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krav, ovci a koz.
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Polymerni konjugaty lecirelinu s protrahovanym vicinkem a jejich pouziti

Oblast techni

Vynalez se tykd polymernich konjugéti lecitinu s protrahovanym G&inkem, jejich pouZiti jako
veterinarnich 1é&iv pro ovliviiovéni reprodukéniho cyklu hospodatskych zvifat a farmaceutickych
veterinarnich p¥ipravki je obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Uvoliiovani hypofyzarnich gonadotropinii je regulovano dekapeptidem tvofenym v paraven-
trikuldrnich jadrech hypothalamu. Tento neurohormon je oznacovan jako gnRH, resp. LH-RH.
Nejvétsi koncentrace gnRH se nachazi v rostralni &asti preoptické oblasti hypothalamu, mezi
supreoptickym a preoptickym jadrem. Vysoké koncentrace gnRH byly zaroveii nalezeny v oblasti
lokalizované nad mamildrnim téliskem (procesus mamilaris) v bazilnim hypothalamu.
Uvoliiovani gnRH do hypofyzarniho krevniho ob&hu probihé pulzativné a po dosaZeni sekrecnich
bunék pfedniho laloku hypofyzy dochazi k jeho navazéni na jejich receptorovy systém. Po
navazani gnRH je spustén cely mechanismus signalni transdukce. Tento mechanismus spusti
systém tvorby obou genadotropinii (LH - luteinizatniho hormonu, i FSH - folikuly stimulujiciho
hormonu). Nizké intermitentni davky gnRH vedou k vylévani gonadotropinii ze sekre¢nich bunék
adenohypofyzy, zatimco dlouhodoba expozice téchto sekreénich bunék vysokymi davkami gnRH
vede k zastaveni jejich sekredni aktivity. Sensitivita hypofyzy k piisobeni gnRH se zvy3uje pfi
jeji estrogenizaci.

Zvyseni sekre¢ni amplitudy a frekvence pikii LH vede u samic ke stimulaci ovulace a formovani
Zlutého t&liska (CL — corpus luteum), popf. formovani lutealni tkan& v pfipadé patologickych
stavil na ovariich samic (ovarialni cysty). U samcii vede k zvy3eni androgenni sekrece. ZvySeny
pulsativni vydej FSH stimuluje rist a vyvoj ovarialnich folikulii samic a spermatogenezi samcil.
Podaii-li se zajistit pisobeni gnRH v organismu po dostate¢né dlouhou dobu, lze podanim
riiznych davek gnRH prakticky ovlivnit celou hierarchii osy pohlavniho systému jak samic, tak
samcti. Podanim gnRH lze tedy stimulovat, nebo potladit stereidogenezi, ovulaci a spermato-
genezi, koncepci a kontracepci, 1é¢ebné& nastup pred&asné puberty, endometriézy, steroidodepen-
dentni tumory (prostaty, resp. prsu), luteinizaci ovarialnich cyst, start ristu ovaridlnich folikuli a
jejich zrani pfi atreziich ovarii, resp. v prib&hu sezénnich anestrii.

Primérni struktura gnRH izolovaného z prasete je znamé od roku 1971. V priibéhu 70. a 80. let
bylo syntetizovdno mnoho analogh gnRH a zaroveii byly zavadény lécebné piipravky na jejich
bazi. Mezi neju&inngj3i analoga gnRH patfi lecirelin. Podani lecirelinu ma stejny uginek jako
podani pfirozeného dekapeptidu, aviak jeho potiebné aplikalni mnoZstvi je vyrazné niZsi.
Indika&ni pole pro tento i jiné superanalogy ziistdva v podstat® shodné s indikaénim polem
pfirozenych gnRH. '

Navézanim peptidu na vodorozpustny vysokomolekularni polymerni nosi¢ je v principu moZné
ovlivnit jak dobu jeho setrvani, tak i biologickou stabilitu v Zivém organismu, tedy jeho
farmakodynamiku a farmakokinetiku. Vazbou na polymerni nosi¢ je totiz mozné peptid ochrénit
pred Gi&Ginkem proteolytickych enzymi a zaroveii také zamezit jeho vylouceni napf. glomerularni
filtraci. Timto zplisobem je tedy moZné ziskat nové vyhodn&jsi vlastnosti hormonu, zvysit
specifitu jeho Gginku a zaroveii zvysit i jeho stabilitu a tedy i vyuZitelnost v organismu. Neni ndm
znamo, Ze by za timto Gelem byly dfive polymerni formy lecirelinu pfipraveny a pouZity ve
veterinarni medicing.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu jsou polymerni konjugéty lecirelinu s protrahovanym tginkem sestavajici
z polymemiho nosi¢e obsahujiciho 30 az 1000 monomernich jednotek spojenych do polymerniho
fetézce, znichZ je 60 az 98 % jednotek N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA), 0 az
38 % jednotek kyseliny akrylové nebo methakrylové ve formé& sodnych soli a 2 az 40 % jednotek
methakryloylovanych o nebo € aminokyselin nebo oligopeptidi s terminilné chemickou vazbou
pfipojenym lecirelinem. '

Vyznakem polymernich konjugati lexirelinu s protrahovanym #ginkem podle predlozeného
vynélezu je, Ze lecirelin je v konjugatech vazan k polymeru pres spojku hydrolyticky nestalou
vazbou, vzniklou acylaci guanidinové skupiny argininu, jedné z aminokyselin tvorici biologicky
aktivni oligopeptid lecirelinu vzorce I

J
P-X-NH-C-NH—(CH,);«(LEC)

I
NH ,

kde P je polymer, LEC je zbytek molekuly lecirelinu bez postranniho substituentu u argininu a X
Jje o nebo € aminokyselina nebo oligopeptid.

Lecielin je tady vézan knosi¢i pfes spojku vazbou vzniklou acylaci guanidinové skupiny
argininu, jedné z aminokyselin tvofici biologicky aktivni oligopeptid lecirelin. Tato vazba je
hydrolyticky nestilda a umoZiiuje v prostfedi organismu pozvolné uvolfiovani G&inné latky
znosi¢e. Rychlost tohoto uvoliiovani miZe byt ovlivnéna zménami ve struktufe, predeviim
hydrofobicité ¢i hydrofilité pouzitého ,,spaceru®.

