rp yra metilo grupe.

8. Substancija arba kompozicija pagal 6 punkta, be siskirianti tuo, kad

maZiausiai vienas i3 Ry ir Ra yra C;-C;s fluoralkilo grupé.

9. Substancija arba kompozicija pagal 8 punkta, be siskirianti tuo, kad

aktyvusis kriogeninis agentas yra N-fluormetil-N-metil-formamidas.

10. Substancija arba kompozicija pagal 6 arba 7 punkta, besiski rianti tuo,

kad aktyvusis kriogeninis agentas yra dimetilformamidas.

11. Substancija arba kompozicija pagal bet kurj i§ 5 + 10 punkty,
besiskirianti tuo, kad kriogeninis agentas yra sumaidytas su fiziologiniu
tirpalu, turindiu komponenta, parinkta 3E grupés, turintios natrio chlorido,
dinatrio — EDTA, natrio bikarbonato, kalio chlorido, kalio dihidrogenfosfato,
magnio chlorido, magnio sulfate, kalcio chlorido, gliukozes ir Hespes — natrio

hidroksido ir midinio i bet kuriu dviejy ar daugiau paminétu elementu.

12. Substancija arba kompozicija, skirta gydyti virusines irfarba mikrobines
infekcijas, kai substancija arba kompozicija turi aktyvu terapini agenta, parinkta i8

grupés, sudarytos i3 amidu, kuriy bendra formulé R3-CO-NR Ry, kurioje:
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R; ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turindios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C-Cs

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

Ry ir R; yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH:) ;0(CH,)5; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C;-Cs alkilo grupiy.

13. Substancija arba kompozicija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo, kad
virusiné infekcija yra parinkta i igyty Zmogaus imunodeficitinio viruso (HIV-1)

infekeijy.

14. Substancija arba kompozicija pagal 12 arba 13 punkta, besiskirianti

tuo, kad maziausiai vienas i§ R; ir R; yra C;-C3 metilo grupé.

15. Substancija arba kompozicija pagal 12 arba 13 punkta, besiskirianti

tuo, kad maziausiai vienas i§ Ry ir R; yra C;-C; fluoralkilo grupeé.

16. Substancija arba kompozicija pagai 15 punkta, besiskirianti tuo, kad

aktyvusis terapinis agentas yra N-fluormetil-N-metil-formamidas.

17. Substancija arba kompozicija pagal bet kuri i3 12 + 14 punkty,

besiskirianti tuo, kad aktyvusis terapinis agentas yra dimetilformamidas.

18. Kompozicija pagal bet kurj i3 12 + 17 punkty imtinai, besiskirianti tuo,

kad apima maziausiai viena fiziologidkai priimting uZzpilda arba nesiklj.

19. Kompozicija pagal 18 punkta, besiskirianti tuo, kad fiziologiskai

priimtinas uzpildas arba nesiklis yra koloidinis silikono dioksidas.

20. Krioapsaugan¢io agento, naudojamo organu kriokonservavimui, gavimo bidas,
besiskiriantis tuo, kad apima krioapsaugan¢io komponento, parinkto i§

grupés, sudarytos i$ amidy, kuriy bendra formulé R3;-CO-NR R, kurioje:
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R, ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C»-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C2-C;

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir Ry yra kartu parinkti i§ (CH,)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,) 20(CH,) »; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy

sujungimo stadijg
su fiziologiniu tirpalu.

21. Vaisto arba preparato, skirto gydyti virusines ir/arba mikrobines infekcijas,
gamybos biidas, besiskiriantis tuo, kad apima aktyvaus terapinio agento,
parinkto i§ grupés, sudarytos i§ amidy, kuriy bendra formulé R;-CO-NR;R,,

kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C»-Cj3 alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C;-C3
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R ir Ry yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH;) ,O0(CH,) »; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy

sujungimo stadija
su maZiausiai vienu fiziologiSkai priimtinu uzpildu arba nesikliu.

22. Krioapsauganio elemento, turintio krioapsauganti komponenta, parinkta i$

grupés, turintios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NR Ry, kurioje:
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R; ir Ry yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turin¢ios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C2-C;

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
Ry ir Ra yra kartu parinkti i3 (CHz)n, kur n =4 arba 5, arba (CH3) :0(CH3;) 2; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiy,

panaudojimas organy kriokonservavime.

23. Vaistas arba preparatas, turintis aktyvy terapinj agenta, parinkta i grupes,

turintios amidy, kuriu bendra formulé R3-CO-NRiR;, kurioje:

R, ir R; yra nepriklausomai parinkti i$ grupés, turincios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C-Cs alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C2-C3
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n=4 arba 5, arba (CH:),O(CHy); ir

R; yra parinktas i$ H, Me ir prisotintu arba neprisotinty C2-C3 alkilo grupiy, skirtas

virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui.

