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Agonisté a antagonisté urotensinu-I1

Oblast techniky

Tento vynélez se tyka agonistl a antagonisti polypeptidu urotensinu-II a zptsobu jejich pouziti.

Dosavadni stav techniky

Urotensin-11 (U-11) je cyklicky neuropeptid se silnymi kardiovaskularnimi u¢inky. Pivodné byl
isolovany z kaudalniho neurosekre¢niho systému ryby patfici do nadfadu kostnatych, pri¢emz
primarni struktura U-II byla stanovena pro n€kolik druht obratlovcd, véetné nékolika druhi ryb,
Zab a lidi. Sekvenc¢ni analyza rliznych peptidi U-II, pochazejicich z riiznych druhii, odhalila, ze
15 zatimco oblast N-zakonceni je vysoce variabilni, cyklicka oblast C-zakon&eni U-II je silné zakon-
zervovana. Skutené, tato cyklickd oblast, kterd je zodpovédna za biologickou aktivitu U-II, je
pIné¢ zakonzervovana od ryb po lidi (Coulouran a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (fyziologie),
95, 15803 az 15808 (1998). Skutecnost, ze evoluéni tlak plsobil k plnému zakonzervovani
biologicky aktivni sekvence U-II naznauje, Ze tento polypeptid hraje dileZitou roli v lidské
20 fyziologii.

Cyklicka oblast U-II zahrnuje zbytky Sesti aminokyselin [-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-] a je
strukturné podobna biologicky dilezité centralni oblasti somatostatinu-14 [-Phe-Trp-Lys-Thr].
Avsak molekularni klonovéni a sekvencni analyza genu kapiiho preprourotensinu Il naznaduje,

25 Ze U-Il a somatostatin nejsou odvozeny od spole¢ného ptedchidce (Ohsako S. a kol.,
J. Neurosci., 6, 2730 az 2735 (1986)).

Ukazalo se, ze peptidy U-II uryby vykazuji nékolik aktivit, véetné obecné aktivity kontrakce
hladkych svalii, ackoliv reakce se 1i§i mezi dvémi zivogisnymi druhy a cévnimi lozi (Davenport

30 A. a Maquire J.,, Trends in Pharmacological Sciences, 21, 80 az 82 (2000), Bern H. A. a kol.,
Recent Prog. Horm. Res., 45, 533 az 552 (1995)). Ukazalo se také, ze rybi U-II vykazuje
v savcich konstrikéni aktivitu, véetné hlavnich arterii u krys, ale receptory pfenasejici pisobeni
téchto peptidii nejsou pIné popsany.

35 Nové studie popisuji, Ze sirotéi lidsky receptor vazaného G-proteinu, homologicky ke krysimu
GPR14 a prevazné exprimovany v kardiovaskularni tkani, funguje jako receptor U-II (Ames H. a
kol., Nature, 401, 282 az 286 (1999)). Rybi (kapkovity) a lidsky U-II se udajné vazi k rekombi-
nantnimu lidskému GPR14 s vysokou afinitou a vazani je funk&né spfazeno s mobilizaci vapni-
kem. Lidsky U-II se naléza jak ve vaskularni, tak srde¢ni tkani (v&etné koronarniho ateromu) a

40 Gcinn¢ zuzuje arterie isolované z primata, ktefi nejsou lidmi (Ames H. a kol., viz vy3e). Sila
vazokonstrikce plisobena U-II je podstatné vétsi nez sila endothelinu-1, coZ ¢ini lidsky U-II
Jjednim z nejsilngjSich soucasné znamych savéich vazokonstriktori. In vivo lidsky U-II vyrazngé
zvySuje celkovou periferni resistenci u anestetizovanych primatd, ktefi nejsou lidmi, p¥icemz
reakce je spojena s hlubokou kardialné-kontrakéni dysfunkci (Ames H. a kol., viz vyse).

45
Jelikoz iumunoreaktivita podobna lidskému U-II byla zji$téna v srdedni a vaskularni tkani
(vCetné€ koronarniho ateromu), véfi se, ze U-II ovliviiuje kardiovaskularni homeostézu a patologii
(napf. ischemické onemocnéni srdce a méstnavé sethani srdce). Mimoto zji§téni imunoreaktivity
U-Il v miSe a endokrinnich tkanich naznacuje, ze U-Il mize vykazovat dalsi aktivity, v&etné

5o ovlivitovani centralniho nervového systému a endokrinni funkce u lidi (Ames H. a kol., viz vy3e).
A skute¢n€, pocet poruch je siln€ spjat s nadmérnou nebo podlimitni expresi aktivity U-1I, véetné
ischemického selhani srdce, hypotenze, portalni hypertenze, anginy pektoris, jicnového krvaceni,
infarktu myokardu, viedl a ur¢itych psychologickych a neurologickych poruch. Tudiz existuje
silna potfeba vyvoje potentnich sloucenin schopnych ovliviiovat aktivitu U-II, véetng inhibitord

55 nebo antagonistu U-II.
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Hocart S.J. a kol. (1999), Journal of Medicinal Chemistry, 42 (11), str. 1863-181 popisuje urcité
velmi silné cyklické disulfid antagonisty somatostatinu.

5 Ve francouzském patentovém spisu FR 2 786 489 je popisovano pouziti peptidli, majicich na
svém C-konci specificky heptapeptid, pro lé¢eni neurogenerativnich nemoci traumatu michy.