Pfiprava polymemi formy lecirelinu podle vynalezu probiha ve dvou krocich a spo&iva v syntéze
monomeril a jejich kopolymerizaci za vzniku polymerniho prekurzoru obsahujiciho postranni
fetézce zakonCené karboxylovou nebo reaktivni esterovou (napfiklad 4-nitrofenoxy nebo
oxysukcinimidovou) skupinou a jeho nasledné reakce s uanidinovou skupinou lecirelinu za
vzniku chemické vazby. Polymemi prekurzor muZe byt pripraven kopolymerizaci N—(2—
hydroxypropyl)-methakrylamidu (HPMA) s methakryloylovanymi aminokyselinami nebo
oligopeptidy, pripadné jejich reaktivnimi estery a pripadné s kyselinou akrylovou nebo
methakrylovou. Vazba lecirelinu miZe byt provedena bud’ pfimou reakci polymernich
reaktivnich esterli s lecirelinem, nebo reakci karboxylové skupiny do polymeru zabudované
kyseliny, aminokyseliny &i oligopeptidu s guanidinovou skupinou argininu v lecirelinu,
katalyzovanou dicyklohexylkarbodiimidem, nebo jinymi, napf. vodorozpustnymi karbodiimidy.

o}
—C-NH-C-NH~(CH,)s-
I
NH

V lékové formé podle vynalezu je biologicky aktivni latka, oligopeptid lecirelin (LEC), vazina
na vodorozpustny polymer pomoci chemické vazby. Dostatedn& vysok4 molekulova véha
polymeru sniZuje rychlost glumerularni filtrace latky zorganismu a zajistuje tedy podstatné
prodlouZeni doby setrvani idinné latky v krevnim fe&idti. Zaroveii dlouhy fetdzec polymeru
ochréni oligopeptid pred G¢inkem proteolytickych enzymi a zvydi stabilitu G&inné latky
v prostfedi Zivého organismu. Oba tyto efekty zajisti podstatné zlepSeni G&inku 1é¢iva a moZnosti
ovlivnéni celé osy pohlavniho systému samic i samcii hospodatskych zvitat.
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Vyznakem piedloZzeného vynilezu je také pouziti polymernich konjugéti lecirelinu
s protrahovanym uéinkem jako veterinarnich léCiv pro ovliviiovani reprodukéniho cyklu
hospodarskych zvifat.

PiedloZeny vynalez dale zahrnuje pouziti polymernich konjugati lecirelinu s protrahovanym
téinkem ve veterinarni medicing jako prostfedek pro ovlivnéni riistu a zrani ovarilnich folikuli,
indukci ovulace, regulace steroidogeneze, podporu luteinizaci ovarialnich struktur, pferudeni
anestru, start ovarilni aktivity, 1é¢bu atrezie ovarii, formovani lutealni tkané pfi patologickych
procesech na ovariich, regulaci androgenni aktivity, spermatogeneze, ovulace, koncepce a
kontracepce, regulaci pred¢asného nastupu puberty, lé¢bu endometriéz a hormonélnich
disbalanci pohlavnich steroidii, 1é€bu steroidodependentnich novotvarii a Ié€bu gonadotropnich
dysfunkci hospodatskych zvifat, zvlasté pak krav, ovci a koz.

Pfedmétem predloZeného vynalezu jsou také farmaceutické veterinarni pfipravky obsahujici jako
uéinnou latku polymerni konjugaty lecirelinu s protrahovanym u¢inkem.

Na obr. 1 je znazornéna struktura pfikladu polymernich konjugati lecirelinu, kde X miize byt —
Ala, —p-Ala, —~Akap—, —-Gly-D, L-PheLeuGly—, -GlyGly-

EHy G Gy
WWWWACH, ? CH, cl: CH, ?wwwv
?o c':o - CO
tiJH OH
C
e X
(|JH—OH
CH,
tldH
'C:'-NH
o W conm—cy,
?*&—?Hz ' ‘ (?Hz)s
0=C\ /Cl-l-—CO—ﬁs—Trp—Ser—-Tyr——-t-Leu——Leu—NH—C-—Co—
NH
Obr. 1
Piiklady provedeni

Priklady syntézy a biologickych G¢inkii polymernich konjugati lecirelinu
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Pfiklad 1
Syntéza monomert a polymernich prekurzorti:
Pfiprava p-nitrofenylového esteru N-methakryloyl-B-alaninu (Ma-B-Ala~ONp)

N-Methakryloyl-B-alanin byl pfipraven Schotten-Baumanovou reakci methakryloylchloridu s
B-alaninem v pfitomnosti vodného roztoku hydroxidu sodného.

V trojhrdlé bafice byl rozpustén B-alanin (5 g, 0,056 mol) v roztoku hydroxidu sodného (2,35 g,
0,057 mol) v 20 ml vody. Po rozpusténi bylo pfidino 50 ml dichlormethanu a pak byl roztok
ochlazen na 0 °C. K ochlazenému roztoku byl ziroveii prikapin methakryloylchlorid (5,7 ml,
0,057 mol) a roztok NaOH (2,35 g, 0,057 mol) v 20 ml vody. Reaké&ni smés byla udr¥ovana jest&
0,5 hod pfi 0 °C a pak 1 h pfi laboratorni teploté. Vrstva dichlormethanu byla odd&lena a po
okyseleni roztoku na pH = 2 az 3 byl produkt vytfepan octanem ethylnatym. Organické vrstva
byla ususena MgSO, a vakuové zahuiténa. Produkt byl krystalovén ze smési octan ethylnaty—
diethylether. Bylo ziskano 5 g Ma—B—Ala—OH. Teplota tani 76 az 80 °C.

N-Methakryloyl-B-alanin—p-nitrofenylester (MA—-B—Ala-ONp) byl ptipraven reakci Ma—B-
Ala—H s p-nitroenolem v THF v pfitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu. Ma—B-Ala-OH (3,3 g,
0,021 mol) a p-nitrofenol (3,2 g, 0,023 mol) byly rozpustény ve 25 ml THF, roztok ochlazen za
michani na ~15 °C a pak pfidan roztok dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) (5,1 g, 0,024 mol) v
18 ml THF. Reakéni smés byla udrzovéana 10 h pti 0 °C, vylougené dicyklohexylmo&ovina byla
odfiltrovana a produkt byl pfeidtén na kolon& 3 x 30 cm naplnéné silikagelem (Kieselgel 60,
Fluka). Jako mobilni fize byl pouZit octan ethylnaty. Produkt byl izolovan, octan ethylnaty byl
vakuové odpafen a produkt byl krystalovan z diethyletheru. Bylo zisk4no 2,6 g Ma—3-Ala-ONp.

Pfiprava p-nitrofenylového esteru N-methakryloyl-e-aminokapronové kyseliny (Ma-Akap—
ONp)

N-Methakryloyl-e-aminokapronova kyselina byla pFipraven Schotten-Baumanovou reakci
methakryloylchloridu s e-aminokapronovou kyselinou v pfitomnosti vodného roztoku hydroxidu
sodného obdobné, jako v pfipadé methakryloyl-B—alaninu.

