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Naujos farmacinés kompozicijos, kurios turi vieng arba kelis atvirkstinés transkriptazés inhibitorius, t.y.

Zidovudino, lamivudino arba stavudino kliniSkai veiksminga kiekj, ir meldoniumo, o taip pat farmaciskai priimtiny
nesikliy. Buvo jrodyta, kad meldoniumo jtraukimas j Sias farmacines kompozicijas i§ esmés sumazina atvirkstinés
transkriptazés inhibitoriaus kardio ir neurotoksiskuma.
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Technikos sritis
Sis isradimas susijes su meldoniumo ir farmaciniy kompozicijy, skirty
toksiSkumo, sukelto atvirkstinés transkriptazés inhibitoriaus tipo vaisty, sumaZinimui,

nauju terapiniu panaudojimu.

Zinomas technikos lygis

Yra Zinoma, kad Zmogaus imunodeficito viruso infekcija yra viena i$
daZniausiai pasitaikanciy labai pavojingy infekcijy, sudaranéiy apkréstyjy 37,7 milijony
suaugusiyjy ir 2,2 milijony vaiky 2004 pabaigoje. (Brocklehurst, P. et. al. Antiretrovirals
for Reducing the Risk of Mother-to-Child Transmission of HIV Infection. Cochrane
Database Syst Rev. 2002, No.2). :

Plagiausiai ZIV/AIDS gydyme yra naudojami zidovudinas (AZR), stavudinas ir
lamivudinas, kurie slopina polimeraze y, fermenta, atsakinga uz ZIV-1 mitochondrijy
dezoksiribonukleino ragsties (mtDNA) replikacija. Taigi, zidovudinas ir stavudinas ir
lamivudinas blokuoja mitochondrijos formavimasi ir sukelia kitus $alutinius poveikius.

Meldoniumas, chemiskai 3-(2,2,2-trimetilhidrazino)propionatas yra aprasSytas
US 4481218 (INST Organicheskogo Sinteza AK (SU)) 1982.07.08.

Meldoniumas yra placiai taikomas medicinoje kaip antiiS§eminis ir antistresinis
vaistas jvairiy Sirdies-kraujagysliy ligy ir kity patologijy, jskaitant iSemijg, gydymui.

Zidovudinas, chemiskai 3‘-azido-3'-deoksitimidinas; azidotimidinas; arba AZT
yra atvirk$tinés transkriptazés inhibitorius. Zidovudino ir giminingy junginiy terapiniai
panaudojimai ir jy gavimo bddai buvo atskleisti US 4724232 (Burroughs Wellcome Co
(US)) 1985.09.17.

Zidovudino prekyboje galima jsigyti kaip 100 mg kapsules, 300 mg tabletes, 10
mg/ml 20 ml vienkartinio naudojimo buteliuke ir 50 mg/5ml 240 ml sirupe.

Lamivudinas, chemigkai (2R-cis)-4-amino-1-[2-(hidroksimetil)-1,3-oksatiolan-5-
il-2(IH)-pirimidinonas; (-)-2‘-deoksi-3"-tiacitidinas; (-)-1-[(2R,5S)-2-(hidroksimetil)-1,3-
oksatiolan-5-il)citozinas; arba 3TC yra atvirk§tinés transkriptazés inhibitorius.
Lamivudino ir giminingy junginiy terapiniai panaudojimai ir jy gavimo badai yra atskleisti
WO 9117159 (IAF Biochem INT (CA)) 1991.05.02.



LT 5524 B

Lamivudino prekyboje galima isigyti kaip 100 mg, 150 mg ir 300 mg tabletes;
10 mg/ml 240 ml geriamo tirpalo.

Stavudinas, chemiSkai 2‘,3‘-didehidro-3‘-deoksitimidinas; 1-(2,3-dideoksi-B-
glicero-pent-2-enofuranozil)timinas; 3'-deoksi-2'-timidinenas yra atvirkstinés
transkriptazés inhibitorius. Stavudino ir giminingy junginiy terapiniai panaudojimai ir jy
gavimo badai buvo atskleisti US 5130421 (Bristol Myers Co (US)) 1991.04.29.

Stavudino prekyboje galima jsigyti kaip 15 mg, 20 mg, 30 mg ir 40 mg
kapsules; ir 1 mg/ml 200 ml geriamo tirpalo.

Yra zinomas keletas bady kaip gali bati apribotos neigiamos reakcijos,
sukeltos zidovudino, stavudino ir lamivudino toksiskumu. Nepaisant to, né vienas i$ jy
tuo padiu metu nedaro poveikio tiek kardiomiocity, tiek neurony funkcionavimui.

Siekiant sumazinti mitochondrijy pakenkimg, konkregiais atvejais yra
rekomenduojamas papildomas antioksidanty, pvz., didelémis dozémis vitamino C ir
\)itamino E, panaudojimas (Brockiehurst, P, et al. Antiretrovirals for Reducing the Risk
od Mother-to-Child Transmission of HIV Infection. Cochrane Database Syst Rev., 2002,
no. 2; Fichtenbaum, C. J. Coronary Heart Disease Risk, Dyslipidemia, and Management
in HIV-Infected Persons. HIV Clin Trials. 2004 Nov-Dec, vol. 5, No. 6, p. 416-433).

Bandymais su pelémis yra jrodyta, kad vitamino C 1250 mg/ml dienos dozés ir
vitamino E 75 mg/kg dienos dozés apsaugo mitochondrijg nuo oksidacinio streso, o taip
pat sumaZina aspartato aminotransferazes (AST) ir laktato dehidrogenazés (LDH)
aktyvuma ir taip pat apriboja nuo mitochondrinés ultrastruktiros pazZeidimo. Kreatino
kinazés (CK) aktyvumas taip pat sumazeéja, kuris pastiprinamas zidovudino taikymo
atveju (Peters, B. S. et al. Mitochondrial Myopathy Associated with Chronic Zidovudine
Therapy in AIDS. Q J Med. 1993 Jan. vol. 86, No. 1, p. 5-15).