Newby D.E. & Jalan R. (2000), Hematology 31, str. 1201 az 1202 popisuji identifikaci sirot¢iho
lidského na G-protein vazaného receptoru, homologického s krysim GPR14 a projevujiciho se
10 prevazné v kardiovaskularni tkani, ktery slouzi jako receptor U-II.

Nishiki M. a kol. (1997) Endocrine Journal 44, str. 655 az 660 popisuje pouziti podkozni infuze
octreotidu pfi léCeni akromegalni kardiomyopatie.

Podstata vynalezu

Ptedlozeny vynalez predstavuje novou tiidu cyklickych polypeptidd, které vykazuji aktivitu anta-
gonisty nebo agonisty U-II. Témito polypeptidy jsou oktapeptidy, které maji obecny vzorec
20 (obecny vzorec I)

(R),-AA'-cyklo[AA%-AA’ - AA*-AA’-AA-Cys]-AA’-R (I

ve kterém

25 AA'  jeL isomer aromatické aminokyseliny;
AA’  je L nebo D isomer Cys;
AA’  je L isomer aromatické aminokyseliny;
AA'  je L nebo D isomer Trp;
AA’  je L nebo D isomer Lys, N-Me-Lys nebo Orn;
30 AA® je L nebo D isomer Val, Thr,Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle;
AA’ je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické
aminokyseliny;

R' je vodik, nizs8i alkyl, niz$i alkanoyl nebo nizsi acyl;
a je 1 nebo2;a

35 R? je skupina OH, OR?, N(R*), nebo NHR?, kde R® je vodik, nizsi alkyl nebo arylalkyl;
nebo

farmaceuticky piijatelna sl uvedeného oktapeptidu.

Uvedena aromatickd aminokyselina v tomto oktapeptidu mize mit obecny vzorec

40
H,C——Ar
———=N-——CH
[
ve kterém X je vodik nebo vazba a Ar predstavuje ¢astici vybranou ze souboru skladajiciho se z
45
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ve kterém n je 0, 1, 2 nebo 3 a kazdy substituent Y nezavisle predstavuje skupiny NO,, CN,
chlor, brom, jod, fluor, skupiny Me, COR4, COOR* nebo OR*, kde R* je vodik nebo C;-Cgalkyl.

AA® je vybréan ze skupiny skladajici se z Phe, Trp, Pal, His, B-Nal, 3-pyridyl-alaninu (3-pyridyl-
Ala), 4-pyridylalaninu (4-pyridyl-Ala), 2,4-dichlorfenylalaninu (2,4-dichlor-Phe), pentafluor-
fenyl-alaninu (pentafluor-Phe), p-Z-fenylalaninu (p-Z-Phe) a o-Z-fenylalaninu (o-Z-Phe), ve
které Z je vybran ze souboru skladajiciho se ze skupiny Me, chloru, bromu, fluoru, hydroxy-
skupiny, skupiny OMe a NO,.

AA® miize byt D-Cys, AA® je Phe, AA’ je Lys, AA® je Thr, AA” je Val a AA! je Cpa. Uvedeny
polypeptid ma vzorec Cpa-cyklo[D-Cys-Phe-Trp-Lys-Thr-Cys]-Val-NH, (identifika¢ni ¢&islo
sekvence: 5).

Pfedmétem vynalezu je dale farmaceuticky prostiedek, ktery obsahuje vyse uvedeny oktapeptid,
majici aktivitu antagonisty urotensin Il a farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Tento farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ je vybran ze skupiny, zahrnujici fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky
roztok, dextrozu, vodu, glycerol, ethanol a jejich kombinace.

Dal8im ptedmétem vynalezu je pouziti vyse uvedeného okapeptidu, majiciho aktivitu antagonisty
urotensin II, pfi pfipravé 1é¢iva pro 1é¢eni nenormalnich stavii charakterizovanych nadmérnou
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aktivitou urotensinu-Il. Nenormalni stav je vybran ze skupiny, zahrnujici ischemickou nemoc
srdce, méstnavé selhani srdce, portalové hypertenze, jicnové krvaceni, hypotenze, anginu
pektoris, infarkt myokardu, viedy, pocity tzkosti, schizofrenii, maniakalni depresi, delirium,
demenci, mentalni zaostalost a dyskinézi.

Nenormalnim stavem miZze byt ischemickd nemoc srdce, méstnavé selhani srdce, portalova
hypertenze, jicnové krvaceni.

Predmétem vynalezu je dale agonista oktapeptidu urotensin I, majici obecny vzorec
(R"),-AA'-cyklo[AA-AA-AA*-AA’-AA®-Cys]-AA’-R?

ve kterém

AA! je L isomer aromatické aminokyseliny;
15 AA? jeL nebo D isomer Cys;
AA’  je L isomer aromatické aminokyseliny;
AA'  jeL isomer Trp;
AA’  je L nebo D isomer Lys, N-Me-Lys nebo Orn;
AAS je L nebo D isomer Val, Thr, Leu,lle, terc-Leu, Abu, nebo Nle;
20 AA’ je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické
aminokyseliny;

R' Jje vodik, nizsi alkyl, niz$i alkanoyl nebo niz8i acyl;

a je I nebo 2; a

R? je skupina OH, OR’, N(R3)2 nebo NHR?, kde R® je vodik,
25 niz8i alkyl nebo arylalkyl;

nebo

farmaceuticky pfijatelna sil uvedeného polypeptidu.