V trojhrdlé batice byla rozpusténa kyselina e-aminokapronova (5g, 0,056 mol) v roztoku
hydroxidu sodného (2,35 g, 0,058 mol) v 20 ml vody. Po rozpusténi bylo pfiddno 50 ml
dichlormethanu a pak byl roztok ochlazen na 0 °C. K ochlazenému roztoku bylo zéroveii pFidan
methakryloylchlorid (5,7 ml, 0,057 mol) a roztok hydroxidu sodného (2,35 g, 0,058 mol) a 20 ml
vody. Reakéni sm& byla udrzovana jest& 0,5 h pfi 0°C a 1 h pti laboratorni teplotd. Vrstva
dichlormethanu byla oddélena a po okyseleni roztoku na pH = 2 a% 3 byl produkt vytfepan
octanem ethylnatym. Organicka vrstva byla usuiena MgSO, a vakuové zahu$téna. Produkt byl
krystalovan ze smési octan ethylnaty — diethylether.

p-Nitrofenylovy ester N-methakryloyl-e-aminokapronové kyseliny (Ma-Akap-ONp) byl
pfipraven reakci s p-nitrofenolem v THF v pFitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu. Ma—Akap—
OH (4 g, 0,020 mol) a p-nitrofenol (3,06 g, 0,022 mol) byly rozpuitény ve 30 ml THF, roztok
ochlazen za michani na —15°C a pak pfidén roztok DCC (4,9 g, 0,024 mol) v 15 ml THF.
Reakéni smés byla udrzovana 10 h. pfi 0 °C, vylougena dicyklohexylmo&ovina byla odfiltrovana
a produkt byl prekrystalovin ze smési chloroform-hexan. Vylouené krystaly byly odfiltrovany,
promyty smési diethylether—petrolether (1:1) a ususeny. Bylo ziskno 4,5 g Ma—Akap—ONp.

Pfiprava p-nitrofenylového esteru N-methakryloylglycylglycinu (Ma-Gly—-Gly—ONp)
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N-Methakryloylglycylglycin byl pfipraven Schotten-Baumanovou reakci methakryloylchloridu
s glycylglycinem ve vodném roztoku hydroxidu sodného.

Glycylglycin (33,5 g) byl rozpustén v 92 ml 3M vodném roztoku NaOH a za intenzivniho
michani a pfi teploté 0 °C sou¢asné pfikapano 27,1 ml methakryloylchloridu a 92 mi 3M roztoku
NaOH. Po 3 h reakce byla reakéni smés prefiltrovana, okyselena ziedénouHCl na pH 3,
vylou¢ena srazenina byla promyta chlazenym ethanolem a diethyletherem. Produkt byl
piekrystalovan ze smési etanol — voda 1 : 1. Teplota tani: 194 az 196 °C.

N-Methakryloyl-glycylglycin (21,2 g) a p—nitrofenol (14,7 g) byly rozpustény v 200 ml DMF a
po ochlazeni na —10 °C byl ptikapan dicyklohexylkarbodiimid (24 g) rozpustény v 30 ml DMF.
Roztok byl michan 8 h pfi teploté€ —10 °C, pak 16 h pti 0 °C a nakonec 1 h pfi laboratorni teploté.
Vylou€ena dicyklohexylmolovina byla odfiltrovana a roztok zahustén na vakuové odparce.
Z viskozniho olejovitého zbytku se po 1 h stani vylougil krystalicky produkt, ktery byl promyt
diethyletherem a prekrystalovan ze smési ethanol — voda (1:1).

Ptiprava p—nitrofenylového esteru N—-methakryloylglycyl-D,L—fenylalanylleucyl-glycinu (Ma-
Gly-D,L-PheLeuGly—ONp)

N-Methakryloyl-glycylfenylalanin byl pripraven Schotten—~Baumanovou reakci methakryloyl-
chloridu s glycylfenylalaninem v pfitomnosti vodného roztoku hydroxidu sodného obdobné, jako
v pfipadé methakryloyl-—aminu. Surovy produkt byl po reakci a okyseleni reakéni smési na pH
2 az 3 izolovan z vodné faze extrakci do octanu ethylnatého a po vysuSeni roztoku (bezv.
Na,SO,) a zahusténi byl krystalovin zroztoku octanu ethylnatého. Rekrystalizace byla
provedena ze smési methanol — diethylether. Teplota tani: 140 az 142 °C.

N-Methakryloyl-glycylfenylalanin—p-nitrofenylester (MA~GlyPhe-~ONp) byl prlpraven reakci
s p-nitrofenolem v THF v pfitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu.

K roztoku MA-GlyPhe-ONp (4,11 g) v 75 ml dioxanu byl pfidan za michani roztok obsahujici
L-leucylglycin (2,06 g) a NaHCO; (0,92 g) v 60,0 ml vody a reakéni smés byla michéna pfi
laboratorni teploté 14 h. Po odpafeni dioxanu a filtraci roztoku byla reakéni smés okyselena na
pH 2 aZ 3, produkt byl izolovan extrakci do octanu ethylnatého a pfecistén krystalizaci ze smési
octan ethylnaty — diethylether. Vytézek MA-Gly-D,L-PheLeuGly—OH: 3,2 g, teplota tani: 148
az 153 °C.

MA-Gly-D,L-PheLeuGly—OH (2,3 g) a p-nitrofenol (0,77 g) byly rozpustény ve 40 ml THF,
ochlazeno za michani na —15 °C a pfidan roztok DCC (1,13 g) ve 4 ml THF. Reak¢ni smés byla
udrZovana 10 h pfi 0 °C, vyloucena dicyklohexylmocovina byla odfiltrovdna a produkt izolovan
vysrazenim do diethyletheru. Vytézek: 2,1 g.

Pfiprava polymernich prekurzori
Obecny predpis

Kopolymery N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu s N-methakryloylovanymi aminokyselinami,
oligopeptidy nebo jejich p-nitrofenylovymi estery byly pfipraveny radikdlovou srazeci
kopolymerizaci v acetonu podle obecného pfedpisu:

Polymerizaéni smés o sloZzeni 86,9% hmotn. acetonu, 12,5% hmotn. monomert
v odpovidajicim molarnim poméru slozek (HPMA, methakryloylované aminokyseliny, oligo-
peptidy nebo jejich ~ONp ester a ptipadé kyselina akrylova nebo kyselina methakrylova) a 0,6 %
hmotn. inicidtoru (AIBN) byla po probublani Zirovkovym dusikem zatavena v polymerizacnich
ampulich a polymerizovana pii 50 °C po dobu 24 h. Vyloudeny polymer byl odfiltrovan, promyt
acetonem, diethyletherem a usuSen za vakua.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 288568 B6

Pripravené polymerni prekurzory byly charakterizovany titraci COOH skupin (u kopolymeri
s kyselinami) UV spektrofotometrii (obsah postrannich oligopeptidickych fetézcii zakon¢enych
p-nitrofenoxy skupinami) a po pfipadné aminolyze ~ONp skupin 1-amino—2—propano-
lem gelovou permeaéni chromatografii (M,,, M,, M,/M,).

