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(54) Nazev pfihlagky vynalezu:
Lé¢ivo pro prevenci nebo sniZovani rozvoje
pénovych bunék nebo jejich odstraiiovani, pro
prevenci nebo 1é¢bu choroby krevnich cév, pro
prevenci nebo sniZovani proliferace bunék, pro
1é¢bu nebo prevenci rakoviny nebo Alzheimerovy
choroby, inhibitor aktivity PPARdelta,
farmaceuticky prostiedek a zpiisob identifikace
sloudeniny a tato sloucenina

(57) Anotace:

Je popsano pouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu
1é&iva pro prevenci nebo sniZzovani rozvoje pénovych bunék z
makrofagi nebo jinych bungk nebo odstrafiovani pénovych
bunék, pro prevenci nebo 1ébu choroby krevnich cév spjaté s
tvorbou platu a/nebo trombotické blokady krevnich cév, pro
prevenci nebo sniZovani proliferace bungk a pro lé€bu nebo
prevenci rakoviny nebo Alzheimerovy choroby. Dale je
popsan inhibitor aktivity PPARS pro pouziti v 1ékaistvi a
farmaceuticky prostiedek s jeho obsahem, jakoZ i zplisob
identifikace sloudeniny, kterd miZe byt vodici slou¢eninou
nebo kterou lze pouZit jako vodici sloudeninu nebo ktera
inhibuje aktivitu PPARS a sloucenina takto identifikovatelna.
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Léc¢ivo pro prevenci nebo sniZovdni rozvoje pénovych bunék
nebo jejich odstrafiovdni, pro prevenci nebo 1é&bu choroby
krevnich cév, pro prevenci nebo sniZovéni proliferace bunék,
pro lécbu nebo prevenci rakoviny nebo Alzheimerovy choroby,
inhibitor aktivity PPARS, farmaceuticky prostfedek a zplisob
identifikace sloudeniny a tato sloudenina

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka pouziti inhibitoru aktivity
PPARS pro vyrobu lé¢iva pro prevenci nebo sniZovani rozvoje
pénovych bunék z makrofdgli nebo jinych bunék nebo
odstrarnovani pénovych bunék, pro vyrobu lé&iva pro prevenci
nebo léc¢bu choroby krevnich cév spjaté s tvorbou platu
a/nebo trombotické blokddy krevnich cév, pro vyrobu lédiva
pro prevenci nebo sniZovani proliferace bunék a pro vyrobu
léc¢iva pro 1lécbu nebo prevenci rakoviny nebo Alzheimerovy
choroby. Vyndlez se ddle tykd inhibitoru aktivity PPARS$ pro
pouziti v lékarstvi a farmaceutického prostredku s jeho
obsahem, jakoZ i zpusobu identifikace sloudeniny, ktera mtZe
byt vodici slouceninou nebo kterou lze pouzit jako vodici
slouc¢eninu nebo kterd inhibuje aktivitu PPARS§ a slouceniny
takto identifikovatelné.

Dosavadni stav techniky

Homeostadza 1lipidl je béhem normdlniho vyvoje a ve
stavu zdravi disledné rizena, av$ak dysfunkce homeostazy
lipidd vede k rozvoji chorob, jako je aterosklerdza, obezita,
diabetes a rakovina. Kritické reguldtory v homeostaze lipidd
zahrnuji rodinu transkripé&nich faktoru vnimajicich lipidy
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(lipid sensing transcription factors), znamych jako
peroxisomovym proliferdtorem aktivované receptory (Peroxisome
Proliferator Activated Receptors = PPAR). PPAR jsou &leny
podrodiny steroidni hormon/jaderny receptor, které jsou
aktivovany strukturné rozliénymi chemik&liemi, jako jsou
mastné Kyseliny, prostanoidy, hypolipidemika, nesteroidni
protizanétlivéd 1lé&iva, senzitizéry inzulinu a latky
zne¢istujici Zivotni prostfedi (1, 2). Prvni popsany PPAR,
PPARa, ridi metabolismus lipidd v jdtrech a je aktivovan
lécivy sniZujicimi lipidy, jako je klofibrat (3, 4). Mysi
s naruSenym genem kédujicim PPARa maji deficit schopnosti
metabolizovat a secernovat hepatické lipidy, pricemz
hepatocyty v odpovéd na hypolipidemickd 1lé&iva akumuluji
velké lipidové kapky (4). Dalsi isoforma, PPAR-gamma, je
vyzZadovana pro lipidy stimulovany vyvoj adipocytu.
PPAR-gamma je nukledrni receptor pro prostanoidy s vysokou
afinitou (5) a je farmakologickym cilem thiazolidindionové
skupiny
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antidiabetickych &inidel, jako je rosiglitazon (BRL49653)
(6), mezindrodni patentovd p¥ihlaska publikadéniho &isla
WO 94/05659 (SmithKline Beecham PLC). Genetickd ablace
tohoto genu je letd&lni (7).

Funkce dalsi formy PPAR, PPARS, neni znéma. O
PPARS existuji zpravy, Ze je ve vSech vy3etfovanych tkanich
exprimovan na velmi nizkych hladinédch (8), pavodci v3ak
nyni nalezli, Ze PPARS je exprimovén selektivné& v bufkéch
monocytdrni/makrofdgové linie a je upregulovén, spolu s
PPARy, bé&hem forbolesterem indukované diferenciace

makrofidgd. PPARS je senzorem mastnych kyselin a je
aktivovadn nenasycenymi kyselinami kyselinou linoleovod a
kyselinou olejovou, pfriCemz u téchto kyselin se uvaZuje, Ze
jsou dilezitymi signdlnimi slouceninami p¥i diferenciaci
monocytd (9, 10, 11). PPARS neni aktivovan fibratovymi
léc¢ivy, jako je klofibrat, nebo thiazolidindiony, jako Je

BRL49653.

WO 97/28149 (Merck & Co, Inc.) popisuje agonisty
PPARS, o nichZ se mé& za to, Ze jsou uZitelné p#i zvy3ovani
plasmatickych hladin lipoprotein® s vysokou hustotou (HDL)
u savcl a p¥i prevenci, zastaveni nebo zpomaleni progrese

aterosklerotickych kardiovaskulédrnich chorob.

O dietéch s vysokym obsahem tukl je znémo, Ze
jsou hlavnim faktorem p¥i rozvoji aterosklerédzy, pfilemzZ
mnohé& léciva pouzZivana pri 1écbé aterosklerdzy modifikuijil
metabolismus lipidé. Lipidy Jjsou v pénové bunice odvozené
z makrofagu, coZ jsou vysoce aktivované makrofigy, které
jsou vyplnény kapkami lipid, fyzicky spjaty s patologii
aterosklerdzy. Tyto pé€nové bunky jsou ve vysokych

koncentracich pfitomny ve vaskuldrnich lézich znamych jako
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pléaty (ateromy), které eventudlné praskaji, coZ vede

k trombotické blokddé& cév. Tato blokdda se mliiZe klinicky
manifestovat jako infarkt myokardu, mrtvice nebo periferni
arteridlni choroba. Pavodci nyni ukdzali, Ze myS$i makroféagy
a lidsk& linie monocytérnich buné&k THP-1 exprimuji PPARS |
pfi aktivaci forbolestery. Aktivované buiky THP-1 se
stdvaji adherentnimi a rozprostiraji se po plastikovych
kultivacénich miskéch. Za pfihodnych podminek mastnych
kyselin se tyto bunky naplni lipidy, Jjak se detekuje
barvenim 0il Red O a premé&ni se na pénové bufiky. Tyto buiiky
exprimuji geny, které jsou in vivo spjaty s pénovymi
bufikami, jako je IL-1fB, TNFa, IGF-1, CD36, MPC-1 a
tromboxansyntaza. Tyto buiiky poskytuji model pro lipidy
navozenou tvorbu pénovych bunék. Tato akumulace zamezena
kandidatskymi anti-sklerotickymi 1écivy, jako je BRL49653,
gim? se vykazuje antisklerotickd vlastnost léciva a to, Ze
tento model Jje uéiteény'pfi identifikaci antisklerotickych
1é&iv. Toto stanoveni se miZe provadét ve formdtu
mikrotitrovych desek a lipidové barveni kvantifikovano

opticky na &¢itac¢i mikrotitrovych desek.

Za pouZiti volitelného expresniho vektoru
modifikovali puvodci butky THP-1 k expresi RNA kom-
plementédrni k RNA kédujici PPARS (PPARS antisense RNA) Tato
buné&néd linie roste normédlné v kultufe, avSak pri oSetfeni
forbolesterem se ddle nediferencuje. Barveni této bunécné
linie po o3etfeni forbolesterem odhali, Ze buiky zahynuly.
Inhibice funkce PPARS tedy zméni odpovéd na zanétlivy
podnét z diferenciace na smrt. Ateroskleroticky plat je
vyplnén pénovymi bufikami odvozenymi z vysoce aktivovanych
makrofagl, pricemZ lokdlni koncentrace medidtoru zanétu
jsou v platu velmi vysoké. AniZ by byli vazani né&jakou

teorii puvodci maji za to, Ze inhibice funkce PPARS




v pénOVYCh burikdch, napf¥iklad v ateromovych 1lézich, bude
uZitednd k iniciaci samodestrukéni kaskady uvnit¥ pléatu.
Rizené odstranéni pénovych bunék bez z&nétu nebo nekrdédzy bylo
v soucasnosti ukdzano jako uUcinny zplsob navozeni regrese
platu za pouziti protismyslové terapie proti BCL-X (Pollman

a kol., Nature Medicine, 4, 222 az 227 (1998)). Cileni PPARS
v aktivovanych makrofdzich je, jak pavodci veri,
pravdépodobné vysoce specifické, jelikoZ je odpovédi, které
zdleZzi na specifickém fenotypovém stavu aktivované pénové
bunky.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vyndlezu je pouzZiti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro prevenci nebo snizovani
rozvoje pénovych bunék z makrofadgd nebo jinych bunék nebo

odstranovani pénovych bunék.