Aromaticka aminokyselina v uvedeném oktapeptidu ma obecny vzorec
30

ve kterém X je vodik nebo vazba a Ar piedstavuje &astici, vybranou ze souboru skladajiciho se z
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ve kterém n je 0, 1, 2 nebo 3 a kazdy substituent Y nezavisle pfedstavuje skupiny NO,, CN,
chlor, brom, jod, fluor, skupiny Me, COR*, COOR’ nebo OR*, kde R* je vodik nebo C;-Cg alkyl.

AA’ vtomto oktapeptidu je vybran ze skupiny, skladajici se z Phe, Trp, Pal, His, p-Nal,
3-pyridyl-alaninu (3-pyridyl-Ala), 4-pyridylalaninu (4-pyridyl-Ala), 2,4-dichlorfenylalaninu (2,4-
dichlor-Phe), pentafluorfenyl-alaninu (pentafluor-Phe), p-Z-fenylalaninu (p-Z-Phe) a o-Z-fenyl-
alaninu (0-Z-Phe), ve které Z je vybran ze souboru skladajiciho se ze skupiny Me, chloru, bromu,
fluoru, hydroxyskupiny, skupiny OMe a NO,. AA” je D-Cys, AA® je Phe, AA® je Lys, AA° je
Thr, AA’ je Val a AA' je Cpa.

Pfedmétem vyndlezu je rovnéz farmaceuticky prostiedek, ktery obsahuje ptedchazejici okta-
peptid, majici aktivitu agonisty urotensin II a farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ je vybran ze skupiny, zahrnujici fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky
roztok, dextrézu, vodu, glycerol, ethanol a jejich kombinace.

Vyndlezem je dale pouziti pfedchazejiciho oktapeptidu, majiciho aktivitu agonisty urotensin I
pfi pfiprave lé¢iva pro léCeni nenormélnich stavii, charakterizovanych podlimitni expresi aktivity
urotensinu-ll. Nenormalni stav je vybran ze skupiny, zahrnujici ischemickou nemoc srdce,
méstnavé selhani srdce, portalové hypertenze, jicnové krvéaceni, hypotenze, anginu pektoris,
infarkt myokardu, viedy, pocity uzkosti, schizofrenii, maniakalni depresi, delirium, demenci,
mentalni zaostalost a dyskinézi.
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Dale nasleduji definice.

»Polypeptidem® se rozumi jakykoli peptid (véetné cyklickych peptidi) nebo protein, obsahujici
dvé nebo vice aminokyseliny, spojené navzajem peptidovymi vazbami nebo modifikovanymi

5 peptidovymi vazbami. ,,Polypeptid se tykd jak kratkych fetézcl, obecné oznaCovanych jako
peptidy, oligopeptidy nebo oligomery, tak i delSich fetézeii, obecné oznaovanych jako proteiny.
Polypeptidy mohou obsahovat jiné aminokyseliny neZ je 20 geneticky-kddovanych aminokyselin.
»Polypeptidy obsahuji aminokyselinové sekvence modifikované bud’ pomoci pfirodnich procest
nebo technikami chemické modifikace, které jsou v oboru dobie znamé. K modifikaci muze

10 v polypeptidu dojit kdekoliv, véetné hlavniho fetézce peptidu, postrannich fetézcii aminokyseliny
a amino- nebo karboxylového zakonceni.

OznaCenimi, pouzivanymi zde pro polypeptidové zbytky aminokyselin, jsou takové zkratky,
které jsou bézné pouzivany v oboru. Méné bé€zné zkratky Abu, Cpa, Nle, Pal, Tle, Dip, 4-Fpa a

15 Nal zastupuji kazda zvIast’ 2-aminobutyrovou kyselinu, p-chlorfenylalanin, norleucin, 3-pyridyl-
2-alanin, terc-leucin, 2,2-difenylalanin, 4-fluorfenylalanin a 3-(2-naftyl)-alanin nebo 3-(1-naftyl)-
alanin.

»Alkylem™ se rozumi alifaticka uhlovodikova skupina s rozvétvenym nebo pf¥imym fetézcem.

20  Alkyl je popfipad¢é substituovan jednim nebo vice substituenty, které mohou byt stejné nebo
ruzné, a zahrnuji, ale nejsou na né omezeny, halogenové skupiny, cykloalkylové skupiny,
hydroxyskupiny, alkoxyskupiny, aminoskupiny, karbamoylové skupiny, acylamino-skupiny,
aroylaminoskupiny, karboxyskupiny, alkoxykarbonylové skupiny, aralkyloxykarbonylové nebo
heteroaralkyloxykarbonyl-ové skupiny. Predstavitelé alkylovych skupin zahrnuji, ale nejsou na

25 n¢ omezeny, methyl, trifluormethyl, cyklopropyl-methyl, cyklopentylmethyl, ethyl, n-propyl,
isopropyl, n-butyl, terc-butyl, n-pentyl, 3-pentyl, methoxyethyl a karboxymethyl. ,Niz§im
alkylem® je minéna alkylova skupina s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem, kterdA ma méné nez
11 atom uhliku, s vyhodou C;-Cjs alkyl.

30 ,Acylem® je minéna skupina, ktera ma strukturu
0
I
Reme G o
ve které R je vodik nebo alkylova skupina, jak je zde popsana. ,Niz§im acylem“ se rozumi
35 acylova skupina, kterd ma méné nez 11 atomd uhliku (jak v rozvétveném tak piimém fetézci),

vyhodné€ mezi 1 az 8 atomy uhliku (tj. R je vodik nebo nizsi alkyl).

.Niz$im alkanoylem“ je minéna acylova skupina podle vySe uvedeného popisu, ve které R je

nizsi alkyl.