Priklad 2
Ptiprava konjugatt lecirelinu
Priprava konjugétu P-f—Ala-LEC

50 mg polymerniho prekurzoru P-B—Ala-ONp (4,60 mol % ONp, M,, = 35 900, M,/M, = 1,33)
bylo rozpusténo ve 1,0 ml 0,15N NaCl a k tomuto roztoku bylo pti 4 °C za michani pfiddno 5 mg
lecirelinu. Reakce byla provadéna pfi 9 °C a konstantni hodnot& pH 7,5, ktera byla udrZovéna
pfidavkem nasyceného roztoku tetraboritanu sodného na pH statu (Radiometer) po dobu 6 h a po
dobu dalSich 12 h na hodnoté pH 8,0. Reakce byla ukonéena ptidavkem 3 pl 1-amino—2—
propanolu. Produkt byl vygistén od nizkomolekulérnich pfimési (reakci uvoln&ného 4—nitroenolu,
nenavazaného lecirelinu, NaCl a tetraboritanu sodného) dvojnasobnou gelovou chromatografii na
kolonce PD-10 (Pharmacia) naplnéné Sephadexem g-25. Jako mobilni faze byla pouzita
destilovand voda. Vy¢idt€ny polymerni konjugit lecirelinu byl zmrazen a lyofilizovan. Bylo
ziskdno 45 mg polymerniho konjugétu lecirelinu.

Ptiprava konjugatu P~Akap-LEC

50 mg polymerniho prekurzoru P~Akap—ONp (3,67 mol % ONp, M,, = 28 800, M,./M, = 1,37)
bylo rozpusténo ve 1,0 ml 0,15M NaCl a k tomuto roztoku bylo pti 4 °C za michani pfidano 5 mg
lecirelinu. Reakce byla provadéna pfi 9 °C a konstantni hodnoté pH 7,5, ktera byla udrzovéna
pfidavkem nasyceného roztoku tetraboritanu sodného na pH statu (Radiometer) po dobu 6 h a po
dobu dalsich 12 h na hodnoté pH 8,0. Reakce byla ukondena pfidavkem 3 pul 1-amino—2—
propanolu. Produkt byl vy&istén od nizkomolekuldrnich piimési (reakci uvolnéného 4—
nitrofenolu, nenavadzaného lecirelinu, NaCl a tetraboritanu sodného) dvojnasobnou gelovou
chromatografii na kolonce PD-10 (Pharmacia) napln&né Sephadexem g—25. Jako mobilni faze
byla pouZita destilovana voda. Vycistény polymerni konjugat lecirelinu byl zmrazen a zlyofilizo-
vén. Bylo ziskano 48 mg polymerniho konjugatu lecirelinu.

Ptiprava konjugatu P-Gly-D,L-PheLeuGly-LEC

150 mg polymermniho prekurzoru P-Gly-D,L-PheLeuGly—ONp (5,69 mol % ONp, M,, = 25 100,
M,/M, = 1,34) bylo rozpust&no v 1,5 m! 0,15N NaCl a k tomuto roztoku byl pfi 4 °C za michéani
pfidan roztok 19 mg lecirelinu v 1 ml 0,15N NaCl. Reakce byla providéna p¥i 9 °C a konstantni
hodnoté pH 7,5, ktera byla udrzovana pfidavkem nasyceného roztoku tetraboritanu sodného na
pH statu (Radiometer) po dobu 6 h a po dobu dalsich 12 h na hodnot& pH 8,0. Reakce byla
ukon¢ena pfidavkem 10 pl 1-amino—2-propanolu. Produkt byl vy&istén od nizkomolekuldrnich
pfimési (reakci uvolnéného 4-nitrofenolu, nenavazaného lecirelinu, NaCl a tetraboritanu
sodného) dvojndsobnou gelovou chromatografii na kolon& o rozmérech 3 x 30 cm napln&né
Sephadexem g-25.

Priprava konjugéatu P-Gly-D,L-PheLeuGly-LEC z P-Gly-D,L-PheLeuGly-OH

P-GlyPheLeu-OH (0,30 g) bylo rozpusténo v 4 ml vody pfi teploté 4 °C. Za stalého michani byl
pfidan lecielin (40 mg). Ztedénou HC! bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 6,5 a za michani
byl pfidin N-ethyl-N'—(3—dimethyl-aminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (1,3 g). Reak&ni
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smé&s byla michéna 4 h pfi teploté 4 °C a pH bylo udrZovano na konstantni hodnot€ 6,5. Reakéni
smés byla ponechdna v klidu stat pfi 4 °C po dobu 20 hod. Po filtraci byl filtrat zbaven
nizkomolekularnich ptimési na gPC kolon& o rozmérech 6 x 20 cm naplnéné Sephadexem g 25
pii pouZiti vody jako eluentu. Pevny produkt byl ziskan lyofilizaci.

Ptiklad 3
Farmakokinetika protrahované formy lecirelinu.
Provedeni experimentu:

Farmakokinetika protrahované formy lecirelinu byla sledovéana na Etyfech dospélych merinovych
ovcich o hmotnosti asi 45 kg. Aplikovano bylo 40 pg u&inné latky lecirelinu v polymerni
protrahované formg, aplikace byla provedena intramuskularné (i.m). Pro doplnéni je uvedena i
farmakokinetika protrahované formy lecirelinu u prasnitek (prasnicky o primé&mé hmotnosti
110 kg, pohlavné dospélé, cyklujici). Protrahovana forma lecirelinu byla aplikovana hluboko do
kréni svaloviny (i.m.).