Predmétem tohoto vynalezu také je pouZiti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu lé¢iva pro prevenci nebo snizovani
rozvoje pénovych bunék z makrofagd nebo jinych bunék nebo
odstrafiovani pénovych bunék u pacienta.

Predmétem tohoto vyndklezu ddle je pouziti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro prevenci nebo léc¢bu
choroby krevnich cév spjaté s tvorbou platu a/nebo
trombotické blokady krevnich cév.

Predmétem tohoto vyndletu rovnéz je pouziti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro prevenci nebo snizovani
proliferace bunék jakoZz i léc¢iva pro léc¢bu nebo prevenci
rakoviny.




Predmétem tohoto vyndlezu téz je pouZiti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro 1é&bu nebo prevenci
Alzheimerovy choroby.

Predmétem tohoto vynalezu také je pouziti inhibitoru
aktivity PPAR$ pro vyrobu léciva pro nékterou z vyse
uvedenych aplikaci, kde inhibitorem aktivity PPARS Jje
sloudenina, ktera brani expresi PPARS V burice.

Predmétem tohoto vyndlezu taktéZ je pouziti inhibitoru
aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro nékterou z vyse
uvedenych aplikaci, kde inhibitorem aktivity PPARS Jje
sloudenina, kterd blokuje uU¢inek agonisty PPARS.

Pfedmé&tem tohoto vyndlezu je inhibitor aktivity PPARS

pro pouziti v lékarstvi.

Dalsim predmétem tohoto vynalezu Jje farmaceuticky
prostredek, ktery obsahuje inhibitor aktivity PPARS

a farmaceuticky pf¥ijatelny nosic.

predmétem tohoto vyndlezu je zplsob identifikace
sloudeniny, kterd mizZe byt vodici sloudeninou nebo kterou lze
pouzit jako vodici sloudeninu k pripravé slouceniny, ktera
miZe byt uZitednad v lékarstvi, jehoZ podstata spoc¢iva v tom,
Ze zahrnuje selekci slouceniny, kterd inhibuje aktivitu
PPARS.

Predmétem tohoto vyndlezu také je zpusob identifikace
sloudeniny, kterd miZe byt vodici slouéeninou nebo kterou lze
pouzit jako vodici slouceninu k pripravé slouceniny, ktera

maze




1) zabratiovat nebo sniZovat rozvoj pénovych bunék

z makrofdgli nebo jinych bunék nebo odstrariovat pénové bunky,

2) zabranovat nebo byt
spjaté s tvorbou platu
cév,

3) zabranovat nebo byt

4) zabranovat nebo byt
choroby,

jehoZ podstata spociva

uzitedéna pri 1lécbé
a/nebo trombotické

v tom, 2Ze zahrnuje

cévni choroby
blok&dy krevnich

rakoviny nebo

Alzheimerovy

selekci slouceniny,

ktera inhibuje aktivitu PPARS.

Predmétem tohoto vyndlezu rovnéz je Zpﬁsob
identifikace sloudeniny, ktera inhibuje aktivitu PPARS, jehoZ
podstata spociva v tom, Ze z knihovny testovanych sloucenin
se vybere jakdkoli sloudenina, ktera inhibuje aktivitu PPARS.

Predmétem tohoto vyndlezu také je zpusob identifikace
sloudeniny, kterd miZe byt vodici slouceninou nebo kterou lze
pouzit jako vodici slouc¢eninu k pripravé slouceniny, ktera

mize

1) zabrahovat nebo sniZovat rozvoj pénovych bunék
z makrofagtl nebo jinych bunék, nebo odstranovat pénové bunky

nebo

2) zabrafiovat nebo byt uZiteénd pri 1écbé cévni choroby
spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady krevnich

cév,




jehoZ podstata spoc¢ivd v tom, Ze zahrnuje kroky selekce:
a) vhodné populace primérhich bunék nebo bunécé¢né linie,

b) dodani bunééné linii zanétlivého podnétu nebo ristového
faktoru, ktery usnadrnuje diferenciaci na prekurzor peénove

bunky,

c) dodani k prekurzoru pénové burikky vhodné koncentrace mastné
kyseliny a

d) zméreni akumulace mastné kyseliny v bunce za pritomnosti

nebo nepritomnosti této sloucéeniny.

Predmétem tohoto vyndlezu je sloucenina, kterada je
identifikovatelna zplUsoby popsanymi vysSe.

Dalsim predmétem tohoto vyndlezu je bezprostredné vyse
zminénad sloudenina pro pouziti v lékarstvi, jakoz
i farmaceuticky prostredek, jehoZ podstata spodivad v tom, Ze
obsahuje tuto slouc¢eninu a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Predmétem tohoto vyndlezu také je pouZiti sloucCeniny
takto identifikovatelné pro vyrobu léiva pro prevenci nebo
sniZovani rozvoje pé&novych bunék z makrofagi nebo jinych
bunék nebo odstranovani pénovych bunék nebo prevence nebo
1é&by cévni choroby spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické
blokddy krevnich cév.

Predmétem tohoto vyndlezu koneéné je jakékoli nové
pouziti pro vyrobu lé&iva pro lé&bu nebo prevenci choroby
krevnich cév spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické
blokady krevnich cév, jak je zde popséno, dale jakékoli nové




pouziti pro identifikaci slouceniny uzZitecné pri prevenci
nebo 1lé&bé choroby krevnich cév spjaté s tvorbou platu
a/nebo trombotické blokddy krevnich cév, jak je zde popsano
a dale rovnéZ pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu

léciva pro prevenci nebo lé&bu zanétlivych poruch.

Dale se uvadi podrobnéjsi popis tohoto vynalezu

v Sirdich souvislostech.

Jak jiZz bylo uvedeno, jednim z predmétd tohoto
vyndlezu je poskytnuti sloucenin, nebo prostrfedkd hromadného
vysSetrovani (dale jen screeningu) téchto sloucenin, které
interferuji s tvorbou vaoje pénové bunky nebo vedou
k rizenému odstranéni potencidlnich pénovych bunék. O teéchto
sloudeninach se md za to, Ze jsou uZitedné pri navozeni
regrese platu a tudiz sniZeni rizika choroby srdce, mrtvice

nebo trombézy.

Pivodci nyni ukazali, Ze PPARS hraje pri aktivaci
makrofédgli kritickou roli a Ze selektivni inhibice aktivity
PPARS miZe zabranit tvorbé pénovych bunék.

Pavodci také ukazali, Ze agonisté PPAR-gamma inhibuji
akumulaci lipidl a Ze PPARS a PPAR-gamma hraji v procesu
tvorby pénovych bunék protichidnou roli.

Zpisob prevence nebo sniZovani rozvoje pé&novych bunék
z makrofagli nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych ’
bunék spodiva v tom, Ze se kontaktuji uvedené makrofagy nebo
jiné bufiky nebo pénové buriky s G¢innym mnoZstvim inhibitoru
aktivity PPARS.




Vhodné jsou makrofdgy nebo jinymi burikami makrofagy
a jiné bunky udastnici se aterosklerotického patologickeého

procesu.

Ackoliv tento zpusob md vyuziti ve vztahu ke studiu
makrofagl a pénovych bunék v kultufe, je tento zplsob
obzvlasté vhodny k prevenci nebo sniZeni rozvoje pénovych
bunék nebo odstranovani pénovych bunék in vivo, obzvlasteé
v téle ¢lovéka nebo jiného savce. Pénové bunky jsou lipidy
nalozené buiky, jako jsou leukocyty, obvykle makrofagy.
Obsahuji internalizované lipidy a skladuji je jako
cytoplasmatické kapky, coZ témto burikdm ve svételném

mikroskopu dodava jejich charakteristicky pénovity vzhled.

Zplsob prevence nebo sniZeni rozvoje pénovych buneék
z makrofédgl nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych
bunék u pacienta zahrnuje poddvani pacientovi u¢inného
mnoZstvi inhibitoru daktivity PPAR.

Vhodné jsou makrofdgy nebo jinymi burkami makrofagy
a jiné bunky ucastnici se aterosklerotického patologickeého
procesu.

Bunikky, které se mohou vyvinout do pénovych bunék
nezahrnuji pouze makrofdgy, ale také bunky hladkého svalu.
Vyhodné je inhibitorem aktivity PPARS inhibitor aktivity
PPARS, ktery brani nebo sniZuje rozvoj pénovych bunek
z makrofégl nebo odstranuje pénové builkky odvozené
z makrofagli. Vyhodnéji je zplsobem zplsob prevence nebo
sniZovani rozvoje pénovych bunék odvozenych z makrofagl.
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Bez z&vaznosti pro dalsi aspekty tohoto vyndlezu a bez
vztahu k jakékoli teorii tykajici se tohoto vyndlezu maji
puvodci za to, Ze rozvoj pénovych bunék z makrofagua je spjat
s riznymi chorobnymi stavy a Ze inhibitor aktivity PPARS bude
branit nebo sniZovat, alespon Z&douci mérou, rozvoj pé&novych
bunék z makrofag. Choroby, které jsou spjaty s rozvojem
pénovych bunék zahrnuji aterosklerézu, srdeéni chorobu,
mrtvici, choroby perifernich arterii a anginu, na které vs&ak

vy&et neni omezen.

Tyto zplOsoby mohou byt rovnéZ pouzZity k prevenci

restenbézy a k regresi ateromu.

Zjisténi, Ze inhibice aktivity PPARS zabranuje
aktivaci makrofdgu rovnéZ naznacuje, Ze tyto zpusoby mohou
byt také pouZity pri 1éébé zanétlivych poruch. Priklady
zanétlivych poruch zahrnuji revmatiodni artritidu, systémovou
sklerdézu a lupus. Na podporu role PPARS pri zanétu je
nesteroidni protizanétlivé 1lécivo sulindak, které inhibuje
transkripéni aktivitu PPARS a neni schopno zabranit
epidermdlni hyperplasii a z&nétu navozenym PMA (forbol-
-myristat-acetat) u my$i s depleci PPARS (Peters J. M. a
kol., Mol. and Cell Biol. 20, 5119 aZ 5128 (2000)).