40
»Arylem* je minéna monocyklickd nebo bicyklicka aromatickd skupina obsahujici od 6 do 12
atomi uhliku v kruhové ¢asti, vyhodné 6 az 10 uhliki v kruhové &asti, jako je fenyl, naftyl nebo
tetrahydronaftyl. ,,Arylalkylem“ je minéna alkylova skupina podle zde uvedeného popisu,
obsahujici arylovy substituent, jako je benzyl, fenethyl nebo 2-naftyl-methyl.

45

»Farmaceuticky pfijatelnou soli jsou minény netoxické adiéni soli s kyselinou nebo kovové
komplexy, které jsou bézné pouzivany ve farmaceutickém primyslu. Piiklady adi¢nich soli
s kyselinou obsahuji organické kyseliny, jako jsou kyseliny octovd, mlé&na, pamov4, maleinova,
citrénova, jablecna, askorbova, jantarova, benzoova, palmitova, korkova, salicylova, vinna,

50 methansulfonovd, toluensulfonova nebo trifluoroctova nebo podobné; polymerni kyseliny jako je
kyselina tiislova, karboxymethylceluléza nebo podobné; a anorganické kyseliny jako jsou
kyseliny chlorovodikova, bromovodikova, sirova, fosfore¢na nebo podobné. Kovové komplexy
obsahuji komplexy zinku, Zeleza a podobné.
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»Variantou®“ je minén polypeptid, ktery se li§i od referenéniho polypeptidu, ale zachovava si
podstatné vlastnosti. Obecné jsou odlisnosti omezeny tak, Ze sekvence referencniho polypeptidu
a varianta jsou celkové blizce piibuzné a v mnoha oblastech identické. Varianta a referencni
polypeptid se mohou lisit v aminokyselinové sekvenci jednou nebo vice substitucemi, adicemi
a/nebo delecemi v jakékoliv kombinaci. Substituovany nebo vlozeny aminokyselinovy zbytek
miZe nebo nemusi byt kodovan genetickym kodem. Varianta polypeptidu se mize vyskytovat
piirodné, tak jako allelické varianta, nebo muze byt variantou, o které neni znamo, Ze se vyskytu-
je pfirodné. Varianty polypeptidi nevyskytujici se ptirodné mohou byt ptipraveny mutagennimi
zpusoby nebo pfimou syntézou.

Obecné se varianta 1isi od referen¢niho polypeptidu substitucemi konzervativni aminokyseliny,
¢imz je zbytek substituovan jinym s podobnymi vlastnostmi (napf. kyselym, bazickym, aroma-
tickym atd.). Typické jsou substituce mezi Ala, Val, Leu a Ile; mezi Ser a Thr; mezi kyselymi
zbytky Asp a Glu; mezi Asn a Gln a mezi bazickymi zbytky Lys a Arg nebo aromatickymi
zbytky Phe a Tyr.

LHPostizenym* je minén Zivocich nebo Elovek trpici fyziologickym nebo psychologickym stavem
spojenym s U-II. Postizenym muze byt savec, véetné, ale bez omezeni na né, lidi a savcd, ktefi
nejsou lidmi, jako jsou primati, psi, kocky, prasata, kravy, ovce, kozy, koné, krysy, mysi a
podobni.

»Farmaceuticky pfijatelnym nosicem® je minén nosic, ktery je fyziologicky pfijatelny pro poda-
vani zivoCichovi, pfi zachovani lécebnych vlastnosti slouceniny s kterou je podavan. Jednim
ptikladem farmaceuticky pfijatelného nosice je fyziologicky roztok. Jiné fyziologicky pfijatelné
nosice a jejich formulace jsou znamy odbornikovi v oboru a popsany, napfiklad v Remington’s
Pharmaceutical Sciences, (18. vydani), vydavatel A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company,
Easton, PA.

»Aromatickou aminokyselinou® je minéna aminokyselina, ktera obsahuje aromatickou skupinu.
Ve vyhodnych ztélesnénich ma aromaticka aminokyselina nasledujici obecny vzorec (obecny
vzorec II)

Al
”—‘—?“—-—*CH
X C=

/ I

kde X predstavuje vazbu nebo vodik a Ar je Castice obsahujici popfipad€ substituovany aroma-
ticky kruh. Priklady Ar zahrnuji, ale bez omezeni na né&, nasledujici obecné strukturni vzorce, ve
kterych Y, pfedstavuje n pfipadnych substituenti an je 0, 1, 2 nebo 3
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et

Ve vyhodnych ztélesnénich, kazdy substituent Y nezavisle predstavuje skupiny NO,, CN, chlor,
brom, jod a fluor, skupiny Me, COR’, COOR* nebo OR*, kde R* je vodik nebo C;-Cgalkyl.
Piiklady aromatickych aminokyselin zahrnuji, ale nejsou na né omezeny, Phe, Cpa, Trp, Pal, His,
B-Nal, 3-pyridylalanin (3-pyridyl-Ala), 4-pyridylalanin (4-pyridyl-Ala), 2,4-dichlor-fenylalanin
(2,4-dichlor-Phe), pentafluorfenylalanin (pentafluor-Phe), p-Z-fenylalanin (p-Z-Phe), ve kterych
Z je vybran ze skupiny skladajici se z Me, chloru, bromu, fluoru, skupin OH, OMe a NO,.

CHy

Piiklady provedeni vynélezu

Piavodci predlozeného vynalezu zjistili, Ze minimalni &asti sekvence U-II, ktera si zachovava
plnou biologickou aktivitu, je oktapeptid Asp-cyklo[Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys]-Val-OH (identi-
fika¢ni ¢islo sekvence (SEQ ID NO): 3), ktery odpovidd hUII(4-7). Tento oktapeptid skutedné
ma vétsi potenci, nez Giplné sekvence lidského a rybiho U-II, pfi vyvolani kontrakce aorty krysy a
pfi vazani k této tkani.