Kofermentas Q10 gali bditi laikomas kaip kita medzZiaga, galinti turéti teigiamos
jtakos zidovudino neigiamy reakcijy sutrukdymui, aktyvuojant elektrony pernesima
kvépavimo grandinéje; manoma, kad riboflavinas, tokoferolis, sukcinatai, askorbino
rtigstis, menadionas ir nikotinamidas slopina kvépavimo grandinés blokavimg (Larsson,
N. G., et al. Mitichondrial Myopathies. Acta Physiol Scand. 2001, No.171, p. 225-233);

WO 9705864 (Sigma TAU IND Farmaceuti (IT); Mendes SRL (IT); Moretti
Sonia (IT) 1996.07.19 pateikia informacija, lie¢iandia naujg L-karnitino, jo dariniy ir jy
farmakoligi$kai priimtiny drusky derinyje su antiretrovirusiniais vaistais, skirty keramido

lygiy sumazinimui, padidinant auk$Ciau minéty antiretrovirusiniy vaisty aktyvuma,
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panaudojima ZIV ir AIDS infekcijos terapiniam gydymui ir imuninés sistemos, veikiamos
iy vaisty, sustiprinimui.

EP0560275 A (Sigma TAU IND Farmaceuti (IT)) 1993.03.09 buvo atskleistas
L-karnitino ir jo farmakologiskai priimtiny drusky naujas panaudojimas ZIV serologiskai
teigiamy pacienty karnitino iSeikvojimo gydymui.

ISradimo apraSymas
Technikos uzdavinys

Zidovudinas (AZT), stavudinas ir lamivudinas, kurie slopina polimeraze v,
fermenta, atsakingg uz ZIV-1 mitochondrijy dezoksiribonukleininés ragsties replikacijg,
yra pladiausiai naudojami AIDS gydymui. Tokiu budu zidovudinas ir stavudinas ir
lamivudinas blokuoja naujos mitochondrijos susidaryma.

Tagiau vaisty dozés formos ir kompozicijos, turinéios AZT, stavudino ir
lamivudino, turi didelj trikumg dél jy riboto panaudojimo, susijusio su AZT, stavudino ir
lamivudino toksiSkumo neigimais poveikiais (Lewis, W, et al. Zidovudine Induces
Molecular, Biochemical, and Ultrastructural Changes in Rat Skeletal Muscle
Mitochondria. Journal of Clin Invest. 1992 Apr, vol. 89, No. 4. p. 1354-1210; Szabados,
E, et al. Role of Reactive Oxygen Species and Poly-ADP-ribose Polymeraze in the
Development of AZT-induced Cardiomyopathy in Rat. Free Radic Biol Med. 1999 Feb,
vol. 14, No. 34, p. 189-197; Blanco, F. First-line Therapy and Mitochondrial Damage:
Different Nucleosides, Different Findings. HIV Clin Trials. 2003 Jan-Feb, vol. 4, No. 1, p.
11-19; Bishop, J. B, et al. Mitochondrial Damage Revealed by Morphometric and
Semiquantitative Analysis of Mouse Pup Cardiomyocytes Following in Utero and
Postnatal Exposure to Zidovudine and Lamivudine. Toxicol Sci. 2004, vol. 81, No. 2, p.
512-517).

AZT toksiskumas didzia dalimi yra taip pat susijes su jo gebéjimu jsiskverbti |
mitochondrijas (Nusbaum, N. J. AZT Incorporation into Mitochondria: Study in Human
Myeloid Cell Line. DNA Cell Biol., 1996, No. 15, p. 363-366), kas sukelia mtDNR ir
citochromo C (CYC) eliminavima jose. Siuo metu yra pastebétas oksidacinio
fosforilinimo fermenty mazéjantis aktyvumas. Tai sukelia mitochondrijy gaminamo
adenozino trifosfato (ATP) lygio sumazéjimg ir reaktyviyjy deguonies formy (ROS)
akumuliacija, todél Iasteliy anaerobinis kvépavimas intensyveéja ir kaupiasi laktatas.

Zidovudino ir lamivudino toksiniai poveikiai kliniskai atsiranda kaip raumeny

lasteliy miopatija, kurig sukelia mitochondrijy patologijos, kurios, be to, atsiranda dél
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padios ZIV infekcijos (Peters, B. S. et al. Myopathy Associated with Chronic Zidovudine
Therapy in AIDS. Q J Med. 1993 Jan, vol. 86, No. 1, p. 5-15; Bakker, H. D. et al.
Vitamin-Responsive Complex-1 Deficiency in a Myopathic Patient with Increased
Activity of the Terminal Respiratory Chain and Lactic Acidosis. J Inherit Metab Dis.
1994, No. 17, p. 196-204; Sulkowski, M. S. et al. Hepatic Steanosis and Antiretroviral
Drug Use Among Adults Co-infected with HIV and Hepatitis C Virus. AIDS. 2005 Mar
24, vol. 19, No. 6, p. 585-592; Lichterfeld, M., et al. Fatty Liver and Increased Serum
Lactate in a Woman with HIV. Dtsch Med Wochenschr. 2003 Jan 17, vol. 98, No. 3, p.
81-84; De la Asuncion, J. G., et al. AZT Induces Oxidative Damage to Cardiac
Mitochondria: Protective Effect of Vitamins C and E. Life Sci. 2004 Nov 19, vol. 76, No.
1, p. 29-56; Bishop, J. B, et al. Mitochondrial Damage Revealed by Morphometric and
Semiquantitative Analysis of Mouse Pup Cardiomyocytes Following in Utero and
Postnatal Exposure to Zidovudine and Lamivudine. Toxicol Sci. 2004, vol. 81, No. 2, p.
512-517).

Mitochondrijos paZeidimas paprastai pradzioje veikia raumeny Iasteliy
funkcionavima, kadangi pastarosios pasiZzymi dideliu energijos sukaupimu (Larsson, N.
G. et al. Mitochondrial Myopathies. Acta Physiol Scand. 2001, No. 171, p. 225-233).

Tai yra Sirdies raumuo, kuris yra labiausiai veikiamas miopatijy (Szabados, E.,
et al. Role of Reactive Oxygen Species and Poly-ADP-ribose Polymeraze in the
Development of AZT-induced Cardiomyopathy in Rat. Free Radic Biol Med. 1999 Feb,
No. 14, p. 3-4 and 189-197; Bishop, J. B., et al. Mitochondrial Damage Revealed by
Morphometric and Semiquantitative Analysis of Mouse Pup Cardiomyocytes Following
in Utero and Postnatal Exposure to Zidovudine and Lamivudine. Toxicol Sci. 2004, vol.
81, No. 2, p. 512-517; Gerschenson, M., et al. Fetal Mitochondrial Heart and Skeletal
Muscle Damage in Erythrocebus Patas Monkeys Exposed in Utero to 3'-azido-3'-
deoxythymidine. AIDS Res Hum Retroviruses. 2000 May 1, vol. 16, No. 7, p. 635-626).