Zplsob prevence nebo 1écby zanétlivych poruch tudiz
zahrnuje podavani pacientovi Géinného mnozZstvi inhibitoru
aktivity PPARS.

Existuje Sirokd paleta poruch, které vznikaji
patologickymi procesy aterosklerdzy a zahrnuji anginu,
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korondrni srdec¢ni chorobu, mrtvici, periferni vaskuldrni
chorobu, Alzheimerovu chorobu, vaskuldrni demenci, systémovou
sklerézu a retinalni vaskuldrni degeneraci.

Dadle zplUsob prevence nebo 1lécby vaskuldrni choroby
spjaté s tvorbou plédtu a/nebo trombotické blokédy krevnich
cév u pacienta zahrnuje podadvani pacientovi dc¢inného mnoZstvi
inhibitoru aktivity PPARS§. MA& se za to, Ze tento zplsodb je
obzvlasté vhodny k prevenci nebo lécbé aterosklerézy, |
korondrni srdec¢ni choroby, mrtvice nebo periferni srdec¢ni
choroby.

Pivodci nyni nalezli, Ze inhibice aktivity PPARS
inhibuje proliferaci bunék stimulovanou PMA. Tak zpusob
prevence nebo snizovani proliferace bunék zahrnuje kontakt
bunék s inhibitorem aktivity PPARS. Bulky, které jsou
stimulovdny k proliferaci prostrednictvim PMA, zahrnuji kozZni
buriky, buiky tracéniku, prsni bunky a prostatické bunky. Na
podporu role PPARS v tumorigenezi bylo v soucasné dobé
ukézédno, Ze nesteroidni protizénétliva ¢inidla vykazuji
protirakovinnou aktivitu u bunék odvozenych z tracéniku
prostrednictvim blokddy transkripéni aktivity PPARS$
a usnadnénim apoptédézy (He T-C. a kol., Cell, 99, 335 azZ 343
(1999)).

PPARS se uUc¢astni pusobeni tumorového promotoru, kterym
je PMA.

Zpusob lécby nebo prevence rakoviny u pacienta
zahrnuje podavani pacientovi dc¢inného mnoZstvi inhibitoru




aktivity PPARS.

Zpusob je obzvlasté vhodny pro pouziti v souvislosti
s rakovinami kuze.

Zpasob je zvlasté vhodny pro pouziti v souvislosti

s rakovinami prsu.

Zplsob je také obzvlasté vhodny pro pouzZiti
v souvislosti s rakovinami traéniku.

Zpasob je rovnéZ zv1lasté vhodny pro pouziti

v souvislosti s rakovinami prostaty.

Zpisob 1lécby nebo prevence Alzheimerovy choroby
u pacienta zahrnuje poddvani pacientovi U¢inného mnozstvi
inhibitoru aktivity PPARS.

Inhibice PPARS mGZe zabranit neurodegeneraci
zapri¢inéné glidlnimi burikami, které tvori béhem normélniho
stdrnuti pénové buiky. U téchto pénovych bunék se mi za to,
Ze jejich vznik je usnadnén dietami s vysokym obsahem tuku
(Mato M. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 3269 az
3274 (1996)).

Je zndmo, Ze ApcE (apolipoprotein E) md protektivni
U¢inek u Alzheimerovskych chorob a puavodci v prikladech
provedeni vyndlezu ukazuji, Ze ApoE je reprimovan mastnymi
kyselinami a PPARS§. AniZ by byli vazani
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n&jakou teorii, puvodci vé&ri, Ze toto miZe byt mechanismem,

kterym diety s vysokym obsahem tuku usnadfiuji demenci,
pri¢emZ antagonizace tohoto procesu mtiZe byt pfinosnéa
(Kamijn S. a kol., Annals of Neurology, 42, 776 aZz 1782
(1997)).

Do pojmu ,U&inné mnoZstvi inhibitoru aktivity
PPAR, puvodci zahrnuji vyznam mnoZstvi, které je ucinné
k prevenci nebo snifeni rozvoje pénovych bunék z makrofigt
nebo jinych bunék nebo k odstranéni pénovych bunék,
obzvlast® mnofstvi, které je udinné k prevenci choroby (do
eho? plvodci zahrnuji prevenci progrese z asymptomatického
stavu do symptomatického stavu) nebo k 1é&bé& choroby (do
geho# puvodci zahrnuji zlepSeni symptoml a zpomaleni jejich
progrese) klinicky uZitecnou mérou. Klinicky uZitelnou miru

snadno urdi lékar.

Pojmem ,inhibitor aktivity PPARS™ puvodci mini
jakykoli vhodny inhibitor, ktery miZe sniZit aktivitu PPARS
v bufice, napfiklad v bufice pacienta. Je obzvlasté vyhodné,
kdyZ inhibitorem aktivity PPARS je inhibitor, ktery
inhibuje aktivitu PPARS v makrofagové buiice nebo pénové
bunice odvozené z makrofagové buiiky. Pojem ,inhibitor
aktivity PPARS“ zahrnuje slouleniny, které blokuji u&inek

agonistu PPARS.

Je vyhodné, kdyZ je inhibitor aktivity PPARS
selektivni v@&i PPARS. Obzvlasté je vyhodné, kdyiZ je
inhibitor u&inny p¥i inhibici aktivity PPARS, ale Jje
v podstaté& neu&inny p¥i inhibici aktivity jinych isoforem
PPAR, jako je PPARa nebo PPARy. Ackoliv je vyhodné, kdyZ

inhibitor aktivity PPARS nemodifikuje aktivitu jinych
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isoforem PPAR, miZe byt vyhodné, pokud molekula je
agonistou nebo aktivatorem aktivity PPARy. Je také vyhodné,
kdyz inhibitor aktivity PPARS nemodifikuje aktivitu jinych
receptor rodiny steroidnich hormoni. Pojmem ,selektivni™
ptvodci mini, Ze sloudenina je alespon desetinasobné
(¢inné&jsi p¥i inhibici aktivity PPARS neZ p¥i modifikaci
jiné isoformy PPAR. Vyhodné& je alespon 100—nééobné

selektivnéjsi.

Inhibitorem mGZe byt inhibitor, ktery zabraiuje
expresi PPARS v bufice. Pojmem ,zabranuje expresi“ plvodci
mini Ze v podstaté zabranuje expresi nebo alespon snizuje
hladinu exprese PPARS na uZiteclnou miru. Obvykle je

sloudeninou, kterd zabrahuje expresi PPARS v bufice molekula

zaloZend na nukleové kyseliné.

Jak je ukédzéno v prikladech provedeni vynélezu
pavodci demonstrovali, Ze pouZiti komplementérni sekvence
celé lidské PPARY, véetné Casti netranslatovanych oblasti,
je schopno inhibovat tvorbu pénovych buné&k z makrofagul.
7zjisti se, Ze men3i C&sti cDNA kdédujici PPARS mohou byt
vyuzity jako komplementdrni ¢inidla (antisense agents),
obzvl43td Cinidla odpovidajici pocdtku translace proteinu

PPARS.

Komplementdrni molekuly mohou byt sestaveny podle
sekvence PPARS, coZ je sekvence lidské cDNA, kterou uvadi
Schmidt a kol., Mol. Endocrinol., 6, 1634 aZ 1641 (1992) a
kterd je uloZena v genetické bance GenBank pristupové Cislo

107592,
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Cinidla komplementdrni k PPARS zahrnuji &inidla,
kterd se v&Zi na mRNA PPARS a, vyhodné&, inhibuji jeji
translaci. Do pojmu ,komplementdrni ¢inidlo (antisense
agent)" plvodci zahrnuji molekuly zaloZené na nukleové
kyselineg, které jsou schopny vytvorit s genomovou sekvenci
PPARS triplexy a selektivné zabrénit transkripci nebo

translaci tohoto genu.

Komplementdrni molekulou miZe byt RNA (v
kterémZto pfipadé Je transkribovéna.z vektoru sestrojeného
k vytvo¥eni komplementdrnich transkriptl) nebo to mohou byt
molekuly DNA nebo molekuly podobné DNA, jako jsou

komplementdrni oligonukleotidy.

M& se za to, Ze nadm&rnd exprese komplementarni
RNA z vhodnych dilt lidskych genomovych sekvenci
odpovidajicich poloh&m 67886 aZ 139948 lidského klonu PAC
&. 109F14 bude G&innad p¥i inhibici aktivity PPARS. Klon PAC

&. 109F14 je dostupny u HGMP Resource Cehtre, Genome
Campus, Hinxton, Cambridgeshire, CB10 1AB, UK. Sekvence

genu PPARS m& pfistupové &islo AL022721.

Komplementarni oligonukleotidy mohou byt
sestrojeny s odkazem na sekvenci cDNA PPARS nebo na

sekvenci genu PPARSJ.

U oligonukieotidﬁ se predpokléda, Ze Jjsou
degradovany nebo inaktivovany endogennimi bun&cnymi
nukledzami. K vyfeSeni tohoto problému je moZné pouZit
modifikovanych oligonukleotid®, napf. nukleotidd, které
maji pozménéné mezinukleotidové vazby, v nichZ jsou
prirozené se vyskytujici fosfodiesterové vazby nahrazeny

jinymi vazbami. napfiklad Agrawal a kol., Proc. Natl. Acad.
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HIV-1 v tkafiové kultufe za pouziti fosforamiddta a
fosforothioatd oligonukleotidd. Sarin a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85, 7448 aZ 7451 (1988) demonstroval
zvySenou inhibici HIV-1 za pouZiti methylfosfonatu
oligonukleotidl. Agrawal a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86, 7790 az 7794 (1989) ukédzal inhibici replikace
HIV-1 jak v casné infikované tkanové kultufe, tak

v chronicky infikované tkafové kultufe za pouZiti
fosforthioat®h oligonukleotidl specifickych k nukleotidové
sekvenci. Leither a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
3430 a? 3434 (1990) uvéddi inhibici replikace viru chfipky
v tkéfiové kultufe za pouZiti fosforothioattd oligonukleo-

tida.