Na zaklad€ této vychozi sekvence byla syntetizovana fada cyklickych oktapeptidd, které vykazuji
aktivitu antagonisty U-II. Bylo zjisténo, ze tyto peptidy vykazuji mirnou afinitu k receptoriim
U-II a jsou schopny blokovat fazové kontrakce v kruhovych pasech torakalni aorty krysy vyvo-
lané U-II. Polypeptidy podle pfedkladaného vynéalezu maji obecny vzorec (obecny vzorec I)

(RY),-AA'cyklo[AA>-AA’-AA"-AA’ - AA -Cys]-AAT-R? M

ve kterém

AA'  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA’  je L nebo D isomer Cys;

AA’  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA*  je L nebo D isomer Trp;

AA’  je L nebo D isomer Lys, N-Me-Lys nebo Orn;

AA® je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické
aminokyseliny;

AA’ je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické
aminokyseliny;

R' Jje vodik, nizsi alkyl, nizsi alkanoyl nebo niZzsi acyl;

a je 1 nebo 2; a
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R’ je skupina OH, OR?, N(R3)2 nebo NHR3, kde R® je vodik, nizsi alkyl nebo arylalkyl.

Terapeuticky u¢inné mnozstvi polypeptidu obecného vzorce I nebo jeho varianty nebo jeho
farmaceuticky pfijatelné soli, mize byt podavano oralng, parenteralné (napt. nitrosvalovou, nitro-

5 pobfisnicovou, nitrozilni nebo subkutanni injekci nebo implantatem), nasalné, vaginalné, rektal-
n¢, sublingvalné nebo lokalné, ve smési s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em upravenym pro
zplisob podavani.

Zpusoby pro pripravu prostiedki dobfe znamé v oboru je mozno nalézt naptiklad v Remington’s
10 Pharmaceutical Sciences, (18. vydani), vydavatel A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company,
Easton, PA. Prostfedky urfené pro oralni pouziti mohou byt pfipraveny ve formach pevnych
latek nebo kapalnych formach podle jakéhokoliv zpiisobu znamého v oboru pokud jde o pfipravu
farmaceutickych prostiedkii. Prostiedky mohou poptipadé obsahovat sladidla, pfichuti, barviva,
vonné latky a/nebo konzervaéni ¢inidla pro zajisténi chutnéj$i kompozice. Davky ve formé pev-
15 nych latek pro oralni podavani zahrnuji kapsle, teblety, pilulky, prasky a granule. V takovych for-
mach v podob¢ pevnych latek je aktivni slouenina smichana s nejméné jednim inertnim farma-
ceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo excipientem. Ty mohou napfiklad zahrnovat inertni fedidla,
jako je uhli¢itan vapenaty, uhliCitan sodny, laktoza, sacharéza, Skrob, fosfore€nan vépenaty,
fosfore¢nan sodny nebo kaolin. Pojiva, pufrovaci ¢inidla a/nebo mazadla (napf. stearat hofecnaty)
20 mohou byt také pouzity. Tablety a pilulky mohou byt navic pfipraveny s enterickymi povlaky.

Davky v kapalné formé pro oralni podavani zahrnuji farmaceuticky pfijatelné emulze, roztoky,

suspenze, sirupy a mékké zelatinové kapsle. Tyto formy obsahuji inertni fedidla bézn& pouzivana

v oboru, jako je voda nebo olejové médium. Kromé takovych inertnich fedidel, mohou pro-
25 stiedky také obsahovat adjuvans, jako jsou zvih&ovadla, emulgatory a suspenzaéni ¢inidla.

Prostfedky pro parenteralni podavani zahrnuji sterilni vodné nebo nevodné roztoky, suspenze
nebo emulze. Piiklady vhodnych vehikul zahrnuji propylenglykol, polyethylenglykol, rostlinné
oleje, zelatinu, hydrogenované naftaleny a injektaZe schopné organické estery, jako je ethyl-oleat.
30 Takové prostiedky mohou také obsahovat adjuvans, jako jsou konzerva¢ni, smaceci, emulgaéni a
dispergacni ¢inidla. Biokompatibilni, biologicky degratovatelny laktidovy polymer, laktid/glyko-
lidovy kopolymer nebo polyoxyethylen-polyoxypropylenové kopolymery mohou byt pouzity pro
fizeni uvolfiovani slouCenin. Jiné potencialné vyuzitelné parenteralni dorudovaci systémy pro
polypeptidy podle tohoto vynilezu zahrnuji Eastice ethylen-vinylacetatového kopolymeru,
35 osmotické pumpy, implantovatelné infuzni systémy a liposomy.

Kapalné prostiedky mohou byt sterilizovany napiiklad pomoci filtrace pies bakterie zadrzujici
filtr, pomoci zaclenéni sterilizaéniho ¢inidla do kompozic nebo ozéafenim nebo zahtatim kompo-
zic. Alternativné mohou byt prostfedky pfipravovany ve formé sterilni kompozice ve formé

40 pevné latky, kterd miZe byt rozpusténa v sterilni vod& nebo n&kterych sterilnich injektovatelnych
médiich bezprostifedné pred pouzitim.