Zidovudinas ir kiti nukleozidy atvirkstinés transkriptazes inhibitoriai (NRTIs)
(lamivudinas ir stavudinas) taip pat daznai sukelia sensorine neuropatija, kas prisideda
prie paciento gyvenimo kokybés pablogéjimo (Cherry et al., J Clin Virol 2003, 26:195-
207).

Pagrindiné problema yra surasti agentus, kurie mazina toksiSkuma, sukeltg
atvirkstineés transkriptazes inhibitoriaus tipo vaistais. Tokie agentai jgalinty panaudoti
atvirkstinés transkriptazes inhibitoriy veiksmingas dozes su nedideliais neigiamais

poveikiais.
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Techninis sprendimas

Kol buvo dedamos pastangos pagaminti farmacing kompozicija, skirta
retrovirusy, infekcijos gydymui, pasiZyminia i§ esmés nedideliu toksiSkumu, mes
netikétai suradome, kad dozés, adekvadios terapinéms, naudojamoms klinikoje su
farmacinémis kompozicijomis, turiniomis meldoniumo [3-(2,2,2-
trimetilhidrazin)propionato dihidratas], vaisto, skirto Sirdies nepakankamumo gydymui,
skiriamo kartu su arba naudojamo farmacinéje kompozicijoje su zidovudinu, lamivudinu
arba stavudinu arba bet kuriuo kitu kliniskai priimtinu atvirkstinés transkriptazés
inhibitoriumi, veiksmingai uZzkerta kelig miocity, konkreéiai kardiomiocity pazeidimui, kurj
sukelia atvirkstingé transkriptazés inhibitoriai, jskaitant zidovuding, lamivuding ir
stadivuding.

Buvo pasillyta eilé medziagy, skirty atvirkstinés transkriptazés inhibitoriy
toksiSkumo sumazinimui.

Taigi, meldoniumo, kuris yra Zinomas kaip Zeminantis karnitino lygj ir
maZinantis karnitino palmitoiltransferazés aktyvuma, kardioapsauginis poveikis buvo
nelauktas ir stebinantis (Dambrova, M., et al. Mildronate: Cardioprotective Action
through Carnitine-Lowering Effect. Trends Cardiovasc Med. 2002, No. 9, p. 155-159).

Sioje srityje yra gerai Zinomos farmacinés kompozicijos, turinios atvirkstinés
transkriptazés inhibitoriy ir karnitino, ir atvirkStinés transkriptazés inhibitoriaus
panaudojimas derinyje su karnitinu.

Karnitinas ir meldoniumas struktiriskai yra labai panasas. Taciau meldoniumo
farmakologinis poveikis buvo priskirtas kaip veikiantis prie$ karnitino poveikj. Taigi, Sios
srities specialistui néra akivaizdu sujungti atvirkStinés transkriptazés inhibitoriy su
meldoniumu.

Netikétas meldoniumo poveikis taip pat negali blti paaiSkintas kitu aktyvumu.
Kadangi meldoniumas néra oksiduotas $iltakraujy gyviny ir Zmoniy organizme, jis
negali biti laikomas kaip tiesioginio poveikio antioksidantas, kas i$ principo i$skiria jj i$
redukuojandiy vitaminy arba metabolity, pladiai naudojamy zidovudino, lamivudino ir
stavudino neigiamy reakcijy sutrukdymui.

Literatlroje néra nurodyta, kad meldoniumas, kaip molekulé, gali dalyvauti
elektrony perneSime mitochondrijy kvépavimo grandinéje. Taigi, tai i esmés taip pat

skiriasi nuo kofermento Q10, nikotinamido ir panasiy medziagy, galimai turin¢iy tokj
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veikimo mechanizmg. Taip pat néra duomeny, kad meldoniumas turi kurias nors
antivirusines savybes.

Todél netikétai mes atradome meldoniumo, vieno arba terapinése
kompozicijose, turinCiose atvirk§tinés transkriptazés inhibitoriy, pvz., zidovuding,
lamivuding ir stavuding, ir meldoniumo arba jo farmaci$kai priimtiny drusky, gebéjima i$
esmeés slopinti toksi§kus neigiamus poveikius, sukeltus $iais antivirusiniais vaistais,
konkreciu atveju kardiomiopatijg ir neurotoksiskuma, nesusilpninat jy prie$ tai nezinomo
specifinio antivirusinio aktyvumo, ir tai i§ esmeés skiriasi nuo Zinomy kompozicijy,
turiniy atvirkstinés transkriptazés inhibitoriy.

Yra visiems Zinoma, kad meldoniumas, kaip farmakologi$kai aktyvi medziaga,
pasizymi ypaé¢ mazu toksiSkumu (daugiau negu 25000 mg/kg peroraliai pelei), jis néra
nei teratogeninis, embriotoksinis, nei kancerogeninis ir praktikai nedaro neigiamo
poveikio Zmogaus organizmui.

Mes atradome, kad tai yra taip pat chemiskai pakankamai inertiné medZiaga,
kuri gali biti susijungusi | kompozicijas netgi su tokiomis sudétingomis ir chemiskai
jautriomis medzZiagomis, kaip nukieozidy analogai, jskaitant zidovuding, lamivuding ir
stavuding.

Mes atradome, kad terapingje kompozicijoje meldoniumo santykis su
atvirkstinés transkriptazés inhibitoriumi gali bati nuo 1:100 iki 100:1. Eksperimentuose
su kompozicijomis, turindiomis, pavyzdZiui, zidovudino, lamivudino arba stavudino ir
meldoniumo, mes nustatéme, kad meldoniumo santykis su zidovudinu, lamivudinu arba
stavudinu gali jvairuoti nuo 1:5 iki 5:1, vis délto santykiai nuo 1:2 iki 2:1 yra geresni.

Farmacinés kompozicijos taip pat gali bdti paruosStos meldoniumo ir kity
atvirk$tinés transkriptazes inhibitoriy pagrindu; meldoniumo arba jo farmaciskai primtiny
drusky ir zidovudino, lamivudino arba stavudino kompozicijos néra ribojantys
pavyzdZiai.