Vysledky a zhodnoceni experimentu:

Casova zavislost koncentrace z polymeru uvolnéného lecirelinu je znizornéna na grafu 1. Prvni
vina zvy3eni koncentrace nastupuje bezprostiedné¢ po aplikaci a kulminuje po 8. hoding
(473,6 pg.ml™). Tato vina prakticky kon&i mezi 36. a 40. hodinou po aplikaci. N&kolik pikdi mezi
prvni a druhou vyraznou vlnou, ktera se objevuje mezi 180. a 216. hodinou po aplikaci, je
zatizeno velkou variabilitou. V grafu zachycujicim farmakokinetiku lecirelinu u ovci jsou pro
srovnani uvedena stanoveni lecirelinu v krevni plazmé kontrolnich, neaplikovanych ovci. Ze
srovnani priib&éhu obou ktivek vyplyva, Ze druha vina vyplaveni lecirelinu miize byt artefaktem,
nebo je zpisobena rozrufenim amidickych vazeb ve ,spaceru” biodegradabilniho polymeru.
Z pribéhu koncentrace lecirelinu byly vypotitany farmakokinetické parametry, které uvadime
v tabulce niZe. Srovnanim farmakokinetickych parametrii obou forem lecirelinu u ovci zjistime,
Ze biologické dostupnost (vyjadfena hodnotou AUC) je 38krat vy3si a parametr eliminace (ty2) je
109,9krat del3i u polymerni protrahované formy lecirelinu, nez u formy neprotrahované.

Srovnani farmakokinetickych studii protrahované a neprotrahované formy lecirelinu

Aplikaéni forma | druh zvifete tine Crax Tnax AUC
(davka) hod. pg.ml™” hod pg.ml” hod.
neprotrahovand | ovce (10 mg) 0,84 829,0 0,16 545,00
protrahovana ovce (40 mg) 91,20 473,60 4,0 20723
protrahované prase (100 mg) 16,90 1781,0 5,00 38 141,0

tine — polocas eliminace
Thmax — €as, ve kterém bylo dosazeno Cp«

Priklad 4

Cuax — nejvy3si dosazend koncentrace
AUC - vyjadreni plochy pod kiivkou

Studium aéinnosti protrahované formy lecirelinu:

1) Vliv podani protrahované formy lecirelinu na sekreci luteiniza¢niho hormonu.
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Provedeni experimentu:

Do experimentu bylo zafazeno 10 pohlavné dospélych ovci. Protrahovana forma lecirelinu byla
i.m. aplikovana Sesti oveim v dévce 40 pg uginné latky pro toto, &tyfem kontrolnim ovcim byl
i.m. aplikovén fyziologicky roztok v mnoZstvi 3,0 ml pro toto. V krevni plazmé& ovci byla
provedena endokrinologicka RIA vySetieni.

Vysledky a zhodnoceni experimentii:

Kinetika vyplavovéani lecirelinu a sekreéni odpovéd” LH je uvedena vgrafu 2. Nejvyssi
koncentrace lecirelinu v krevni plazmé byla zaznamen4na za 4 hodiny a postupné se snizuje do
asi 50. hodiny po aplikaci. Ovce odpovédély na podani protrahované formy lecirelinu vylitim LH
do krevniho feti$té v trvani asi 4 hodin. Druhé zvySeni koncentrace LH, které je zachyceno 72.
hodinu po aplikaci, je pravdépodobn& preovulatni pik LH a souvisi s fyziologickym riistem a
zranim folikul.

2) Inhibi¢ni u¢inek lecirelinu v protrahované formé na steroidni aktivitu samct.
Provedeni experimentu:

Experiment byl proveden na dvaceti pohlavné dosp&lych samcich laboratorniho potkana o
primémé hmotnosti 246,4 g. Potkani byli rozd&leni do pokusné a kontrolni skupiny. Pokusna
skupina byla i.m. aplikovana protrahovanou formou lecirelinu v tydennich intervalech davkou
16,8 pg utinné latky na kg zivé hmoty. V kontrolni skupiné bylo v tydennich intervalech
podavano 0,25 ml fyziologického roztoku.

Prvni, ticaty, Sedesity a devadesaty den pokusu byly zvifatim odebirany krevni vzorky a
sonograficky vy3etfovana prostata a velikost varlat. Devadesity den pokusu byla viechna
pokusna zvitata utracena a pitvéna. Byla sledovana hmotnost varlat a piidatnych pohlavnich ?l4z.
Z krevni plazmy a varlat byly stanoveny koncentrace 17b—estradiolu a testosteronu. V priib&hu
pokusu byly sledovany téz ptirtstky a konverze krmiva.

Vysledky a zhodnoceni experimentu:

V primémé mésicni spotfeb& krmiva nebyly zaznamenany statistiky prikazné rozdily mezi
skupinami. Pfiristek hmotnosti od zagatku do konce pokusu byl statisticky vyznamné vyssi u
potkané o3etfenych protrahovanou formou lecirelinu ne u kontrolni skupiny. Od 30. dne aZ do
ukongeni experimentu byl sonograficky zjistovan statisticky vysoce pritkazny niZ3f objem varlat
u aplikované skupiny proti skuping kontrolni. Hmotnosti varlat a nadvarlat byly u pokusnych
potkanil statisticky vysoce niZ8i, nez u kontrolnich potkani. Neprilkazné byly rozdily mezi
hmotnostmi prostaty, Cowperovych Zlaz a semennych vac¢ki. Koncentrace 17b-estradiolu
v plazmé byla 30. den pokusu vy33i u aplikovanych potkand, v dal$im obdobi nebylo zvyseni
jeho koncentrace pozorovano, stejn€ jako pfi stanoveni ve tkani varlat. Od 30. dne byly u
aplikovanych potkanli koncentrace testosteronu niZsi v porovnani s kontrolnimi potkany, 30. a
60. den byla zaznamendna statistickd prikaznost. Koncentrace testosteronu ve tkani varlat byla
pfi ukon€eni pokusu zjiténa také statisticky prikazn& niz3i.

Dlouhodobym podanim vysokych davek protrahované formy lecirelinu bylo prokdzino sniZeni
pohlavni aktivity samct laboratorniho potkana.
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3) Terapie chirurgicky vyvolané endometrézy u samic laboratorniho potkana.

Provedeni experimentu:

Do experimentu bylo zafazeno 27 samic laboratorniho potkana, u kterych byla chirurgickym
zékrokem vyvoldna endometriéza. Aplikace protrahované formy lecirelinu byla provedena
subkutanné dvakrat v tydennim intervalu v jednotlivé davce 2,5 pg pro toto.

Vysledky a zhodnoceni experimentu:

Plazmatické koncentrace hormonil po aplikaci protrahované formy lecirelinu jsou uvedeny
v tabulce.

Skupina n zvifat progesteron 17b—estradiol testosteron
ng.ml” pg.mi” pg.ml™

Kontrolni 7,0 9,9+4,0 381,947,8 581,8+115,1

Pokusna 20,00 16,9+0,8 138,1+6,9%* 476,3+45,6

** statisticky vysoce pritkazny rozdil

Prikazny pokles koncentrace 17b-estradiolu byl zaznamenan u krys pokusné skupiny.
Hyperestrogenni, hyperandrogenni a hypogestagenni stav navozeny chirurgickym zasahem byl
po aplikaci protrahované formy lecirelinu u krys normalizovan.