U oligonukleotidu s um&lymi vazbami bylo ukézéno,
e jsou odolné vali degradaci in vivo. Napfiklad Shaw a
kol., Nucleic Acids Res., 19, 747 az 750 (1991) uvadi, Ze
jinak nemodifikované oligonukleotidy se stdvaji odolné&jsimi
vi&i nukledzam in vivo kdyZ jsou blokovany na 3 -konci
jistymi zakryvacimi strukturami a Ze nezakryté

fosforothioaty oligoﬁukleotidﬁ nejsou in vivo degradovany.

Detailni popis H-fosfondtového pfistupu k syntéze
fosforothioatovych oligonukleosidl je poskytnut v Agrawal a
Tang, Tetrahedron Letters, 31, 7541 aZ 7544 {(1990), jejichz
poznatky jsou zde zahrnuty formou odkazu. Syntézy methyl-
fosfonatu, fosforothioati, fosforamidatd, fosfatester,
premosténych fosforamidatﬁ a premosté&nych fosforthioatu
oligonukleotidd jsou v oboru znamy. Viz naptiklad Agrawal a
Goodchild, Tetrahedron Letters, 28, 3539 (1987), Nielsen a
kol., Tetrahedron Letters, 29, 2911 (1988), Jager a kol.,
Biochemistry, 27, 7237 (1988), Uznanski a kol., Tetrahedron
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(1990) a Agrawal a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87,
1401 aZ 1405 (1990), jejichZ poznatky jsou zde zahrnuty
formou odkazu. jsou moZné také jiné zplsoby syntézy nebo
vyroby. Ve vyhodném zté&lesnéni je oligonukleotidem kyselina
deoxyribonukleova (DNAR), atkoliv sekvence ribonukleoveé

kyseliny (RNA) mohou byt rovnéZ syntetizovany a aplikovany.

Oligonukleotidy uZite&né podle tohoto vynalezu
jsou vyhodn& sestrojeny tak, Ze odolavaji degradaci
endogennimi nukleolytickymi enzymy. Degradace oligo-
nukleotidd in vivo vede ke vzniku produktd degradace
oligonukleotidt, které jsou krat$i. Takovéto produkty
rozkladu se zulastni nespecifické hybridizace s vétsi
pravdépodobnosti a jsou s vé&tsi pravdépodobnosti méné
G&inné, ne? jejich prot&jsky s plnou délkou. Je tedy
34douci pouZivat oligonukleotidy, které jsou odolné vucli
degradaci v té&le a které jsou schopny doééhnout cilovych
bunék. Pfedlozené oligonukleotidy mohou byt ulinény
odolné&jdimi va&i degradaci in vivo neZ substituci jedné
nebo vice pfirozeh?ch fosfodiesterovych vazeb umé&lymi
internukleotidovymi vazbami, nap¥iklad nahrazenim fosforu
ve vazb& sirou. P¥iklady vazeb, které mohou byt pouZity
zahrnuji fosfothioaty, methylfosfonaty, sulfony, sulféaty,
ketyl, fosforodithioaty, rhzné fosforamidaty, fosfatestery,
p¥emost&né fosforothiocaty a premosténé fosforamidaty.
Takové ptriklady jsou ilustrativni nikoli omezujici, jelikoZ
internukleotidové vazby jsou v oboru znadmy. Viz napZiklad
Cohen, Trends in Biotechnology, (1990). Syntéza
oligonukleotidl, které maji jednu nebo vice té&chto vazeb
misto fosfodiesterovych internukleotidovych vazeb Jje

v oboru dobfe zndma, vietné syntetické cesty k vyrobé
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‘Oligonukleotidy mohou byt ulinény resistenthimi
vi&i prodlouZeni endogennimi enzymy ,zakrytim® nebo
inkorporaci podobnych skupin na nukleotidech na 5° nebo
3’konci. Cinidlo pro zakryti je komer&né dostupné jako
Amino-Link II™ firmy Applied BioSystems Inc. Foster City,
CA. Zpusoby zakryti jsou popsdny napfiklad v Shaw a kol.,
Nucleic Acids Res., 19, 747 az 750 (1991) a Agrawal a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88 (17), 7595 az 7599 (1991),

jejich? poznatky jsou zde zahrnuty formou odkazu.

Dal3im zpusobem vyroby oligonukleotidd odolnych
vi&i ttoktm nukledzy je jejich ,samostabilizace™, jak
popsal Tang a kol., Nucl. Acids Res., 21, 2729 a z2735
(1993), co% je zde zahrnuto formou odkazu. Samostabili-
zované oligonukleotidy maji na svych 3'-koncich vlas-
ni¢kovou smy&ku a vykazuji zvySenou odolnost vali degradaci
fosfodiesterdzammi hadiho jedu, bNA polymerazou I a fetal-
nim hovézim sérem. Samostabilizovand oblast oligonukleotidu
neinterferuje pfi hybridizaci s komplementarnimi nukleovymi
kyselinami, p¥i&emZ farmakokinetické a stabilitni studie u
my3i ukadzaly u samostabilizovanych zvySenou persistenci in

vivo s ohledem na jejich linedrni protéjsky.

V souladu s timto vynalezem je inherentni vazebna
specificita komplementarnich oligonukleotidl charakte-
ristickd pro parovani bazi usnadnéna omezenim dostupnosti
komplementarni slouleniny na jeji zamy3leny lokus in vivo,
co? umoZiiuje pouZiti niZ3ich davek a minimalizaci
systémovych u¢inkt. Oligonukleotidy se tedy aplikuji

lokdlné k dosaZeni poZadovaného uCinku. Koncentrace
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pokud se oligonukleotidy podévaii systémové, pricemz
terapeutického u&inku se miZe dosahnout za'pouiiti vyznamné
niz%iho celkového mnoZstvi. Mistni vysok& koncentrace
oligonukleotidﬁ usnadfiuje penetraci cilovych bunék a ucinné

blokuje translaci cilovych sekvenci nukleové kyseliny.

0ligonukleotidy mohou byt do mista dodany
jakymkoli prostfedkem pfihodnym k mistnimu podavéani 1léciva.
Napfiklad roztok oligonukleotidd miZe byt injikovan primo
do mista nebo dodavan infuzi za pouZiti infuzni pumpy. Tyto
oligonukleotidy mohou byt rovnéi inkorporovany do
implantabilniho prost¥edku, ktery pfi umisténi na
pozadované misto, umoZiiuje oligonukleotidlm uvolnéni do

okolniho mista.

Oligonukleotidy se nejvyhodnéji podéavaiji
prostfednictvim hydrogelového materidlu. Hydrogel je
nezandtlivy a biologicky degradovatelny. Dnes je znémo
mnoho takovych materidld, vcetné materidly, ktefé jsou
vyrobeny z prirodnich a syntetickych polymert. Ve vyhodném
st&lesnéni tento zpusob vyuZivé hydrogel, ktery je pfi
teplotach pod té&lesnou teplotou kapalny, ale ktery pfi
teplotd blizké té&lesné teploté geluje k vytvoreni
polotuhého hydrogelu drZiciho tvar. Vyhodnymi hydrogely
jsou polymery opakujicich se jednotek ethylenoxid-pro-
pylenoxid. Vlastnosti polymeru jsou z&vislé na molekulové
hmotnosti polymeru a relativnim procentu polyethylenoxidu a
polypropylenoxidu v polymeru. Vyhodné hydrogely obsahujl od
asi 10 do asi 80 % hmotnostnich ethylenoxidu a od asi 20 do
asi 90 % hmotnostnich propylenoxidu. Obzvla&té& vyhodny

hydrogel obsahuje okolo 70 % polyethylenoxidu a 30 %

propylenoxidu. Hydrogely, které lze pouZit jsou dostupné
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znamkou Pluronic™.

V tomto ztélesnéni je hydrogel ochlazen na
kapalny stav a oligonukleotidy se p¥imisi do kapaliny
v koncentraci okolo 1 mg oligonukleotidu na gram hydrogelu.
Vysledn& sm&s se poté aplikuje na oSetfovany povrch,
napfiklad rozpradovanim nebo natirénim béhem chirurgického
zakroku nebo za pouZiti katetriza&nich nebo endoskopickych
postupti. Jak se polymer zahfiva dochazi k jeho tuhnuti
k vytvoreni gelu, p¥icemZ oligonukleotidy po dobu
definovanou pfesnym sloZenim gelu difunduji z gelu do

okolnich buné&k.

Oligonukleotidy lze podédvat prostfednictvim
jinych implantétl, které jsou komercné dostupné nebo
popsané ve védecké literatufe; v&etné liposomli, mikrokapsli
a imlantabilnich prost¥edkll. Napfikald implantaty vyrobené
z biologicky degradovatelnych materidld, jako Jsou
polyanhydridy, polyorthoestery, kyselina polyaktova a
kyselina polyglokolovd a jejich kopolymery, kolagen a
proteinové polymery nebo biologicky nedegradovatelné
materidly, jako je ethylenvinylacetat (EVAc), poly-
vinylacetat, ethylenvinylalkohol a jejich derivéaty mohou
byt pouzity k lokdlnimu podavani oligonukleotidl. Tyto
oligonukleotidy mohou byt inkorporovany do materidlu pfi
jeho polymeraci nebo tuhnuti za pouziti technik taveni nebo
odpatrovéni rozpoudté&dla, nebo mohou byt s materialem
smiseny mechanicky. V jednom zt&lesnéni se oligonukleot idy
smisi s a aplikuji na povlaky implantabilnich prostfedku,
jako jsou dextranem potaZené kulilky z oxidu k¥emicitého,

stenty nebo katetry.
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Dadvka oligonukleotidu je zavisla na velikosti

oligonukleotidd a u&elu, pro né&jZ jsou podavany. Obecné se
rozmezi vypolitd ve vztahu k povrchu lécené tkané. U&inna
davka oligonukleotidu je do urc¢ité miry zavisla délce a

chemickém sloZeni oligonukleotidu, ale obecné& je v rozmezi

od asi 30 do 3000 pg na Ctverelni centimetr plochy tkané.