Geriamose dozés formose zidovudino, lamivudino arba stavudino kiekis yra 5-
500 mg tabletéje, kapsuléje arba kitoje tinkamoje dozés formoje.

Terapinés kompozicijos, turingios zidovudino, lamivudino arba stavudino ir
meldoniumo, gali bdti pagamintos tiek peroraliniam, tiek parenteraliniam jvedimui.
Konkrediais atvejais taip pat gali bliti naudojamos transderminio jvedimo formos.

Peroraliniam jvedimui gali bdti naudojamos kapsulés, tabletes, Zirneliai,
milteliai, sirupai ir kitos dozés formos, turinéios zidovudino, lamivudino arba stavudino ir

meldoniumo ir tinkamos peroraliniam jvedimui, kurios, be zidovudino, lamivudino arba
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stavudino ir meldoniumo apima farmaciskai priimtinus uzpildus. Sios terapinés formos
gali biti paruoSiamos placiai Zinomais peroralinés dozés formy badais.

Zidovudino, lamivudino arba stavudino kiekis ir nurodyta zidovudino,
lamivudino arba stavudino su meldoniumu kompozicijos dienos dozé duoda pakankama
zidovudino, lamivudino arba stavudino lygj Zmogaus organizme ir paprastai sudaro 1-15
mg/kg Zmonéms, atitinkamai 10-150 mg/kg peléems. Tais atvejais, kai pateiktos
kompozicijos atvirkstinés transkriptazés inhibitorius yra zidovudinas, lamividinas arba
stavudinas, tabletés, kapsulés arba kitos zidovudino, lamivudino arba stavudino ir
meldoniumo tinkamos peroraliniam vartojimui formos kompozicijos jprastai turi 10-300
mg zidovudino, lamivudino arba stavudino ir 5-1000 mg meldoniumo. Naudojant
parenteralinj jvedima, $iai dozés formai rekomenduojama 10-20 mg/mi koncentracijos
zidovudino, lamivudino arba stavudino ir 50-400 mg/ml koncentracijos meldoniumo.

Farmacinés kompozicijos gali bati sudarytos meldoniumo ir kity atvirkstinés
transkriptazeés inhibitoriy, iliustruoty, bet nesiribojanéiy zidovudinu, lamivudinu arba
stavudinu, pagrindu, kur atvirk§tinés transkriptazés inhibitorius turi tokj patj santykj su
meldoniumu kaip zidovudino, lamivudino arba stavudino ir meldoniumo arba jo
farmaciskai priimtiny drusky farmacinése kompozicijose.

ISradimo esme yra iliustruota, bet nesiribojanti sekanciais pavyzdziais.

Zidovudino ir meldoniumo farmaciniy kompozicijy kardiotoksinis poveikis buvo
iStirtas, jvedant jas j vyriskos lyties peles, kuriy pradiné masé 15,69 = 1,56 g per dvi
savaites. Eksperimento metu gyvinai buvo laikomi standartinése laboratorinése
salygose 22 = 0,5 °C temperatiroje ir 12 valandy $viesos/tamsos ciklu, maitinami
standartiniu laboratoriniu gyviiny maistu. Kontrolinei grupei (n=6) kasdien (1-oji ir 12-0ji
grupe) per pilvapléve buvo jvedama 10 ml 0,9% NaCl vandeninio tirpalo.

Eiléje eksperimenty gyviny bandomosioms grupéms (jskaitant kiekvienas 6
peles) per pilvapléve kasdien buvo skiriami sekantys tirpalai.

Eksperimenty serijos Nr. 1:

1-0ji grupé - kontroliné;

2-0ji grupé — 100 mg/kg meldoniumo 0,9% NaCl tirpale;

3-0ji grupé — 50 mg/kg zidovudino 0,9% NaCl tirpale;

4-o0ji grupé — 150 mg/kg farmacines kompozicijos, susidedangios i$ zidovudino

ir meldoniumo 1:2 (nuo mases), istirpintos 0,9% NaCl vandeniniame tirpale;

5-0ji grupe - 100 mg/kg meldoniumo 0,9% NaCl tirpale ir 50 mg/kg zidovudino

0,9% NacCl tirpale;
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Eksperimenty serijos Nr. 2:

6-0ji grupé —~ 50 mg/kg stavudino 0,9% NaCl tirpale;

7-0ji grupé — 50 mg/kg lamivudino 0,9% NaCl tirpale;

8-0ji grupé ~ 150 mg/kg farmacinés kompozicijos, susidedancios i§ stavudino

ir meldoniumo 1:2 (nuo masés), iétirpintos 0,9% NaCl vandeniniame tirpale;

9-0ji grupé — 150 mg/kg farmacinés kompozicijos, susidedangios i$ lamivudino
ir meldoniumo 1:2 (nuo maseés), istirpintos 0,9% NaCl vandeniniame tirpale;
10-0ji grupé — 100 mg/kg meldoniumo 0,9% NaCl tirpale;

11-0ji grupé - 100 mg/kg meldoniumo 0,9% NaCl tirpale ir 50 mg/kg stavudino

0,9% NaCl tirpale;

12-0ji grupe - 100 mg/kg meldoniumo 0,9% NaCl tirpale ir 50 mg/kg lamivudino

0,9% NacCl tirpale;

13-0ji grupé — kontroliné.

15-aja tyrimo diena gyvinai buvo numarinti, buvo i§imtos Sirdys ir patalpintos |
10% formalino tirpala. Imuno-histocheminiam tyrimui organai buvo fiksuoti parafinu ir
supjaustyti 4 pm storio ruo$iniais, kurie buvo nuspalvinti avidino-biotino imuno-
histocheminiu bldu, naudojant DAKO LSAB reagenty rinkinj. Turédami nuo riebaly
atskirtus preparatus, mes fiksavome juos su reagentus blokuojancia peroksidaze
(vandenilio peroksidas ir natrio azidas 0,015 mol/l) 10 min., praplovéme izotoniniu
buferiu (pH 7,6) ir po to inkubavome drégnoje kameroje su triusio polikloniniais NF-
kBp65 antikiinais (Abcam, Ltd) (1:200) 4 °C 12 valandy.