24. Krioapsauganéio komponento, parinkto i§ grupes, turinCios amidy, kuriu

bendra formulé R3;-CO-NR;R;, kurioje:

R; ir R> yra nepriklausomai parinkti i3 grupés, turintios H. Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas Cz-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cz-Cs
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R, ir R; yra kartu parinkti i (CHz)n, kur n =4 arba 5, arba (CH,)20(CH,) 5; ir

R; yra parinktas i3 H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C»-Cs alkilo grupiy,

panaudojimas krioapsaugantio agento gamyboje.
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25. Substancijos arba kompozicijos panaudojimas medikamento arba preparato,
skirto gydyti virusing ir/arba mikrobing infekcija, gamyboje, kai substancija arba
kompozicija turi aktyvy terapinj elementa, parinkta i3 grupés, turintios amidy,

kuriy bendra formulé R3-CO-NR|R,, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i3 grupés, turinCios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C;-C3

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir R, yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n =4 arba 5, arba (CH») ;0(CH.); ir
R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C,-C; alkilo grupiu.

26. Organo kriokonservavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad apima organo
perfuzavimo stadija krioapsaugan¢iu agentu, turiniu krioapsaugantj komponenta,

parinkta i3 grupés, turingios amidy, kuriy bendra formulé R;-CO-NRRy, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-Cj alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas C,-C;

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir R, yra kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH;) 20(CH,) z; ir
R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C2-C; alkilo grupiy

maZinant perfuzuojamo organo temperatiira iki konservavimo temperatiiros,

kurioje organas bent jau laikinai bus saugomas.

27. Biidas pagal 26 punkta, besiskiriantis tuo, kad apima ankstesng organo
perfuzavimo stadija fiziologiniu tirpalu ir organo 3aldyma temperatiirose nuo 5 iki
8°C, ir po to organo perfuzavimg krioapsaugantiu agentu tuo pat metu
progresyviai didinant krioapsaugancio komponento koncentracijg

krioapsaugan&iame agente ir $aldant organg iki konservavimo temperatiiros.
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28. Biidas pagal 27 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame krioapsaugantio

komponento koncentracija yra progresyviai auganti nuo 25 % iki 40 %.

29. Budas pagal 27 arba 28 punkta, besiskiriantis tuo, kad Jame

kriokonservavimo temperatiira yra tarp —4 ir -196°C.

30. Organo, perfuzuoto krioapsaugandiu agentu ir at3aldyto iki konservavimo
temperatliros, atiildymo budas, besiskiriantis tuo, kad apima organo
paveikima krioapsauganéiu agentu, turindiu krioapsaugantj komponenta, parinkta

"’"i§ grupes, turindios amidy, kuriy bendra formulé R3-CO-NRR;, kurioje:

R, ir R, yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turinCios H, Me, halogenmetila,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cz-C3

halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba
R, ir R; yra Kartu parinkti i§ (CHz)n, kur n = 4 arba 5, arba (CHy) 20(CHy); ir
R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C;-C; alkilo grupiy,

kol organas pasiekia i§ anksto nurodyta temperatiira, aukStesng, nei konservavimo

temperatiira;

organo perfuzija krioapsaugan¢iu agentu, turin¢iu krioapsaugantj komponentg tuo
pat metu progresyviai maZinant krioapsaugancio komponento koncentracijg

krioapsauganc¢iame agente ir didinant organo temperatiirg.

31. Dozuota vaisto forma, skirta virusiniy ir/arba mikrobiniy infekcijy gydymui,
turinti vietines pritaikymo priemones, ant kuriy absorbuotas arba adsorbuotas
naudingas kiekis terapinio agento, parinkto i§ grupés, sudarytos i§ amidy, kuriy

bendra formulé R3-CO-NR;R,, kurioje:
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R, ir R; yra nepriklausomai parinkti i§ grupés, turintios H, Me, halc_igenmetilq,
prisotintas ir neprisotintas C,-C; alkilo grupes, prisotintas ir neprisotintas Cy-Cs
halogenalkilo grupes, hidroksialkilo grupes; arba

R ir Ry yra kartu parinkti i (CH2)n, kur n = 4 arba 5, arba (CH,)20(CHy) 2; ir

R; yra parinktas i§ H, Me ir prisotinty arba neprisotinty C»-C3 alkilo grupiu.
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