4) Pouziti protrahované formy lecirelinu pii 1éb€ poporodni anestrie krav.
Provedeni experimentu:

Do experimentu byly zafazeny dojnice riizného plemene a stafi s diagnostikovanou anestrii po
60. dnu po porodu. V anamnéze dojnice byla uvedena nefijivost, dojnice nebyla v obdobi do 60.
dnu po porodu inseminovana. Pfi palpacnim vySetfeni ovarii nebyly na ovariich nalezeny patrné
ovaridlni struktury, ovaria byla hladka, popf. drobné zmité, atretickd. Pfi ultrasonografickém
vysetieni byly diagnostikovany folikuly do velikosti 0,3 az 0,5 cm v rizném stupni luteinizace.
Protrahovana forma lecirelinu byla aplikovana i.m. vdavce 0,2 mg lecirelinu pro toto. Do

kontrolni skupiny byly zafazeny dojnice o3etfené neprotahovanou formou lecirelinu
— Supergestranem inj. v davce 0,1 mg i.m. pro toto.
Vysledky a zhodnoceni experimentu:
Vysledky pokusu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
Terapie postpartalni anesterie krav
Pokusn4 skupina — protrahovana forma
pocet ¢as (dny) od aplikace do
odetfenych vylé&enych vyléceni (ndlezu 1. inseminace zabfeznuti
ovarial. struktur)
21,00 20=95% 10,5 £ 6,26 20,87 £15,88 27,6 £39,38
(n=12) (n=15) (n=5)
Kontrolni skupina — neprotrahované forma
25,00 25=100% 15,13 £ 10,74 27,13 £20,05 65+ 45,33
(n=15) (n=23) (n=10)
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Do vyhodnoceni experimentu byly zafazeny dojnice, u kterych se v provoznich podminkéch
podafily ziskat reprodukéni ukazatele, ale ze zkraceného prehledu jsou patrny kratii intervaly ve
viech sledovanych ukazatelich.

5) Terapie ovarialnich cyst u krav.

Provedeni experimentu:

Do experimentu bylo zatazeno celkem 76 dojnic, u kterych byly diagnostikovany ovaridlni cysty
folikuldrniho typu. K 16&b& byla pouZita protrahovana forma lecirelinu v davce 0,2 mg G&. latky
pro toto a byla srovnana s neprotrahovanou formou lecirelinu (Supergrestran inj.) v davce 0,1 mg
lecirelinu pro toto.

Vysledky a zhodnoceni experimentu:

Srovnatelné osu podty vylétenych zvifat celkem, vy33i terapeuticka &innost protrahované formy
lecirelinu se viak projevuje ve viech ostatnich reprodukénich ukazatelich. Srovnani G&innosti

obou preparati je uvedeno v nasledujici tabulce.

Terapie ovarialnich cyst u skotu

Pokusna skupina — protrahovana forma

podet &as (dny) od aplikace do
aplik. z toho vylé€eni 1. fije 1. inseminace | zabfeznuti
vyléenych | (bez pat. nilezu)
43 34=79% 11,8 5,17 18,31 +£10,04 | 28,28 +17,9 | 49,5+572
po 1 apl. (n=25) (n=13) (n=18) (n=12)
32=74%
Kontrolni skupina — neprotrahované forma
33 27=81% 14,79+ 7,72 | 20,45+ 10,99 | 46,13 + 26,01 | 93,04 + 69,3
po 1 apl. (n=14) (n=11) (n=23) (n=10)
17=52%

6) Indukce ovulace u ovei.
Provedeni experimentu:

Ovulace byla indukovéna u 3estnicti usperovulovanych ovci. Ovce byly superovulovany
piipravkem na bazi pFSH po piedchozi zéistavé pohlavniho cyklu poSevnimi tampony
s gestagenni aktivitou. Superovulované ovce byly rozdéleny do dvou skupin po osmi kusech.
Pokusna skupina byla o3etfena protrahovanou formou lecirelinu v davce 5 pg G&inné latky pro
toto. Ovcim byl aplikovan lecirelin (ob& formy) v intervalech 24, resp. 32 hodin pted porézkou.
Po aplikacich byly sledovany koncentrace lecirelinu a LH v krvi experimentélnich zvifat.

Vysledky a zhodnoceni experimentu:

V pribéhu experimentu nebyl prokdzin rozdil mezi aplikaci obou forem lecirelinu. Na
vajecnicich ovcich aplikovanych LH-RH 32 hodin pted porazkou byly pozorované zkolabované
folikuly t&sné po ovulaci (do 2 hodin), zirovedi byly zjidtény i folikuly jest& neovulované. U
skupin pokusnych zvifat, kterym byl aplikovan LH-RH 24 hodin pted porazkou, ovulaéni body
nalezeny nebyly. K ovulaci grafovych folikuld u superovulovanych ovci dochazi kolem 32.
hodiny po aplikaci induk&ni davky lecirelinu. '

Vrchol koncentrace obou pfipravkii byly pozorovany za 2 hodiny po aplikaci. Absolutni hodnoty
koncentrace LH-RH po aplikaci Supergestranu byly o 75 % niZsi, ne po aplikaci polymerni
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formy lecirelinu. Hladina LH-RH uvolfiovaného zpolymemi formy lecirelinu pfetrvavala
v krevni plazmé o 20 hodin déle, neZ po aplikaci Spergestranu. Terapeuticky efekt byl u obou
preparati srovnatelny.

7) Pouziti protrahované formy lecirelinu na pferueni sezonni anestrie malych pfezvykavei.
Uvod:

Ovce a kozy se vyznatuji vyraznou pohlavni sezonnosti. Pohlavni cyklus probihé se zfetelem ke
klimatickym podminkdm a plemenné pfislu3nosti u ovci vétsinou v obdobi pozdniho léta a na
podzim. Jen asi u 10 az 20 % ovci se Fije objevi na jafe a v Iété. Délka pohlavniho cyklu se
pohybuje mezi 14 a2 21 dny, vlastni f{je trva 24 a az 36 hodin, pfiznaky fije jsou méalo zfejmé a
obtizn& rozeznatelné. K vyhledéni a rozpoznani fijicich se ovci se vyuZivaji berani prubifi. U koz
pohlavni cykly probihaji predeviim od poloviny zafi do prosince, méné €asto i na jafe. Délka
pohlavniho cyklu je 19 az 22 dny, fije trva zpravidla 24 hodin, pfiznaky fije jsou relativné
ziejmé. Protrahovana forma lecirelinu ndm dava moZnost tento sezénni anestrus pferusit a
vyvolat fyziologickou Fiji.