Prostfedky pro rektalni a vaginalni podavani jsou vyhodné ve formé &ipki, které mohou obsa-
hovat, navic k aktivnim latkam, excipienty, jako je kakaové maslo nebo &ipkovy vosk. Prostiedky
45 pro nasalni nebo sublingvélni podavani se také pfipravuji se standarnimi excipienty znamymi
v oboru. Prostiedky pro inhalaci mohou obsahovat excipienty, naptiklad laktozu, nebo mohou byt
vodnymi roztoky obsahujicimi napfiklad polyoxyethylen-9-laurylether, glykocholat a deoxy-
cholét nebo mohou byt olejovymi roztoky pro podavani ve formé nosnich kapek nebo spreje nebo
Jjako gel.
50
Mnozstvi aktivnich slozek v prostfedcich podle tohoto vynalezu se mize lisit. Odbornik v oboru
oceni, ze presné individualni davky mohou byt upraveny tak trochu v zévislosti na fadé riznych
faktord, vetn& polypeptidu, ktery je podavan, dobé podavani, zpiisobu podavani, povaze pro-
stredku, rychlosti exkrece, povaze stavii postizeného a véku, hmotnosti, zdravotnim stavu a rodu
55 pacienta. Navic zavaznost stavu spojeného s U-II, ktery je lé¢en, bude mit také vliv na urovei
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davky. Obecné jsou denné podavany urovné davky mezi 0,1 pg/kg a 100 mg/kg télesné hmot-
nosti jako jedna davka nebo rozdé€len¢ do vice davek. Vyhodné je obecny rozsah davky mezi
250 pg/kg a 5,0 mg/kg télesné hmotnosti za den. Z hlediska odli$nosti (¢innosti ruznych zplsobi
podavani se mize ocekavat Siroka rtiznorodost v potiebnych davkach. Napiiklad se obecné

5 ocekava, ze oralni poddvani vyzaduje vy$si Grovné davky, nez podavani nitroZilni injekei.
OdliSnosti v t€chto urovnich davky mohou byt upraveny za pouziti standardnich empirickych
zplsobii optimalizace, které jsou v oboru dobfe znamé. Obecné, ptesna terapeuticky ucinna
davka bude stanovena oSetfujicim lékarem pii posouzeni vyse identifikovanych faktord.

10 Polypeptidy podle tohoto vynalezu mohou byt podavany v prostiedku s prodlouzenym uvoliiova-
nim, jako jsou prostfedky popsané napt. v patentech US 5672 659 a US 5595 760. Pouziti
prostfedkid s okamzitym nebo prodlouzenym uvoliiovanim zavisi na typu stavu, ktery je 1é¢en.
Pokud je stav tvofen akutni nebo nadakutni poruchou, bude upfednostiiovano 1é¢eni pomoci
formy s okamzitym uvolilovanim proti kompozici s prodlouZzenym uvolfiovanim. Alternativné

15 pro preventivni nebo dlouhodoba 1é¢eni je upfednostiiovana kompozice s prodlouzenym pouZi-
vanim.

Polypeptidy podle tohoto vynalezu mohou byt p¥ipraveny jakymkoliv vhodnym zpisobem. Poly-
peptidy mohou byt izolovany z pfirodné se vyskytujicich zdroji, pfipraveny rekombinanéné nebo

20  ptipraveny synteticky nebo pfipraveny pomoci kombinace téchto zplisobi. Syntéza kratkych
peptidii je v oboru dobfe zndma. Viz napt. Stewart a kol., Solid Phase Peptide Synthesis (Pierce
Chemical Co., 2. vydani, 1984). Peptidy podle pfedkladaného vynalezu mohou byt syntetizovany
podle zpiisobi standardnich syntéz peptidi znamych voboru a doloZenych v ptikladu 1
uvedeném nize.

25

Priklad 1

Pouziti kruhovych pasu krysi aorty pro zkousku antagonisti U-II
30
Samci krys z chovu Sprague-Dawley (250 az 350 g), které se umisti do karantény 5 az 7 dni pred
pokusy se utrati dekapitaci (pokusy jsou schvaleny Poradnim vyborem pro zdroje zvifat
(Advisory Committee For Animal Resources), fakulta lékaistvi university v Tulane (Tulane
University School of Medicine)). Odpreparuje se torakalni aorta zbavena spojovaci tkané a
35 rozieZe se do krouzki o asi 1,5 mm na $itku. Krouzky se suspenduji v 15 ml 1azn& pro orgéany,
kterd obsahuje Krebsiiv roztok s vysokou koncentraci drasliku (9,15 g/l chloridu draselného,
2,1 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného, 1,0 g/l glukdzy, 0,16 g/l jednosytného fosforeénanu drasel-
n¢ho, 0,14 g/l siranu hofe¢natého (bezvodého) a 0,22 g/l chloridu vapenatého (dihydridu)).