Mes inkubavome preparatus su biotinilintu anti-ozkos IgG 30 min. kambario
temperatiroje. Po to dalys buvo inkubuotos su fermentu Zymeétu streptavidinu.
Imunoperoksidazés spalvotos reakcijos vyko inkubuojant su diaminobenzidinu. Vykstant
nuspalvinimo procediiroms, kaip teigiama kontrolé buvo pastoviai naudojami plauciy
parenchima (olveoliy makrofagai) ir kaip neigiama kontrolé buvo naudojamas audinys
be pradinio apdorojimo pirminiais antikiinais. NF-kBp65 teigiamy Igsteliy skaiCius (tiek
citoplazminiame, tiek branduoliniame nuspalvinimuose) buvo nustatytas akluoju bidu.
Kiekybiniam jvertinimui buvo naudojama vaizdy analizés programiné jranga Motic
Image, Motic ir Image ProPlus, Leica, 4000B. Visi lasteliy skai¢iavimai buvo isreiksti
kaip lastelées per 1 mm?% Sirdyje NF-kBp65 teigiami kardiomiocity branduoliai buvo
skaiGiuojami padidinto galingumo laukuose (x400) ir buvo uZfiksuotas jy bendras

skaicius.



LT 5524 B

Rezultatai buvo pateikti kaip vidurkis + SEM. Statistinio patikimumo analizei
buvo naudojamas neporinis t-testas (Mann-Whitney U testas) pasitikéjimo lygiu P<0,05.

Buvo atrasta, kad palyginus su kontroline, AZT, stavudinas arba lamivudinas
sukelia perivaskuline edema, miokardo riebalinio audinio degeneracijg ir infiltracijg su
leukocitais, kas inicijuoja kardiomiocity nekroze. Meldoniumas, kuris buvo skiriamas
kartu su AZT, lamivudinu arba stavudinu, ir meldoniumo/AZT, meldoniumo/stavudino
arba meldoniumo/lamivudino kompozicijos santykiu, pvz. 2:1, Zymiai sumazino
perivaskuling arba griauciy edema, apsaugojo nuo kardiomiocity nekrozés, miokardo
riebalinio audinio degeneracijos ir leukocity infiltracijos.

100.0
90,0
80.0
100
60.0
40.0 T
300
200
100

0.0 T Y T ]

kontrolé Mildr AZT AZT+Mildr

Cuellsmm2

Fig. 1. Bendras NF-kB teigiamy lasteliy skaigius $irdies audinyje. Paaiskinimai:
kontrolé — kontroliné grupe, Mildr — meldoniumo grupe, AZT — AZT grupe, AZR+Mildr -
meldoniumo/AZT farmacinés kompozicijos grupé. Statistinis patikimumas buvo
apskaiiuotas kaip * P<0,05 santykinai kontrblinei grupei; # P<0,05 AZT grupei.

1 lentele

NF-kBp65 teigiamos lastelés pelés Sirdies audinyje, mm2
Kontroliné Meldoniumo AZT Meldoniumo ir AZT
Vidurkis 22,7 27,9 88,1 36,8

Fig. 1 ir 1 lenteléje yra parodyti rezultatai, kurie patvirtina bendrg (lokalizuota
branduolyje ir citozolyje) NF-kBp65 aktyvacijg, sukelta AZT, kuri yra statistiskai patikima



(P<0,05), tuo tarpu meldoniumo/AZT farmaciné kompozicija paZeidZia miokardg i$
esmés maziau, kg akivaizdZiai parodo tas faktas, kad NF-kB aktyvumas, naudojant
meldoniumo/AZT kompozicijg Zymiai sumazéja, palyginus su AZT grupe. Toks pats
rezultatas buvo gautas su grupe, kuriai meldoniumas ir AZT buvo skiriami atskirai. Be
to, kai meldoniumo ir meldoniumo/AZT kompozicijy pasitlytas medicininis pritaikymas
buvo panaudotas, NF-kBp65 aktyvumas nezymiai skyresi nuo sveiky kontrolinés grupés
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gyviny parametry.
120.0
100.0 Nod f
= B80.0 8
£ oo i
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20.0
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kontrolé  meldo- stavu- lamivu- stavudinas+ lamivudinas+
niumas  dinas dinas meldoniumas meldoniumas

Fig. 2. bendras NF-kB teigiamy Iasteliy skaicius $irdies audinyje. Paaiskinimai:

kontrolé - kontroliné grupé, meldoniumas - meldoniumo grupé, stavudinas - stavudino

grupe,

lamivudinas -

lamivudino

grupe,

stavudinas+meldoniumas

stavudino/meldoniumo farmacinés kompozicijos grupe, lamivudinas+meldoniumas -

lamivudino/meldoniumo farmacinés kompozicijos grupé. Statistinis patikimumas yra

apskaiciuotas kaip * P<0,05 santykinai kontrolinei grupei; # P<0,05 stavudino grupei; $

<0,05 lamivudino grupei.

2 lentelé
NF-kBp65 teigiamos lgstelés pelés Sirdies audinyje, mm2
Kontroliné | Meldoniu Stavudi | Lamuvi | Stavudino+ Lamuvidino+
mo no dino meldoniumo meldoniumo
Vidurkis 347 38,8 92,5 100,1 36,6 64,3
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Fig. 2 ir 2 lenteléje yra parodyti rezultatai, kurie patvirtina bendra (lokalizuoty
branduolyje ir citozolyje) NF-kBp65 aktyvacija, sukelta stavudino ir lamivudino, kuri yra
statisti$kai patikima (P<0,05), tuo tarpu meldoniumo/stavudino farmaciné kompozicija
arba meldoniumo/lamivudino farmaciné kompozicija paZeidZia miokardg Zymiai maZiau,
ka akivaizdZiai parodo tas faktas, kad NF-kB aktyvumas, naudojant
meldoniumo/stavudino kompozicijg arba meldoniumo/lamivudino kompozicijg Zymiai
sumazéja, palyginus su stavudino ir lamivudino grupe. Tokie patys rezultatai buvo gauti
su grupémis, kur meldoniumas ir lamivudinas arba stavudinas buvo skiriami atskirai. Be
to, kai buvo naudojamos pasiilytos kompozicijos, NF-kBp65 aktyvumas neZymiai
skyrési nuo sveiky kontrolinés grupés gyviiny parametry.

nekrozés 14 -

sritis % 12
10
8
6 +
4
2
0 Y 1
AZT AZT+Mildr

Fig. 3. NF-kB teigiami kardiomiocitai pelés miokardo audinyje. Statistinis

patikimumas yra apskaiciuotas kaip * P<0,05 santykinai AZT grupei.