Provedeni experimentii:

Moznost pferuseni sezénniho anestru, poptipadé moZnost synchronizace pohlavniho cyklu i.m.
podanim 40 pg protrahované formy lecirelinu byla ovéfovéana v 11 experimentech na 60 ovcich a
26 kozam. V kontrolnich skupinach bylo zafazeno 14 ovci a 7 koz. V experimentech na ovcich
byly pouzity ovce merinového typu, ovce vychodoftizského plemene a kiiZenky merinovych ovci
s plemenem Kent (Oxford — down). V experimentech na kozich bylo pouzito plemeno kozy bilé,
resp. jeho k¥izenky tohoto plemene.

U viech pokusnych zvifat byla pfed aplikaci provedena laparoskopickd kontrola ovarii,
v experimentech, kde nebyla piesvédCivé vyjadfena anestrie (u koz v roce 1994) byly pokusy
provedeny u zvitat po predchozi zastavé cyklu. Aplikace pfipravki byla provedena
intramuskuléarné hluboko do $ijové svaloviny v dévce 0,04 mg uginné latky pro toto. Podanim
podprahovych davek estrogenti — 0,25 mg estradiolu ve specialité Agofollin inj. ad us. vet. spolu
s aplikaci polymerni protrahované formy lecirelinu, byl proveden pokus o sensibilizaci hypofyzy
pokusnych zvifat k plisobeni lecirelinu u zvy3eni celkové estogenizace organismu. UZinnost
preparitu byla ov&fovana opétovnym laparoskopickym vySetfenim. Néstup ovarialni cyklicity
byl charakterisovan nalezem preovulagnich folikulii nebo Zlutych télisek.

Vysledky a zhodnoceni experimenti:

Ukinnost oSetfeni se pohybovala od 40 do 100 % o3etfenych zvifat. Pfiznaky fije, zejména u ovci,
byly u indukovanych ¥iji nevyrazné Berani prubifi projevovali zdjem o pokusné ovce, u t€ch viak
nebyl vyjadren reflex stini a nebylo mozné pfipudténi. K nastartovéni fyziologického pohlavniho
cyklu doslo u 44 ovci z 60 pokusnych, tj. 73 % a 21 koz z 26 pokusnych, tj. 81 %. Pinohodnotna
ovulace byla laparoskopicky diagnostikovana u 34 ovci a 17 koz, tj. 57 a 65 %, u zbyvajicich
10 ovci a 4 koz byly nalezeny preovulaéni folikuly. U kontrolnich skupin byl pozorovan nastup
fjovych zmén na ovariich u 1 ze 14 ovci, tj. 7,14 % a 4 ze 7 koz, tj. 57 %. Nulové vysledky
v experimentu na ovcich v srpnu 1995 byly pravdépodobné zptisobeny plemenou pfisluSnosti
ovci. Do experimentu byly zafazeny ovce vychodofrizského plemene, u kterych je velmi silné
vyjadfen mimo sezénni i laktadni anestrus. Podanim podprahovych davek estrogeni — 0,25 mg
estradiolu ve specialité Agofillin inj. ad us.vet. spolu s aplikaci konjugétu lecirelinu jsme u ovci
dosahli zvyraznéni sexudlniho chovani. U kontrolni skupiny, které byl podén pouze estradiol, se
fijové chovani nedostalo a laparoskopicky byla nalezena anestricka ovaria. Obdobny pokus byl
proveden u koz se zastavou cyklu, kde se viak Fijové chovani dostavilo u viech zvifat pokusne 1
kontrolni skupiny. P¥i téchto kombinovanych o3etfenich ke zlep3eni zevnich pfiznaki fije, reflex
stani se dostavil u 12 z 15 pokusnych ovci a u 4 ze 4 pokusnych koz.

-11-
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Souhrnné vysledky Gginnosti aplikace protrahované formy lecirelinu pfi pferuenni sezénni
anestrie u malych pfezvykavci protrahovanouformou LH-RH

druh zvifete celkovy poet nastup ovarialni aktivity nalez CL
ovce 60 44=73% 34=57%
kozy 26 21=81% 17=65%
Piehled jednotlivych experimentii uvadime v nasledujicich tabulkéach.
Piehled experimenti — pferueni sezoénni anestrie malych prezvykavci — 1994
¢islo pokusu ¢. skupiny pocCet zvifat laparoskopicky uginnost
aplikace nalez
p-lec 6 3 ovce Cl aginnost 83%
2 ovce pF
pokus &. 1 1 ovce atrofie
10 ovei ovarii
(bfezen) fyziol. roztok 4 1 ovce pF neuplna anestrie
3 ovce anestricka
ovaria
p—lec 5 3 ovee Cl uéinnost 100%
+E, 2 ovce pF reflex stani 3 zv.
pokus €. 2 p-lec 5 3ovce CL acinnost 100 %
15 ovei 2 ovce pF
(Cerven) E; 5 5 ovcei ucinnost 0%
' anestricka ovaria ’
p-lec 9 6 ovci Cl ucinnost 67%
pokus ¢&. 3 3 ovce
14 ovci anestericka ovaria
(srpen) fyziol. roztok 5 5 ovci anestricka
ovaria
pokus &. 4 p-lec 10 3 ovce pF G¢innost 40%
10 ovei 1 ovece SOC
(kvéten)
p-lec 3 1 koza Cl ucinnost 67%
1 koza pF
pokus &. 5 1 koza
6 koz anesterickd ovaria
(kvéten) fyziol. roztok 3 3 kozy anestricka |  G&innost 0%
ovaria :
p-lec 4 3 kozy Cl ucinnost 100%
+E; 1 koza pF reflex stini 4 zv.
pokus &. 6 p-lec 4 4 kozy Cl ucinnost 100%
12 koz reflex sténi 2 zv.
(kvéten) E, 4 3 kozy Cl reflex stani 4 zv.
1 koza pF

p-lec - protrahovana forma lecirelinu
lec — neprotrahované forma lecirelinu
E2 — piipravek na bazi estrogenii
tamp. — pfipravek na bazi gestagend

CL - Zluté télisko
pF — preovulaéni folikul
LF — luteinizovany folikul
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Prehled experimenti — pferudeni sezonni anestrie malych piezvykavei — 1995