40 Na tkané€ se aplikuje optimalni napéti (0,2 g) a médium 14zn& se udrzuje na 37 °C a probublava se
smési 95 % plynného kysliku/5 % oxidu uhligitého. Pfed instalovanim v lazni pro organy se pro
odstranéni vrstvy endothelidlnich bunék vybrané preparaty otfou navlhdenym vatovym tampé-
nem a uCinek tohoto postupu se zkousi za pouziti acetylcholinového relaxaéniho testu. (Gibson
A., Br. J. Pharmacol., 91, 205 (1987)). Krouzky zaorty se nechaji 90 min prechizet do

45 rovnovazného stavu pfi optimalnim napéti. Béhem obdobi piechodu do rovnovazného stavu se
roztok v lazni vyménuje kazdych 15 minut. Kontraktilni reakce krouzkii aorty na riizné koncen-
trace peptidi se vyjadfuji ve voltech. Zmény v napéti arterialnich hladkych svalii se zaznamenava
isometricky za pouZiti pfevadéce posunu vlivem sily (force-displacement transducer) (spole&nost
Radnoti) a systému AcqKnowledge ACK 100 verze 3.2 (spole¢nost BIOPAC Systems, Inc., Santa

50 Barbara, CA).

Ve zkumavkach z kfemikovaného skla se peptidy rozpusti v deionizované vodé pti koncentraci
1 ug/1 pul (zdsobni roztok) a potom se zfedi v poméru 1 : 10 sterilnim fyziologickym roztokem
BSA (0,1 % BSA, frakce V, od spole¢nosti Sigma, St. Louis, v 0,9% roztoku chloridu sodného).
55 VSechny peptidové roztoky se piipravi bezprostfedné pted pokusy. Peptidy v rozmezich
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koncentraci od 10 do 1072 mol/l v kone&ném objemu 16 az 80 pl se ptimo zavedou do lazné se
zkousenym orgénem, kterd obsahuje Krebsiiv pufr a je nepretrzité sycena plynem o slozeni 95 %
kysliku a 5 % oxidu uhli¢itého, a krouzky aorty se udrzuji pod optimalnim klidovym napétim (od
1 do 0,2 g). Peptidy vyvolané zmény v napéti aortovych krouzki se zaznamenavaji pomoci pie-
vadéée posunu vlivem sily (force-displacement transducer) a zpracovavaji pomoci poc¢itacového
systému od spole¢nosti BIOPAC Inc., jak je popsan vyse. Kazdy krouzek se vystavi plsobeni
pouze jedné koncentrace peptidu.

Pouzitim technik zkou$ek znamych v oboru se zjistilo, Ze minimalné plné potentni sekvenci U-II
je oktapeptid Asp-cyklo[Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys]-Val-OH (identifikacni ¢islo sekvence (SEQ
ID NO): 3), ktery je pfi vyvolani staht krysi aorty skute¢né potentngjsi nez aplné lidské a rybi
sekvence. Zjistilo se, Ze razni antagonisté somatostatinu (SRIF) maji schopnost blokovat fazové
stahy v kruhovych krouzcich krysi torakalni aorty vyvolané U-II. Polypeptid Cpa-cyklo[D-Cys-
Phe-Trp-Lys-Thr-Cys]-Val-NH; byl silnym antagonistou U-II sICsy o velikosti 2 nm. Dalsi
slouceniny, které byly testovany, jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1 nize.

Tabulka 1

Konstanty ICs, (nm) antagonisty SRIF proti stimulaci fazovych stahi krysi aorty pomoci U-II

Polypeptid 1Cso
Cpa{-D-Cys-Pal-Trp-Lys-Thr-Cys-}-Cpa-NH,
(identifikacni Cislo sekvence : 11) 2

PATENTOVE NAROKY

1. Antagonista cyklického oktapeptidu urotensin II, majici obecny vzorec
(R")-AA'-cyklo[AA-AA’-AA'-AA’-AA’-Cys]-AAT-R’,

ve kterém

AA'  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA’  je L nebo D isomer Cys;

AA’  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA*  je L isomer Trp;

AA’  je L nebo D isomer Lys, N-Me-Lys nebo Orn;

AA® je L nebo D isomer Val, Thr,Leu, Ile, terc-Leu, Abu, Nle;

AA’ je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, lle, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické amino-

kyseliny;
R' je vodik, nizsi alkyl, nizsi alkanoyl nebo nizsi acyl;
a je I nebo2;a

R*>  je skupina OH, OR’, N(R*), nebo NHR?, kde R’ je vodik,
niz$i alkyl nebo arylalkyl;
nebo

farmaceuticky pfijatelna sl uvedeného polypeptidu.
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2. Oktapeptid podle naroku 1, ve kterém ma uvedena aromaticka aminokyselina obecny vzorec

HgC"‘""“‘""Al'
e N CH

X C==0

5 ve kterém X je vodik nebo vazba a Ar piedstavuje Castici vybranou ze souboru, skladajiciho se z

a HN‘P '

ve kterém n je 0, 1, 2 nebo 3 a kazdy substituent Y nezavisle predstavuje skupiny NO,, CN,
10 chlor, brom, jod, fluor, skupiny Me, COR4, COOR* nebo OR*, kde R je vodik nebo C;-Cgalkyl.

CH,

3. Oktapeptid podle naroku 1, ve kterém AA” je vybran ze skupiny skladajici se z Phe, Trp, Pal,
His, B-Nal, 3-pyridyl-alaninu (3-pyridyl-Ala), 4-pyridylalaninu (4-pyridyl-Ala), 2,4-dichlorfenyl-
alaninu (2,4-dichlor-Phe), pentafluorfenyl-alaninu (pentafluor-Phe), p-Z-fenylalaninu (p-Z-Phe) a

15 o-Z-fenylalaninu (o-Z-Phe), ve které Z je vybran ze souboru skladajiciho se ze skupiny Me,
chloru, bromu, fluoru, hydroxyskupiny, skupiny OMe a NO,.

4. Oktapeptid podle naroku 1, ve kterém AA’ je D-Cys.

-12-
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5. Oktapeptid podle naroku 4, ve kterém AA® je Phe, AA’ je Lys, AA® je Thr, AA” je Val a AA'
je Cpa.