Oligonukleotidy se mohou podavat pacientovi
Systémov& jak k terapeutickym, tak k profylaktickym tG&ellm.
Oligonukleotidy se mohou podavat jakymkoli ucinnym
zpﬁsobem,.napfiklad parenterdlné& (napf. intravendznég,
subkutéanné, intramuskuldrné&) nebo oralné, nasalné nebo
jinymi prostfedky, které umoZni oligonukleotidim pfistup do
pacientova krevniho ob&hu a cirkulaci v ném. Oligonu-
kleotidy podavané systémové se vyhodné podévaji spolu
s lokaln& poddvanymi oligonukleotidy, ale maji rovnéz
vyuZziti p¥i absenci lokalniho podavani. K tomuto ucelu bude
obecné U&inna davka v rozmezi od asi 0,1 do 10 grami na

podéni dospé&lému Cloveéku.

Vedle komplementdrnich ¢inidel popsanych vyse
mohou byt sestaveny ribozymy, obzvlasté ribozymy ze Zraloka
kladivouna, zaloZené na cDNA PPARS nebo genové sekvenci
PPARS, o nich? se m& za to, Ze jsou uzZitelné jako

inhibitory aktivity PPARS.

Ribozymy, které mohou byt kédovany v nukleové
kyselin& k dodani do cile jsou popsany v Cech a Herschlag
,Site-specific cleavage of single stranded DNA™ US patemnt
&. 5 180 818, Altman a kol. ,Cleavage of targeted RNA by
RNAse P%, US patent &. 5 168 053, Cantin a kol. +Ribozyme
cleavage of HIV-1 RNA“ US patent &. 5 149 796, Cech a kol.

,RNA ribozyme restriction endoribonucleases and methods ™ US
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dephosphorylases, restriction endonucleases and methods™ US
patent &. 5 093 246 a Neen a kol. ,RNA ribozyme polyme-
rases, dephosphorylases, restriction endoribonucleases and
methods, cleaves single-stranded RNA at specific site by
transesterification® US patent &. 4 987 071, vSechny jsou
zde zahrnuty formou odkazu. Vhodné cile pro ribozymy
zahrnuji transkripéni faktory, jako je c-fos a c-myc a bcl-
2. Durai a kol., Anticancer Res., 17, 3307 az 3312 (1997)

popisuje ribozym Zraloka kladivouna proti bcl-2.

Genetické konstrukty, které exprimuji ribozymy
nebo komplementadrni sloudeniny uZitelné ve zpusobech podle
tohoto vyndlezu ée mohou snadno pripravit. Vhodné& jsou
genetickymi konstrukty konstrukty, které jsou upraveny
k dodani a expresi ribozymu nebo komplementédrni molekuly
v cilové bufice. Zplsob podle tohoto vynalezu tedy zahrnuje

zplisob genové terapie.

Genova terapie se miZfe provadét podle obecné
pFijimanych zptusobl, napfiklad jak popsal Friedman, 1991.
Pfipravi se virus nebo plasmidovy vektor (viz déle uvedené
detaily) obsahujici kopii genu kédujiciho ribozym nebo
komplementdrni molekulu navadzanou na prvky Fizeni exprese a
schopnou replikace uvnit# cilovych buné&k. Vhodné vektory
jsou zndmy, jako jsou vektory>popsané v US patentu &. 5 252
479 a mezinadrodni patentové pfihlasce publikacniho Cisla
WO 93/07282 (Boehringer Ingelheim International GmbH) .
Vektor se poté injikgje pacientovi, bud lokdlné do cilového
mista nebo systémové&. Pokud neni transfekovany gen trvale
inkorporovan do genomu kaZdé z cilovych bunék, mizZe byt

nutné opakovat 1é&bu periodicky.




-19 - e en. e
P¥i provad&ni zptsobl genové.fg;%pié.poale tohoto
vynalezu mohou byt uZiteéné systémy p¥enosu genu znamé
v oboru. Ty zahrnuji'virové a nevirové zplUsoby prenosu.
Jako vektory prenosu genu se pouzivaiji Zetné viry veetné
papovavir®, napf. SV40 (Madzak a kol., 1992), adenoviru
(Berkner, 1992, Berkner a kol., 1988, Gorziglia a Kapikian,
1992, Quantin a kol., 1992, Rosenfeld a kol., 1992
Wilkinson a kol., 1992, Stratford-Perricaudet a kol.,
1990), wviru kravskych neStovic (Moss, 1992), viru spjatého
s adenomemn (Muzyczka; 1992, Ohi a kol., 1930) herpesvirt
vEetné HSVa EBV (Margolskee, 1992, Johnson a kol., 1992,
Fink a kol., 1992, Breakfield a Geller, 1987, Freese a
kol., 1990) a retrovirad ptaciho (Brandyopadhay a Temin,
1984, Petropoulos a kol., 1992), my3iho (Miller, 1992,
Miller a kol., 1985, Sorge a kol., 1984, Mann a Baltimore,
1985, Miller a kol., 1988) a lidského pavodu (Shimada a
k1., 1991, Helseth a kol., 1990, Page a kol., 1990,
Buchschacher a Panganiban, 1992). Dosud Jje vétSina
protokold lidské genové terapie zaloena na inaktivovanych

my3ich retrovirach. Vyhodné jsou vektory zaloZené na

lentivirech.

Nevirové zplisoby prenosu genu znamé v oboru
zahrnuji chemické teéhniky jako je koprecipitace
s fosforednanem vapenatym (Graham a van der Eb, 1973,
Pellicer a kol., 1980), mechanické techniky, naptiklad
mikroinjekci (Anderson a kol., 1980, Gordon a kol., 1980,
Brinster a kol., 1981, Constantini a Lacy, 1981)
membranovou fuzi zprostfedkovany p¥enos pomoci liposomu
(Felgner a kol., 1987, Wang a Huang, 1989, Kaneda a kol.,
1989, Stewart a kol.; 1992, Nabel a kol., 1990; Lim a kol.,
1992)a pfimy p¥ijem DNA a receptorem zprosttedkovany p¥enos

DNA (Wolff a kol., 1990, Wu a kol., 1991, Zenke a kol.,
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1990, Wu a kol., 1989b, Wolff a kol., 1991, Wagner a kol.,
1990, Wagner a kol., 1991, Cotten a kol., 1990, Curiel a
kol., 199la, Curiel a ‘kol., 1991b). Virem zprostfédkované
prenosy genu se mohou kombinovat s pfimym pfenosem genu in
vivo za pouZiti dodani liposomy, coZ umoZiuje zamérit
virové vektory do nddorovych bunék a nikoli do okolnich
nedé&licich se tkani. Alternativn® miZe byt bun&fna linie
produkujici retrovirovy vektor injikovéna do tumord (Culver
a kol., 1992). Injekce produkénich bunék poté poskytne
kontinualni zdroj vektorovych Castic. Tato technika byla

schvéalena k pouZiti p#i inoperabilnich tumorech mozku.

Dal3i vhodné systémy zahrnuji hybridni
retrovirovy-adenovirovy systém, ktery popsal Feng kol.,
Nature Biotechnology, 15, 866 aZ 870 (1997) nebo virové
systémy s cilicimi ligandy, jako jsou vhodné jednofet&zcové

fragmenty Fv.

V pristupu, ktery kombinuje biologické a
fyzikalni zptsoby pfenosu genu se kombinuje plasmidova DNA
jakékoli velikosti s protilatkou spojenou s polylysinem
specifickou pro hexonovy protein adenoviru, pficemi
vysledny komplex je navazan na adenovirovy vektor. Tento
trimolekularni komplex se poté pouzije k infikaci bunék.
Adenovirovy vektor umoZiuje u&inné navazani, internalizaci

a degradaci endosomu predtim, neZ se napojend DNA poskodi.

U komplexti liposom/DNA bylo ukazano, Ze jsou
schopny zprostfedkovéni pfimého pfenosu genu in vivo.
7atimco ve standardnich liposomovych prostfedcich je proces
p¥enosu genu nespecificky, byl u tumorovych depozit,
naptiklad po pfimém podéni in situ popsan lokalizovany in

vivo pfijem a exprese (Nabel, 1992).
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Techniky pfenosu genu, které cili DNA pfimo do
makrofagl jsou vyhodné. Receptory zprosttfedkovany pfenos
genu, naptiklad provedeny konjugaci DNA (obvykle ve formé
kovalentné& uzavi¥eného supérzavinutého plasmidu) na
proteinovy ligand pomoci polylysinu. Ligandy se zvolil na
zédkladé pritomnosti odpovidajicich ligandovych receptoru
na bun&iném povrchu cilové bufiky/typu tkané&. Manndzovy
receptor je do jisté miry specificky pro makrofégy, pficemz
bylo ukadzéno specifické cileni konjugatt DNA/manndza. Tyto
_konjugaty ligand-DNA mohou byt injikovéany pfimo do krve,
pokud je to potfebné a jsou zamé&feny na cilovou tkéan, kde
prob&hne vazba na receptor a internalizace komplexu DNA-
protein. K pfekondni problému intraceluldrni destrukce DNA
mii¥e byt zahrnuta koinfekce adenovirem k poruSeni funkce

endosomu.

V dalsim zt&lesnéni je slouleninou sloucenina,

kterd inhibuje aktivitu proteinu PPARS.

Vhodné slouéeniny mohou byt zvoleny za pouZiti

n&kterych ze zplisobl popsanych dale.