3 lentelé
Nekrozeés sritis %
AZT AZT+meldoniumas
Vidurkis 11,7 5

NF-kBp65 aktyvacija, lokalizuota kardiomicity branduolyje (Fig. 3 ir 3 lentelé)

buvo stebima tik AZT ir AZT+meldoniumas grupése. Konkregiai $iuo apibrezto
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meldoniumo ir AZT farmacinés kompozicijos panaudojimo atveju, NF-kB aktyvumo lygis
buvo Zymiai maZesnis, palyginus su AZT grupés parametrais (P<0,05). Toks pats

rezultatas buvo gautas su grupe, kurioje meldoniumas ir AZT buvo skiriami atskirai.

nekrozeés 8.0
sritis% 7.0
: 6.0 +
5.0
4.9
3.0
2.0 ¥
1.0

o.o . 1 1 |
stavudinas lamivudinas stavudinas+ lamivudinas+

H

M-

meldoniumas meldoniumas

Fig. 4. NF-kB teigiami kardiomiocitai pelés miokardo audinyje. Statistinis
patikimumas buvo apskaiciuotas kaip * P<0,05 santykinai stavudino grupei. Statistinis

patikimumas buvo apskaiCiuotas kaip # P<0,05 santykinai lamivudino grupei.

4 lentelé
Nekrozes sritis %
Stavudino Lamivudino Stavudino+ Lamivudino+
meldoniumo meldoniumo
Vidurkis 3.3 6,6 2,0 44

NF-kBp65 aktyvacija, lokalizuota kardiomicity branduolyje (Fig‘. 3 ir 3 lentelé)
buvo stebima tik stavudinui ir lamivudinui ir meldoniumo/stavudino arba
meldoniumo/lamivudino farmacinéms kompozicijoms. Konkregiai $iuo apibréZto
meldoniumo/stavudino ir meldoniumo/lamivudino farmacinés kompozicijos panaudojimo
atveju, NF-kB aktyvumo lygis buvo Zymiai maZesnis, palyginus su stavudino ir
lamivudino grupiy parametrais (P<0,05). Toks pats rezultatas buvo gautas su grupémis,
kuriose meldoniumas ir AZT buvo skiriami atskirai.

Tyrimas parodé, kad AZT i§ esmés padidina tieck bendra NF-kBp65 teigiamy
lasteliy skai¢iy Sirdies audinyje, tiek NF-kBp65 kardiomicito branduolyje. Nezidrint to,
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nurodytas paralelinis meldoniumo ir AZT, stavudino arba lamuvidino skyrimas ir
meldoniumo ir AZT, meldoniumo ir stavudino farmaciné kompozicija arba meldoniumo ir
lamivudino farmaciné kompozicija Zymiai sumazina tieck bendra NF-kBp65 teigiamy
Iasteliy skaiCiy Sirdies audinyje, tiek NF-kBp65 kardiomicito branduolyje.

Taip pat buvo gauti teigiami rezultatai su kitais meldoniumo/AZT, meldoniumo
stavudino arba meldoniumo/lamivudino santykiais farmacinéje kompozicijoje, minimalas
atvirktiniai poveikiai buvo nustatyti, jeigu meldoniumo/AZT, meldoniumo/stavudino arba
meldoniumo/lamivudino santykiai buvo nuo 5:1 iki 1:2.

Kadangi meldoniumo biotinkamumas yra labai aukstas vartojant ji peroraliai,
buvo nustatyti meldoniumo/stavudino arba meldoniumo/lamivudino farmaciniy
kompozicijy daug mazesni toksiniai poveikiai, negu AZT, lamivudino arba stavudino
terapiniy formy, tiek jvedant parenteraliai, tiek enteraliai.

Taigi, rezultatai rodo, kad meldoniumo ir AZT, lamivudino arba stavudino
skyrimas kartu ir farmaciniy kompozicijy, turin¢iy meldoniumo, AZT,
meldoniumo/stavudino arba meldoniumo/lamivudino skyrimas yra i§ esmés skirtingi nuo
AZT, lamivudino arba stavudino dél toksinio poveikio miokardui ir neuronams. AZT,
lamivudinas arba stavudinas i§ esmeés sukelia miokardo riebaly degeneracijg ir NF-
kBp65 aktyvacijg Sirdies audiniuose, tuo tarpu analogiskos AZT, lamivudino arba
stavudino dozés farmacinése kompozicijose su meldoniumu arba paralelinis
naudojimas neduoda statisti$kai patikimy duomeny apie miokardo paZeidima.

Buvo atliekami tolesni eksperimentai tam, kad isitikinti ar paralelinio
meldoniumo arba AZT/meldoniumo kompozicijos, lamivudino/meldoniumo farmacinés
kompozicijos arba stavudino/meldoniumo farmacinés kompozicijos panaudojimo
taikymas turi kokj nors pranasuma, palyginus su AZT, stavudino, lamivudino
panaudojimu NRTI neurotoksiniy poveikiy atzvilgiu. Siam tikslui analogiko modulio
eksperimente dvi savaites buvo nustatomos eksperimentiniy gyviny neurologinés
reakcijos. Siam nustatymui buvo atliktas jprastas skausmo latentinio periodo riboto
suspaudimo modelyje testas, o taip smegeny Zievés neurony degeneracinés
transformacijos jvertinimas (molekuliniviose ir iSoriniy granuliy sluoksniuose).

Eksperimentai parodé, kad AZT, staduvinas arba lamivudinas i§provokuoja
rySkig algezija ir tuo paciu sukelia trigubg (3 kartus didesnj) padidejima smegeny Zievés
degeneruotuose neuronuose, palyginus su kontrofiniu. Tuo padiu metu bendras
meldoniumo panaudojimas su AZT, lamivudinu arba stavudinu arba AZT/meldoniumo,

lamivudino/meldoniumo  arba  stavudino/meldoniumo  farmaciniy  kompozicijy,
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panaudojimas, palyginus su sveiky kontrole, nesukéle¢ statistiSkai Zymaus
degeneravusiy neurony skaiciaus padidéjimo smegeny Zievéje, kas i esmés parodo
aprasyty kompozicijy pranasuma, palyginus su AZT, stavudino arba lamivudino
panaudojimu.