6. Oktapeptid podle naroku 5, ve kterém ma uvedeny polypeptid vzorec Cpa-cyklo[D-Cys-Phe-
Trp-Lys-Thr-Cys]-Val-NH, (identifikac¢ni islo sekvence : 5).

7. Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje cyklicky oktapeptid
podle nékterého znarokd 1 az 6, majici aktivitu antagonisty urotensin II a farmaceuticky
pfijatelny nosic.

8. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ je vybran ze skupiny, zahrnujici fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky
roztok, dextrozu, vodu, glycerol, ethanol a jejich kombinace.

9. Pouziti cyklického oktapeptidu podle nékterého z narokd 1 az 6, majiciho aktivitu antago-
nisty urotensin Il pfi pfipravé 1éCiva pro 1éCeni nenormalnich stavi charakterizovanych nadmér-
nou aktivitou urotensinu-IL.

10. Pouziti podle naroku 9, kde nenormalni stav je vybran ze skupiny, zahrnujici ischemickou
nemoc srdce, méstnavé sethani srdce, portalové hypertenze, jicnové krvaceni, hypotenze, anginu
pektoris, infarkt myokardu, viedy, pocity uzkosti, schizofrenii, maniakalni depresi, delirium,
demenci, mentalni zaostalost a dyskinézi.

11. Pouziti podle naroku 10, kde nenormalnim stavem je ischemicka nemoc srdce.

12. Pouziti podle naroku 10, kde nenormalnim stavem je méstnavé selhani srdce.

13. Pouziti podle naroku 10, kde nenormalnim stavem je portalova hypertenze.

14. Pouziti podle naroku 10, kde nenormalnim stavem je jicnové krvaceni.

15. Agonista cyklického oktapeptidu urotensin 11, majici obecny vzorec
(R"),-AA'-cyklo[AAZ-AA*-AA*-AA’-AAS-Cys]-AA’-R?,

ve kterém

AA'  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA’  je L nebo D isomer Cys;

AA’  je L isomer aromatické aminokyseliny;

AA*  jeL isomer Trp;

AA’  je L nebo D isomer Lys, N-Me-Lys nebo Orn;

AA®  je L nebo D isomer Val, Thr, Leu,lle, terc-Leu, Abu, nebo Nle;

AA’ je L nebo D isomer Val, Thr, Leu, lle, terc-Leu, Abu, Nle nebo aromatické amino-

kyseliny;
R je vodik, nizsi alkyl, niz8i alkanoyl nebo nizsi acyl;
a je I nebo2;a

R’ je skupina OH, OR®, N(R*), nebo NHR?, kde R’ je vodik,
niz8i alkyl nebo arylalkyl;
nebo

farmaceuticky pfijatelna sal uvedeného polypeptidu.
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16. Oktapeptid podle naroku 15, ve kterém ma uvedena aromaticka aminokyselina obecny
vzorec

H,C—Ar
= N——CH

X C==0

/

5 vekterém X je vodik nebo vazba a Ar piedstavuje astici vybranou ze souboru skladajiciho se z

LT OO0

S« NG
NN *n—-\l /-

a

CH,

ve kterém n je 0, 1, 2 nebo 3 a kazdy substituent Y nezéavisle pfedstavuje skupiny NO,, CN,
chlor, brom, jod, fluor, skupiny Me, COR*, COOR" nebo OR*, kde R* je vodik nebo C,-Cgalkyl.

17. Oktapeptid podle naroku 15, ve kterém AA’ je vybran ze skupiny skladajici se z Phe, Trp,

Pal, His, B-Nal, 3-pyridyl-alaninu (3-pyridyl-Ala), 4-pyridylalaninu (4-pyridyl-Ala), 2,4-dichlor-

fenylalaninu (2,4-dichlor-Phe), pentafluorfenyl-alaninu (pentafluor-Phe), p-Z-fenylalaninu (p-Z-

Phe) a o-Z-fenylalaninu (o-Z-Phe), ve které Z je vybran ze souboru skladajiciho se ze skupiny
15 Me, chloru, bromu, fluoru, hydroxyskupiny, skupiny OMe a NO,.

18. Oktapeptid podle naroku 15, ve kterém AA? je D-Cys.
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19. Oktapeptid podle naroku 15, ve kterém AA® je Phe, AA® je Lys, AA® je Thr, AA’ je Val a
AA' je Cpa.

20. Farmaceuticky prostfedek, vyznacéujici se tim, Ze obsahuje cyklicky oktapeptid
s podle nekterého znérokd 15 aZz 19, majici aktivitu agonisty urotensin II a farmaceuticky
ptijatelny nosic.

21. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 20, vyzna&ujici se tim, Ze farmaceuticky
pfijatelny nosi¢ je vybran ze skupiny, zahrnujici fyziologicky roztok, pufrovany fyziologicky
10 roztok, dextrozu, vodu, glycerol, ethanol a jejich kombinace.

22. Pouziti cyklického oktapeptidu podle nékterého z naroki 15 az 19, majiciho aktivitu agonisty
urotensin II, pfi pfipravé léciva pro 1é¢eni nenormalnich stavii, charakterizovanych podlimitni
expresi aktivity urotensinu-II.

23. Pouziti podle naroku 22, kde nenormalni stav je vybran ze skupiny, zahrnujici ischemickou
nemoc srdce, méstnavé selhani srdce, portalové hypertenze, jicnové krvaceni, hypotenze, anginu
pektoris, infarkt myokardu, viedy, pocity tzkosti, schizofrenii, maniakalni depresi, delirium,
demenci, mentalni zaostalost a dyskinézi.

20

Konec dokumentu
25
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