7iisti se, Ze U&inné mnoZstvi inhibitoru aktivity
PPARS se pacientovi miZe podat jakymkoli vhodnym zplsobem a
jakémkoli vhodném préstfedku. Vhodnost jakéhokoli zpusobu
podani nebo jakéhokoli prostfedku miZe odbornik v oboru
snadno zjistit odkazem na povahu inhibitoru. Napiiklad
inhibitory zaloZené na nukleové kyseliné& mohou byt
formulovany a podavany jinymi zpﬁsoby neZ inhibitory

zalo¥ené na malych molekuldch, jak je v oboru znamo.
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VySe uvedené slouleniny podle tohoto vynalezu

ses e
sen

nebo sloudeniny pro pouZiti ve zplsobech podle tohoto
vynadlezu nebo prostfedky s jejich obsahem mohou byt
podavany jakymkoli obvyklym zptsobem véetné& oradlniho a
parenterédlni (nap¥. subkutdnni, intravendzni nebo
intramuskulédrni) injekce. LécCba miZe sestavat z jediné

davky nebo &etnych davek poddvanych po urlitou dobu.

Obvykle se olekavd, Ze davky budou v rozmezi od

0,01 do 20 mg/kg.

Zatimco je moZné, Ze slouCenina podle tohoto
vynadlezu bude poddvéna samotnd, je vyhbdné ji predloZit
jako farmaceuticky prostfedek spolu s jednim nebo vice
pfijatelnymi nosi&i. Nosié(e) musi byt ,pfijatelny
(prijatelné)™ v tom smyslu, Ze Jje (Jsou) kompatibilni se
sloud¢eninou podle tohoto vyndlezu a neni (nejsou) pro
jejiho (jejich) pfijemce Skodlivy (8kodliveé). Obvykle budou
nosi&i voda nebo roztok chloridu sodného, které budou

sterilni a apyrogenni.

ProstFedky mohou byt prihodné predloZeny ve formé
davkové jednotky a mohou se pripravit kterymkoli ze zplsobul
v oboru farmacie dob¥e znadmych. Takovéto zplsoby zahrnuji
krok spojeni aktivni sloZky (slouleniny podle tohoto
vynadlezu nebo slouleniny k pouZiti podle tohoto vynédlezu)

s nosicem, ktery zahrnuje jednu nebo vice pridatnych
sloZek. Obecné& se prostfedky pfipravi jednolitym a
dakladnym spojenim aktivni sloZky s kapalnymi nosicCi nebo
jemn& d&lenymi tuhymi nosi¢i nebo obé&ma a poté, pokud je to

nezbytné, vytvarovanim produktu.
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Prost¥edky podle pfedloZeného vynéle;u Ghodné
k oralnimu podani mohou byt p¥edlozeny jako oddé&lené
jednotky, jako Jsou kapsle, s&4&ky nebo tablety, z nichz
kazdéa obsahuje ptedem ur&ené mnozstvi aktivni slozky, jako
prasdky nebo granule, jako roztok nebo suspenze ve vodne
kapalin& nebo nevodné kapalin&, nebo jako kapalna emulze
olej ve vod& nebo kapalnéd emulze voda v oleji. Aktivni
slozka maZe také byt predloZena jako bolus, lektvar nebo

pasta.

Tableta se miZe vyrobit lisovanim nebo
tvarovanim, ptripadn& s jednou nebo vice pomocnymi latkami.
Lisované tablety mohou byt pEipraveny lisovanim aktivni
slozky ve formé volné tekouci latky, jako je prasek nebo
granule, ve vhodném stroji, pripadné smisené s pojivém
(napt¥. povidonem, Zelatinou nebo hydroxypropylmethyl-
celulézou), mazadlem, inertnim Fedidlem, konzervanciem,
desintegranciem (napt. natriumglykolatem 3krobu, zesiténim
povidonem nebo zesiténou natriumkarboxymethylcelulézou)
nebo povrchové aktivnim &i dispergalnim ¢inidlem. Tvarované
tablety mohou byt vyrobeny tvarovanim smé&si praskové
slou&eniny navlh&ené inertnim kapalnym fedidlem ve vhodném
stroji. Tablety mohou pfipadné byt potaZeny nebo vrubovany
a mohou byt formulovéany tak, Ze poskytnou pomalé nebo
¥izené uvoliiovani aktivni sloZky pouZitim napfiklad
hydroxypropylmethylceluldzy v riznych davkach k poskytnuti

poZadovaného profilu uvolfiovani.

Prost¥edky vhodné k parenterdlnimu podani
zahrnuji vodné a nevodné sterilni injek&ni roztoky, které
mohou obsahovat antioxidancia, pufry, bakteriostatika a
roztoky, které uéini prostfedek isotonicky s krvi

zamy$leného prijemce, a vodné a nevodné sterilni suspenze,
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které mohou obsahovat suspendaéni ¢&inidla a zahué%ovaci
&inidla. Prosttedky mohou byt p¥edloZeny v nadobach davkové
jednotky nebo mnohodavkovych jednotek, nap¥iklad uzav¥enych
ampulich a skleni&ké&ch, a mohou byt skladovény za
lyofiliza&nich podminek vyZadujicich pouze pfidani
sterilniho kapalného nosice, napfiklad vody pro injekce,
bezprost¥ednd pfed pouzitim. Injek&ni roztoky a suspenze

k rekonstituci mohou byt pfipraveny ze sterilnich praska,

granuli a tablet vySe popsanych.

‘Vyhodnymi prostfedky davkové jednotky jsou ty
prostfedky, které obsahuji denni davku nebo jednotku, denni

poddavku nebo jeji p¥ihodnou ¢4st, aktivni sloZky.

M& se za to, Ze vedle sloZek jednotlivé zminénych
vyse mohou prostfedky podle tohoto vynalezu obsahovat dalsi
dinidla obvykld v oboru s ohledem na typ pfislusného
prost¥edku, napriklad prostfedky vhodné k oradlnimu podani

mohou obsahovat prichuté.

Prostfedky zde uvedené se vyrobl za pouziti
standardnich zptsobl, jako jsou zpusoby popsané nebo
uvedené v referen&nich textech, jako je britsky a US
lékopis, Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack
Publishing Co.), Martindale The Extra Pharmacopoeia

(London, The Pharmaceutical Press).

Terapeutické zplsoby podle tohoto vynédlezu mohou
byt pouZity k 1lécCbé jakéhokoli savce v&etné Clovéka.
Predpokladé se tedy, Ze zpusob muZe byt pouZit k 1é¢&bg,
napfiklad, domacich zvifat, jako Jsou koCky a psi,
hospodérskych zvifat, jako jsou koné&, kravy, ovce, kozy a

prasata, nebo jinych komercné dtlezitych zvifat. Pokud Je
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inhibitorem aktivity PPARS molekula zaloZena na nukleové

kyselin&, zjisti se, Ze bude sestavena s odkazem na savéi

gen PPARS nebo cDNA.
Je vyhodné, kdyZ lécenym pacientem je‘élovék.

' Dal3i aspekt tohoto vynédlezu poskytuje inhibitor

aktivity PPARS k pouziti v lékafstvi.

Inhibitor je zabalen a pfedloZen k pouziti
v lékafstvi. Obzvlasté miZe byt zabalen a pfedloZen
k pouZiti p¥i 1écbé aterosklerézy nebo pfi 1é¢bé& srdelni
choroby nebo p¥i 1é&b& mrtvice nebo p¥i 1é&bé periferni
arteridlni choroby‘nebo p¥i 1é&b& cévni choroby spjaté
s tvorbou platu nebo pri 1lécbé trompbotické blokady cév nebo

pri 1é&b& Alzheimerovy choroby nebo p¥i 1é¢bé rakoviny.

Jestd daldi aspekt tohoto vyndlezu poskytuje

farmaceuticky prost¥edek obsahujici inhibitor aktivity

PPARS a farmaceuticky p¥ijatelny nosic.

Dalsi jesté dalsi aspekt tohoto vynéalezu
poskytuje pouZiti inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé& lécCiva
pro prevenci nebo sniZeni tvorby p&novych bunék z makrofagd
nebo jinych bun&k, nebo k odstranéni pé&novych bunék u
pacienta, pouZiti jako inhibitoru aktivity PPARS k vyrobe
1é&iva k prevenci nebo 1é&bé vaskuléarni choroby spjaté
s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady cev, pouziti
inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé& lé&iva k 1éZbé nebo
prevenci rakoviny a pouZiti inhibitoru aktivity PPARS

k vyrob& léliva k léCbeé nebo prevenci Alzheimerovy chor oby.
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Vhodné& jsou makrofdgy nebo jinymi bunkami

makrofagy nebo jiné bunky udastnici se aterosklerotickeho

patologického procesu.

A% do vykonani pfedlozené préace nebylo zFfejmé, Ze
inhibitory aktivity PPARS by mohiy byt uZiteéné, obzvlaste
v lékafstvi. Tento vyndlez také zahrnuje zpusoby
identifikace sloudenin, které inhibuji aktivitu PPARS a,
obzv1asté, které inhibuji aktivitu PPARS v makrofdzich nebo
pénovych bufikdch. Takto identifikované slouceniny mohou
samy byt uZite&né v lékafstvi nebo mohou byt uzite&né jako
vodici sloudeniny pro dalsi vyvoj léka¥sky uzZitelnych
sloudenin. Tyto zpusoby podle tohoto vynalezu nebo
prosttedky provéadé&ni téchto zplisobll mohou byt povaZovany za
»Zpusoby screeningu 1é¢iv™ nebo za ,Screeningova stanoveni

1ééiv.™

Jeden aspekt tohoto vyndlezu poskytuje zplsob
identifikace slou&eniny, kterd miZe byt pouZita jako
sloudenina, kterd miZe byt uZitecna v léka¥stvi, nebo
kterou lze pouZit jako vodici slouCeninu k ziské&ni takové
sloudeniny, kteryZto zplsob zahrnuje selekci slouceniny,
kterad inhibuje aktivitu PPAR3. Obvykle tento zplsob mize
zahrnovat screeining &etnych testovanych sloulenin, kterxré
jsou zachyceny v knihovné testovanych sloulenin. Dalsi
aspekt tohoto vyndlezu tedy poskytuje zpusob identifikace
slou&eniny, kterad inhibuje aktivitu PPARS, kteryZto zplsob
zahrnuje selekci jakékoli slouleniny z knihovny testovanych

sloudenin, ktera inhibuje aktivitu PPARS.