Taigi, AZT/meldoniumo, lamivudino/meldoniumo arba stavudino/meldoniumo
farmacinés kompozicijos arba bendras meldoniumo, AZT, l;amivudino arba stavudino
skyrimas pozityviai skiriasi nuo AZT, stavudino arba lamivudino tuo, kad aprasyta
kompozicija praktiSkai nedaro esminio toksinio poveikio arba Sirdies, arba smegeny
audiniams, jeigu dozés, turindios AZT kiekis, kuris paimtas vienas sukelia esminio
Sirdies ir smegeny Zievés audinio paZeidima, yra taikomas per 14 dieny. Dél to
AZT/meldoniumo, lamivudino/meldoniumo arba stavudino/meldoniumo kompozicijos
arba bendras meldoniumo skyrimas su AZT, lamivudinu ir stavudinu skiriasi Zymiai
aukstesniu saugumo laipsniu, kai yra naudojamos jo klinikai tinkamos dozés.

Meldoniumo/AZT, meldoniumo/stavudino arba  meldoniumo/lamivudino
farmacinés kompozicijos gali bdti sudarytos tiek peroraliniam ir parenteraliniam, tiek
vietiniam vartojimui.

Parenteralinems vartojimo formoms meldoniumo/AZT, meldoniumo/stavudino
arba meldoniumo/lamivudino kompozicija yra paruoSiama arba kaip sausi sterilis
milteliai, skirti injekcijoms su arba be farmaci$kai priimtino nesiklio, arba kaip tirpalai,
skirti injekcijai/l.V. infuzijai. Injekcinéms tirpaly formoms yra paruosiami meldoniumo ir
AZT, meldoniumo/stavudino arba meldoniumo/lamivudino tirpalai vandenyje, 0,9%
NaCl, atitinkamos koncentracijos gliukozés vandeniniame tirpale arba farmaciskai
priimtinuose buferiniuose tirpaluose, suderinamuose su abiem aktyviomis medZiagomis.
Meldoniumo koncentracija injekcijy dozés formose gali biiti iki 40%, tuo tarpu maksimali
AZT, lamivudino arba stavudino koncentracija priklauso nuo AZT, lamivudino arba
stavudino tirpumo atitinkamame tirpiklyje.

AZT/meldoniumo, meldoniumo/stavudino arba  meldoniumo/lamivudino
farmaciniy kompozicijy peroralinio vartojimo formos (tabletés su arba be apvalkalo,
kapsulés, draze, Zirneliai, granulés, milteliai arba tirpalai) ir panasiai yra paruo$iamos
¥inomais peroraliniy terapiniy formy paruo$imo badais, kur farmaciskai priimtini uzpildai
(priedai) yra parenkami i$ tokiy, kurie yra chemiskai suderinami su AZT, lamivudinu
arba stavudinu ir meldoniumu. AZT, lamivudino arba stavudino kiekis kiekvienoje
peroralinio vartojimo dozéje yra 5-500 mg, geriau 15-40 mg arba 100-300 mg, tuo tarpu
meldoniumo yra 5-4500 mg, geriau 20-600 mg.
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Galima farmaciné kompozicija, skirta peroraliniam vartojimui, iliustruojanti bet

neapribojanti Sio iSradimo, yra sekanti tablediy gamybos forma:

Pavyzdys 1 | Pavyzdys 2 | Pavyzdys 3 | Pavyzdys 4 | Pavyzdys 5
AZT 100 mg 300 mg 300 mg 0 0
Lamivudinas 0 0 0 100 mg 150 mg
Meldoniumas| 250 mg 600 mg 60 mg 200 mg 300 mg
Krakmolas 20 mg 40 mg 20 mg 20 mg 25mg
Talkas 10 mg 20 mg 10 mg 10 mg 15 mg
Ca stearatas 1mg 2mg 1mg 1mg 1mg

Pavyzdys 6 | Pavyzdys 7 | Pavyzdys 8 | Pavyzdys 9 | Pavyzdys 10
Lamivudinas 300 mg 0 0 0 0
Stavudinas 0 15 mg 20 mg 30 mg 40 mg
Meldoniumas| 60 mg arba | 5 mg arba 4 mg arba 60 mg 80 mg

600 mg 30 mg 100 mg

Krakmolas 20 mg 20 mg 20 mg 20 mg 20 mg
Talkas 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
Ca stearatas 1mg 1 mg 1mg 1 mg 1mg

Galima farmaciné kompozicija, skirta peroraliniam vartojimui, iliustruojanti bet

neapribojanti Sio iSradimo, yra sekanti kapsuliy gamybos forma:

Pavyzdys 11| Pavyzdys 12 | Pavyzdys 13 | Pavyzdys 14 | Pavyzdys 15
AZT 100 mg 0 0 0 0
Lamivudinas 0 100 mg 0 0 0
Stavudinas 0 0 15 arba 20 30 mg 40 mg
mg
Meldoniumas| 200 mg 200 mg arba| 30arba40 | 5, 15 arba 60| 20, 40 arba
arba 250 250 mg mg mg 80 mg
mg
Aerozolis 5mg 5 mg 5mg 5mg 5mg
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Laktoze 66 mg 66 mg 66 mg 66 mg 66 mg
Talkas 7 mg 7 mg 7 mg 7 mg 7 mg
Ca stearatas 3mg 3mg 3mg 3mg 3mg

Galima farmaciné kompozicija, skirta peroraliniam vartojimui, iliustruojanti bet

neapribojanti 8io iSradimo, yra sekanti tirpalo arba/ir sirupo gamybos forma:

Pavyzdys 16 Pavyzdys 17 Pavyzdys 18
AZT 10 mg/mi 20 mg/ml 50 mg/ml
Meldoniumas 5 mg/ml arba 20 mg/mlf 5 mg/ml arba 40 10 mg/m! arba 100
mg/ml mg/mi
Metil-p- 0,20-0,60g 0,20-0,60g 0,20-0,60 g
hidroksibenzoatas
Propil-p- 0,01-0,1g 0,01-01g 0,01-01g
hidroksibenzoatas
Propilenglikolis 6,15-8,30 g 6,15-8,30 g 6,15-8,30 g
Sorbitas 120,00-150,50 g 120,00-150,50 g 120,00-150,50 g
Glicerinas 10,00-15,00 g 10,00-15,00 g 10,00-15,00 g
ISvalytas vanduo 150 ml 150 mi 150 ml
Pavyzdys 19 Pavyzdys 20
Atvirkstinés 10 mg/ml lamivudino 1 mg/ml stavudino
transkriptazés inhibitorius
Meldoniumas 5 mg/ml arba 20 mg/ml | 1 mg/ml arba 5 mg/ml arba
40 mg/ml
Metil-p-hidroksibenzoatas 0,20-0,60g 0,20-0,60g
Propil-p- 0,01-01g 0,01-0,1g
hidroksibenzoatas
Propilenglikolis 6,15-8,30 g 6,15-8,30 ¢
Sorbitas 120,00-150,50 g 120,00-150,50 g
Glicerinas 10,00-15,00 g 10,00-15,00 g
ISvalytas vanduo 150 ml 150 ml




17

LT 5524 B

Pramoninis pritaikomumas

Farmacinés kompozicijos, skirtos retrovirusy infekcijy gydymui, kurios turi
vieng i8 atvirkStinés transkriptazés inhibitoriy, ty. zidovudino, lamivudino arba
stavudino, kliniSkai veiksminga kiekj ir meldoniumo arba jo farmakologi$kai priimtinos
druskos, o taip pat farmaciSkai priimtiny neSikliy, gali biti panaudotos standartinéje
farmacinéje pramonéje.
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FARMACINE KOMPOZICIJA, KURIOS PAGRINDA SUDARO ATVIRKSTINES
TRANSKRIPTAZES INHIBITORIUS IR MELDONIUMAS

APIBREZTIS

1. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad ji apima atvirkstinés transkriptazes
inhibitoriaus Kliniskai veiksminga kiekj ir meldoniumg arba jo farmaciskai priimtinos

druska ir taip pat farmaciskai priimtinus uzpildus.

2. Farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad atvirkstinés
transkriptazés inhibitorius yra parinktas i$ grupés, susidedantios i§ zidovudino (AZT)
(chemi8kai: 3'-azido-3‘-deoksitimidinas), lamivudino (chemiskai: (2R-cis-)-4-amino-1-
[2-(hidroksimetil)-1,3-oksatiolan-5-il]-2(1H)-pirimidonas) ir stavudino (chemiskai:
2',3'-didehidro-3‘-deoksitimidinas).

3. Farmaciné kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad apima meldoniumg
irfarba jo druska(as) tokiu kiekiu, kad meldoniumo/druskos(y) masiy santykis su
atvirkdtinés transkriptazés inhibitoriumi yra nuo 100:1 iki 1:100, geriau nuo 20:1 iki
1:20, dar geriau nuo 5:1 iki 1:5, geriausiai nuo 2:1 iki 1:2.

4. Farmaciné kompozicija pagal 3 punkta besiskirianti atvirkstinés transkriptazes
inhibitoriaus 1-500 mg kiekiu ir meldoniumo ir/arba jo druskos{y) 5-2500 mg kiekiu.

5. Farmaciné kompozicija pagal 4 punkta besiskirianti zidovudino 10-300 mg

kiekiu ir meldoniumo ir/arba jo druskos(y) 5-600 mg kiekiu.

6. Farmaciné kompozicija pagal 4 punkta besiskirianti lamivudino 10-300 mg
kiekiu ir meldoniumo ir/arba jo druskos(y) 5-600 mg kiekiu.

7. Farmaciné kompozicija pagal 4 punkta besiskirianti stavudino 1-40 mg kiekiu ir

meldoniumo ir/arba jo druskos(y) 1-300 mg kiekiu.

8. Farmaciné kompozicija pagal 1 arba 2 punkta besiskirianti jos paruoSimu

peroraliniam {vedimui arba po liezuviu ir tuo, kad ji yra tabletés (su arba be
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apvalkalo), kapsulés, drazé, Zirnelio, milteliy arba tirpalo formos, kuri turi 0,1-5,0 g
veikliyjy medziagy, remiantis kiekvienos tabletés, kapsulés, Zirnelio, piliulés arba
milteliy formos mase, arba yra 0,5-40% tirpalas arba sirupas, skirtas peroraliniam

vartojimui.

9. Farmaciné kompozicija pagal 1 arba 2 punktg besiskirianti jos paruoSimu
parenteraliniam jvedimui ir tuo, kad ji yra sterilas milteliai, kurie turi 0,1-5,0 g veikliujy

medziagy kiekvienoje parenteralinio jvedimo dozéje.

10. Farmaciné kompozicija pagal 1 arba 2 punktg besiskirianti jos paruoSimu
parenteraliniam jvedimui ir tuo, kad ji yra injekcinis tirpalas, kuris turi 1-200 mg/ml
atvirk§tinés transkriptazés inhibitoriaus ir 1-400 mg/m! meldoniumo irfarba jo
druskos(u).

11. Farmaciné kompozicija pagal 10 punkta, besiskirianti tuo, kad meldoniumas
ir/arba jo druska yra naudojami 0,9% NacCl tirpalo formos.

12. Meldoniumo arba jo farmacikai priimtinos druskos panaudojimas gamybai vaisto,
skito neigiamo poveikio reakcijy sumaZinimui arba eliminavimui, konkrediai
mitochondrijy paZeidimy sumaZinimui arba i§vengimui, ypatingai kardio- ir/arba
neurotoksiskumo, sukelto atvirk3tinés transkriptazés inhibitoriais farmacinése

kompozicijose, sumazinimui arba iSvengimui.

13. Panaudojimas pagal 12 punktg, besiskiriantis tuo, kad meldoniumas ir/arba jo
druska yra skiriami miSinyje su vienu arba keliais atvirkstines transkriptazes
inhibitoriais arba atskirai vienu metu arba netrukus prie§ arba netrukus po
atvirk3tines transkriptazes inhibitoriaus(iy) skyrimo, geriau 0,9% NaCl tirpalo formos.

14. Panaudojimas pagal 12 arba 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad vartojimas yra

peroralinis, parenteralinis arba vietinis.

15. Panaudojimas pagal 12 arba 13 arba 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad

meldoniumas ir/arba jo druska yra skiriami kliniskai veiksmingo kiekio.
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