¢islo pokusu &. skupiny apli- podet zvifat laparoskopicky (¢innost
pocet zvifat kovana latka nalez po aplikaci
p-lec 5 4 ovce Cl uéinnost 80%
+ RS 5 zv.,
pokus €. 1 tampény pfip. 2 zv.
10 ovei p-lec 5 5 ovei CL ucinnost 100 %
kvéten 95 RSu2zv,
lec. (15 mg) 5 bez Cl, atypicky pfip.4z5
+ E2 (0,25 mg) nalez ovulace? nel¢inna apl.?
pokus €. 2 u 1 zv. ovulace
10 ovei p-lec 5 bez CL, atypicky piip. 5 zv.
srpen 95 +E2 (0,25 mg) nalez ovulace? u | neucinna apl.?
3 zvifat
p-lec 5 5 ovei Cl G&innost 100%
10 ovei pfipud. 0 zv.
fijen 1995 RS 3 zv.
srovnani p-lec 5 uSzvitat CL | W&innost 100%
2 Sarzi pfipus. 0 zv.
Polygestranu RS 3 zv.
pokus &. 4 Polygestranu 5 z nepfipudténych | uCinnost 100%
Kozy 0,05 mg zv. 1 x ovulace 2 x pfip.,
duben 95 LH-RH 2x nezovulovany biezost 0
pF
pokus €. 5 Polygestranu 10 z nepfipudténych | ucinnost 60%
Kozy 0,04 mg zvitat u 2 ovei CL pip. 4 zv.
srpen 95 1 zv. pfip. az 9.
den

p-lec — protrahovana forma lecirelinu
lec — neprotrahovana forma lecirelinu

E2 - pfipravek na bazi estrogenti
tamp. — ptipravek na bazi gestagent

Cl — Zluté télisko
pF — preovulaéni folikul
LF - luteinizovany folikul

Prehled indikagnich oblasti pro vyuziti protrahované formy gnRH:

Pro navozovéni endokrinni homeostazy v organismu zvifat se nam jevi jako nejvhodnéjsi pouZit
protrahovanou formu, ktera zabezpegi postupné uvoliiovani gnRH po dobu 2 aZ 4 dni.

Protrahovana forma s takovou dobou uvoliiovani je vhodna pro nasledujici indikace:
Potlageni (vysoké davky), resp. stimulace (nizké davky):

Riist a zrani ovarialnich folikuli, indukce ovulace, regulace steroidogeneze, podpora luteinizace
ovaridlnich struktur, pferuseni anestru, start ovarialni aktivity, 1é¢ba atrezie ovarii, formovani
lutedlni tkané pii patologickych procesech na ovariich, regulace androgenni aktivity,
spermatogeneze, ovulace, koncepce a Kontracepce, nistup puberty, léCba endometriéz a
hormonalnich disbalanci pohlavnich steroidd, 1é&ba steroidodependentnich novotvari,
1é¢ba gonadotropnich dysfunkci.
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Vyuzitelnost vynélezu

Polymerni forma lecirelinu podle vynalezu miZe zajistit uvoltiovani G&inné latky — lecirelinu
z polymerniho nosice v priibéhu nekolika dni. V této form& mize byt polymerni konjugét pouzit
predev3im jako veterinarni lé€ivo v nésledujicich indika&nich oblastech:

Ovlivnéni ristu a zréni uvaridlnich folikull, indukce ovulace, regulace steroidogeneze, podporu
luteinizace ovaridlnich struktur, pferuSeni anestru rizné etiologie, start ovarialni aktivity, 1é¢ba
atresie ovarii, formovani lutedlni tkan& pfi patalogickych procesech na ovariich, regulace
androgenni aktivity, sparmatogeneze, regulace ovulace, koncepce a kontracepce, ovlivnéni
nastupu puberty, lé¢bu endometri6z a hormonalnich disbalanci pohlavnich steroid, 16&bu
steroidodependentnich novotvarii a 1éZbu gonadotropnich dysfunkei.

PATENTOVE NAROKY

1. Polymerni konjugéty lecirelinu s protrahovanym G&inkem sestavajici z polymerniho nosi&e
obsahujiciho 30 az 1000 monomernich jednotek spojenych do polymerniho fetézce, z nich je 60
az 98 % jednotek N—(2-hydroxypropyl)methakrylamidu, 0 a% 38 % jednotek kyseliny akrylové
nebo methakrylové ve form& sodnych soli a 2 a7 40 % jednotek methakryloylovanych o nebo €
aminokyseliny nebo oligopeptidd, s terminaln& chemickou vazbou ptipojenym lecirelinem.

2. Polymerni konjugéty lecirelinu s protrahovanym &inkem podle naroku 1, vyznaéené
tim, Ze lecirelin je v konjugatech vazan k polymeru pfes spojku hydrolyticky nestalou vazbou,
vzniklou acylaci guanidinové skupiny argininu, jedné z aminokyselin tvotici biologicky aktivni
oligopeptid lecirelin, vzorce I '

{
P-X-NH-C-NH~(CH,);<(LEC)

I
NH M,

kde P je polymer, LEC je zbytek molekuly lecirelinu bez postranniho substituentu u argininu a X
Je a nebo € aminokyselina nebo oligopeptid.

3. Polymerni konjugéty lecirelinu s protrahovanym @ginkem podle naroku 1 a 2 pro pouZiti p¥i
ovliviiovani reprodukéniho cyklu hospodéfskych zvitat.

4. Polymerni konjugty lecirelinu s protrahovanym @i¢inkem podle naroku 1 a 2 pro pouziti pii
ovlivnéni ristu a zrani ovarialnich folikuli, indukci ovulace, regulaci steroidogeneze, podporu
luteinizace ovaridlnich struktur, pferuSeni anestru, start ovaridlni aktivity, 1é&bé atresie ovarii,
formovani lutedlni tkan& pfi patologickych procesech na ovariich, regulaci androgenni aktivity,
spermatogeneze, ovulace, koncepce a kontracepce, regulaci pfedtasného nastupu puberty, 1é&bu
endomeriéz a hormondlnich disbalanci pohlavnich steroidd, 1é&b& steroidodependentnich
novotvaril a [é¢b& gonadotropnich dysfunkci hospodaiskych zvifat, zvlasté pak krav, ovci a koz.

S. Farmaceutické veterinarni pfipravky, vyzna&ené tim, Ze jako Gigéinnou latku obsahuji
polymerni konjugéty lecirelinu s protrahovanym t€inkem podle narokd 1 a 2.

2 vykresy
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Graf 1. Kinetika protrahované formy lecirelinu po i.m. aplikaci 40 mg pro toto u ovci
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Graf 2. Kinetika protrahované formy lecirelinu a sekre&ni odpovéd” LH v plazmé ovci po
i.m. aplikaci 40 mg pro toto

Konec dokumentu
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