Vy$e uvedené zplisoby mohou byt pouZity k selekci

sloucenin, které inhibuji expresi genu PPARS nebo proteinu
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PPARS (tj. translaci) v bufice nebo které inhibuji aktivitu

proteinu PPARS.

Vhodné formédty stanoveni jsou odbornikovi v oboru
dobte znamy, pfidemZ né&které z nich Jsou detailnéji popsany

v ptikladu 3.

Ve vztahu k identifikaci slouenin, které
inhibuji aktivitu PPARS zahrnuje vyhodné zt&lesnéni pouZiti
promotoru genu PPARS operativn& spojeného s reporterovym
genem, jako je napfiklad luciferdza, 6-galaktosidéaza,
alkalicka fosfataza apod. Exprese reporterového genu
v bufice mife byt m&Fena za pritomnosti nebo nepfitomnosti
testované sloudeniny. Testované slouceniny, které
selektivng& sni?uji expresi reporterového genu jsou vybrany
jako sloueniny, které mohou byt uZite&né p¥i inhibici nebo
sniZeni exprese genu PPARS podle toho, 7e dochéazi k

inhibici aktivity PPARS.

Ve vztahu ke sloudenindm, které inhibuji aktivitu
proteinu PPARS, je jistou aktivitou, kterou je Zadouci

inhibovat, schopnost proteinu PPARS transkripéné& aktivovat
geny pod jeho kontrolou. Tedy jedno zté&lesnéni tohoto
vynélezu, reporterovy gen, jako je jeden z té&ch, které jsou
uvedeny vyse, se operativné spoji s promotorem nebo

navozujici sekvenci, ktera je pod kontrolou PPARS. Geny,

které jsou pod kontrolou PPARS zahrnuji CYP4A6, acylCoA-
oxidézu, a lipoproteinlipazu, © promotorech tohoto genu se
tedy ma za to, Ze Jjsou v tomto zt&lesnéni vynalezu
uZite&né. Syntetické navozovaci prvky odvozené od téchto
genti, spojené s heterolognimi promotory, jako jsou

promotory genu HSV thymidinkinazy, mohou v tomto zté&lesnéni
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byt rovné&Z uZitelné. Géneticky konstruﬁt.ggsaﬁﬁjiéi B
promotor nebo navozovaci/reporterovy gen se transfekuje do
vhodné butiky, jako je monocytédrni nebo makrofdgova bunka.
Bufiky COS-1 nebo CV-1, oboji podlinie ledvinnych bunsk
africké Green Monkey, mohou byt rovné&Z pouzity. Geneticky
konstrukt kdéddujici PPARS se do bunky rovné&Z transfekuje a
stanovi se schopnost testované slou€eniny inhibovat expresi

reporterového genu. V obzvlast& vyhodném zté&lesnéni se
transfekované buiiky inkubuji se zndmym agonistou PPARS,
jako je slouCenina F, jak je popséana na str. 9 dokumentu WO
97/28149 (dale ozna&ovéna jako slou&enina F) v kombinaci

s testovanou sloudeninou, p¥ifemz miZe byt stanovena
schopnost testované sloudeniny interferovat s pisobenim
agonisty. SlouCeniny, které sniZuji nebo inhibuji expresi

reporterového genu jsou vybrény k dal$im studiim.

V daldim zt&lesnéni se miZe pouZit CARLA (stano-
veni interakce koaktivator/receptor/ligand) jak je pops&no
v ptikladu 3. Tato stanoveni spo&ivaji v zavislosti vazby
koreceptort na p¥itomnosti vhodného ligandu PPARS. Ve
stanovenich CARLA je pfitomen agonista a stanovuje se
schopnost testované slouceniny interferovat s pUsobenim

tohoto agonisty.

Obzv1a&t& vyhodné slouleniny, které mohou byt

zvoleny zptsoby podle tohoto vynalezu jsou slouceniny,
Které se vaZi na Cast PPARS vaZzici ligand transkripéné
zanedbatelnym zpisobem a tim zabrafiuji pusobeni

agonistickych ligandl PPARS.

V jednom zt&lesné&ni tohoto vynalezu Jje vyhodn &,

pokud se provede ,pre-screeningovy™ krok k identifikaci

sloudenin, které se vazi na PPARS pted stanovenim, zda jsou
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inhibitorem nebo antagonistou aktivity PPARS. Vazebna
stanoveni receptor-ligand jsou v oboru dobfe znama a

odbornik v oboru je snadno navrhne a provede.

V daldim vyhodném zté&lesnéni se miZe provést
Hpre—screeiningon“ krok, ktery je v podstaté& stanovenim
pé&novych bun&k popsanym dale. Takto tedy mohou byt
selektovany slouleniny, které jsou aktivni pfi prevenci
nebo snifovani rozvoje p&novych bun&k z makrofégu nebo

jinych bunék nebo p¥i odstrafiovdni pénovych bunék a ktereé

jsou inhibitory PPARS.

Vhodné& jsou makrofagy nebo jinymi bufikami
makrofagy nebo jiné butky ufastnici se aterosklerotického

patologického procesu.

V daldim zt&lesné&ni mohou byt identifikovany
inhibitory PPARS za pouZiti dvouhybridového pfistupu
k monitorovani interakce PPARS a koaktivatort, jako je
SRC-1. V tomto pripad& se fuzuje PPARS (nebo jeho funkéni
&ast) na protein vaZici DNA (jako je doména GAL4 vazici
DNA) a koaktivétorovd molekula nebo jeji funkéni Cast (jako
je SRC-1) se fazuje s transaktivujicim proteinem (jako Je
transaktivujici doména VP16). Vytvori se kvasinky
exprimujici obé tyto fuze a majici integrovany reporterovy
gen (jako je P-galaktosidadza) pod kontrolou promotoru

z4vislého na proteinu véZicim DNA (nap?. zavisly na GAL-4).

Kvasinky se pé&stuji za pfitomnosti agonisty PPARS
a $iroké palety testovanych sloucenin. Kultury s nizkou
aktivitou P-galaktosidazy indikuji pritomnost antagonisty

PPARJ.
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Zzjisti se, Ze zplUsoby identifikace slouleniny
podle vyse uvedeného popisu jsou uZite&né pfri identifikaci
sloudenin nebo které mohou byt pouZity Jjako vodici

sloudeniny k vyrob& slouéenin, které mohou

1) zabraiovat nebo sniZovat rozvoj pé&novych bunék
z makrofag nebo odstranovat pé&nové buiiky,
2) =zabrahtovat nebo byt uzZitecné pfi léébé_cévhi choroby
spjaté s tvorbou plétu a/nebo trombotické blokady cév,
3) zabrafiovat nebo byt uZitené pfi 1écbé rakoviny nebo
4) zabrafovat nebo byt uZiteéné pfi lécbeé Alzheimerovy

choroby.

V dal8ich zt&lesnénich tohoto vynalezu jakmile je
sloudenina vybréna pro svou schopnost inhibovat nebo
snizovat aktivitu PPARS, mtZe byt p¥ihodné pouZita v dalsim
screeningu ke stanoveni nap¥iklad toho, zda miZe zabranovat
nebo snifovat rozvoj pé&novych buné&k z makrofaglh nebo
odstrafiovat p&nové bufiky, zda miZe zabrailovat nebo byt
uritedna prPi 1é&b& cévni choroby spjaté s tvorbou platu
a/nebo trombotické blokady cév, zabranovat nebo byt

u¥itednd pri 1é&bé& rakoviny nebo zabrainovat nebo byt

(D¢

uZitedné pri 1é&b& Alzheimerovy choroby.
Vhodné& jsou makrofégy nebo jihYmi bunkami
makrofagy nebo jiné bunky G&astnici se aterosklerotického

patologického procesu.

Screeningové metody ke stanoveni téchto
vlastnosti jsou znamy z této prihlasky (ve vztahu k rozvoji

pénovych bunék z makrofagl) nebo Jsou zndmy vV oboru.
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- Jin&, dal3i uZitelnd vySetfeni mohou byt
provedeny ke stanoveni napfiklad jeho rozpustnosti,
farmakologického profilu a profilu lékového metabolismu. -
Podobn& mohou byt provedena vySetfeni ke stanoveni
selektivity sloudenin s ohledem na inhibici aktivity PPARS.
Napfiklad mohou byt provedena vySetfeni zda jisté
sloudenina maZe modifikovat aktivitu jiné isoformy PPAR.
Obvykle je vyhodné, kdyZ jsou vybrany sloudeniny, které
v podstat& nemodifikuji aktivitu jinych isoforem PPAR. MuzZe
viak byt uZite&né, kdyZ vybrana slou&enina je sloucdeninou,
kterd inhibuje aktivitu PPARJ, ale je agonistou nebo
aktivAtorem aktivity PPARy. Stejné& tak miZe byt vyhodné,
pokud vybrand slouenina Jje sloudeninou, kterd inhibuje
aktivitu PPARS, ale je aktivatorem nebo agonistou aktivity

PPARO.

Slou&enina vybrana screeningovymi metodami podle

tohoto vynalezu mGZe byt ,slouceninou charakteru léc&iva."

Pojem ,slougenina charakteru léciva®™ je odbor-—
nikovi v oboru dobfe zndm a miZe zahrnovat vyznam
slouéeniny, kterd ma takové charakteristiky, které ji ¢ini
vhodnou pro pouZiti v lékatstvi, naptiklad jako aktivni
slozku 1é&iva. Napfiklad tedy slouceninou charakteru 1éciva
miZe byt molekula, kterd mizZe byt syntetizovéna postupy
organické chemie, nénd vyhodné& postupy molekulédrni biologie
nebo biochemie, a kterd je vyhodné& malou molekulou, které
mtife mit molekulovou hmotnost niZ3i neZ 5000 daltonu a
kterd miZe byt rozpustna ve vodé. Sloulenina charakteru
1é&iva miZe dale vykazovat rysy selektivni interakce
s urditym proteinem nebo s ur&itymi proteiny a byt

biologicky dostupnd a/nebo schopna penetrace membran
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cilovych bun&k, bude v8ak zjisténo, Ze tyto rysy nejsou

nezbytné.

Pojem ,vodici slouCenina™ je odbornikovi v oborﬁ
podobné znam a miZe zahrnovat ten vyznam, Ze sloucenina,
satimco sama neni vhodnd pro pouziti jako 1lé&ivo (napfiklad
2 toho duvodu, Ze je pouze slab& mocnd vi&i zamyslenému
cili, neselektivni ve svém u&inku, nestabilni, 3patné
‘rozpustnd, obtiZné syntetizovatelna nebo ma Spatnou
biologickou dostupnost) muZe poskytnout vychozi bod
k ptiprav& jinych sloulenin, které mohou mit vice Zadouci

charakteristiky.

Pojmy ,sloudenina charakteru lé&iva™ a ,vodici
sloudenina® se obvykle tykaji relativné malych organickych
molekul spide neZ napfiklad relativné& velkych molekul
zalozenych na nukleové kyselin&. Zjisti se viak, Ze mnohé
zt&lesnéni screeningovych zpusobld podle tohoto vynalezu
fsou vhodn& pro identifikaci molekul zaloZenych na nukleové
kyselin&, obzvlasté molekul, které vykazuji expresi genu

PPARS nebo translaci proteinu PPARS.

Jak je v oboru vynalézani 1éCiv dobfe znamo, mtZe
byt vodici slouenina nalezena pri screeningu modifikovana
a modifikovanad slou&enina podrobena screeningu k urceni

jeji aktivity.

Tento vyndlez se také tykd in vitro modelu tvorby
p&novych bunék navozené tukem z potravy a jeho pouzZitim pfi

identifikaci uZite&nych sloulenin.

Tvorba pé&novych bunék je prvnim krokem

dvojstuptiového procesu, ve kterém se buniky pfrevedou na
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je PMA, nebo kontaktem s vhodnym ristovym faktorem, jako Je
GMCSF (faktor stimulujici kolonii granulocyt makrofag -
granulobyﬁa macrophage colony stimulating factor). V druhém
kroku se z prekurzorovych bunék stanou pénové bunky za

pritomnosti vhodné koncentrace mastnych kyselin.

Dal3i aspekt predloZeného vynalezu tedy poskytuje
zptisob identifikace slouCeniny, kterda miZe byt uZiteénd pri
identifikaci sloudenin nebo kterd mtZe byt pouZita jako

vodici sloudenina k vyrob& sloulenin, ktera mazZe

1) zabrafovat nebo sniZovat rozvoj pé&novych buné&k
z makrofagd nebo jinych buné&k, vhodné t&ch makrofagl
nebo jinych bunék ucastnicich se aterosklerotického
patologického procesu nebo odstranovat pé&nové buiky nebo

2) zabrafiovat nebo byt uZite¢na pfi 1é&b& cévni choroby
spjaté.s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady cév,
pricem? tento zplsob zahrnuje krok selekce:

a) vhodné populace primérnich bunék nebo bunéfné linie

b) dodani bun&céné linii zan&tlivého podné&tu nebo rhistoveho
faktoru, ktery usnadiiuje diferenciaci na prekurzor
pénové bunky

c) dodani k prekurzoru pénové buiky vhodné koncentrace
mastné kyseliny a

d) zm&¥eni akumulace mastné kyseliny v butice za pritomnosti

nebo nepfitomnosti slouceniny.

Vhodnou populaci primdrnich bunék nebo bunécnou
linii je populace nebo linie G&astnici se ateroskle-

rotického patologického procesu.
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Buné&&nym typem miZe byt jakykoli vhodny buné&lny
typ. Vyhodn& jde o leukocytovou bunku. Je obzvlasté
vyhodné, kdyZ leukocytovou bun&fnou linii je makrofag

buné&dénd linie prekurzoru makrofagu.

Obvykle bufikami jsou THP-1 nebo U937. THP-1 je
dostupny jako bun&&ny deposit ECACC &. 8501144 a U937 Je
dostupny jako buné&ény deposit &. 88081201. MiZe v3ak byt
poufita jakadkoli vhodnd leukocytova buiika, atkoliv Jje
vyhodné pokud se pouZije bufika monocytarniho nebo
makrofagového charakteru. Buniky THP-1 jsou ,monocytérniho
charakteru® a mohou se diferencovat na buiky makrofdgového

charakteru forbolesterem (PMA)

Pojmem ,dodani zan&tlivého podné&tu bufice™ puvodci
rozum&ji dodani jakéhokoli vhodného zan&tlivého podnétu,

ktery usnadiiuje stimulaci bun&k na pénové buhky.

Pojmem ,rustovy faktor, ktery usnadiuje
diferenciaci na p&nové bunky“ ptvodci rozum&ji jakykoli
vhodny rastovy faktor, jako je GMCSF a, v kontextu tohoto
vynalezu, PMA. Vyhodny je PMA nebo funkéné ekvivalentni

forbolester.

Obvykle je esterem PMA, ale miZe jim byt jakykoli

vhodny forbolester, ktery usnadiuje diferenciaci bunék.

Obvykle se PMA pouZije v koncentraci od asi 0,1

do asi 10 ng/ml.

Mastné kyselina miZe byt do buiky dodéna v séxu,
v ném? bufika roste. Puvodci nalezli, Ze teplem inaktivované

fetalni teleci sérum firmy Gibco BRL poskytuje nizké pozadi
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akumulaci lipidfd, zatimco vysoké hladig; gihmui;ce.lipiad."
se dosadhne za pouZiti p¥ipravku Controlled Process Serum
Replacment (CPSR-3) firmy Sigma. Alternativné se miZe dodat
(nap¥iklad pfidanim do media riistové kultury) ve vhodné
koncentraci. Vhodné mastné kyseliny zahrnuji mono- a
polynenasycené mastné kyseliny s délkou Fetézce 18 az 2,
v&etnd kyseliny linoleové. vhodné se mastné kyseliny

dodévaji v koncentraci od 10 do 100 uM.

Akumulace mastné kyseliny v bufice se miZe mérit
za pouZiti jakéhokoli vhodného zptsobu. Obzvla3dté prihodné
zpGisoby zahrnuji pouZiti barviv mastnych kyselin, Jjako Je
nilska &ervell (Nile Red) nebo 0il Red O, kterd mohou byt
pouzita iﬁ situ a odeltena na gitadi desek. Dalsi zplsoby,
které mohou byt pouZity k mé&Feni akumulace mastnych

kyselin, zahrnuji PLC, HPLC a LC-MS.

‘Stanovi se akumulace mastnych kyselin v bunce za
pfitomnosti nebo nepfitomnosti testované slouleniny a
sloudeniny, které vedou ke sniZeni akumulace mastnych

kyselin v bufice se vyberou pro dal8i testovani.

Snadno se zjisti, Ze jelikoZ buiky lze péstovat
v mnohokomtirkovych kultivalnich nédobach (napf. 64-
komtirkovych kultivaénich nadobach) a jelikoZ barveni lipidua
1ze kvantifikovat, napfiklad opticky v mikrotitrovém
deskovém &itadi, lze screeningovy zpusob snadno

automatizovat k dosaZeni screeningu s velkym vykonem.

Dal&i aspekty tohoto vynalezu poskytuji
slouceniny identifikovatelné screeningovymi zplGsoby podle
tohoto vynalezu, jako jsou sloucdeniny identifikovatelné

t&mito zptsoby podle tohoto vynalezu k pouziti v lékarstvi
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a farmaceutické prost¥edky s takovymi slouceninami dale

obsahujici farmaceuticky p¥ijatelny nosic.

U slou&enin identifikovanych a identifikova-
telnych screeningovymi zplsoby podle tohoto vyndlezu se ma
za to, Ze jsou uZitelné p¥i zpusobech 1é¢by podle tohoto

vynalezu.

Vynalez bude nyni popsan detailnéji odkazem na

nasledujici popis, priklady a obrazky.

Pfehled obrazkt na vykresech

Obr.1

Obr. 1 ukazuje expresi PPARS v bunkach THP-1. Na
celkové RNA se provede RNA&zova expresni analyza mRNA PPARQ

a PPARS z my3ich a lidskych Jjaternich a z nékolika
lidskych bun&&nych linii. Bunélna linie Huh7 je bunécné
lidské jaterni linie, kterad obsahuje identick& mnoZstvi
mRNA PPARS (&erné sloupce) a PPARa (bilé sloupce) ve
srovnani s celkovou RNA isolovanou z lidskych jater ( vice
ne¥ 1 % aktinu). Jak Huh7, tak lidska jatra neodpovidaji na
peroxisomové proliferatory zvySenim lipidového metabolismu
a transkripce reporterovych konstrukt obsahujicich PPRE.
Monocytarni bunééné linie, Jjako jsou buiky U937 a THP-1,
exprimuji relativné vysoké hladiny PPARS (5 aZ 6 % aktinu).
Na expresi PPARa a PPARS byly analyzovany dalsi lidské
tkané&, jako Jje tralnik, ovaria, testes, ledviny a
nadledviny. Ve v3ech pripadech byly expresni hladiny ni Z&i
nes 1 % aktinu (data nejsou uvedena). Je v3ak moZné, Ze
jednotlivé bunééné slozky téchto komplexnich tkani

exprimuji vyznamné hladiny téchto receptort.
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Obr. 2

Obr. 2 ukazuje expresi aterogenniho genu
v bufikdch THP-1. Pomoci RT-PCR se analyzuje celkova RNA
2 bun&k THP- na expresi rliznych genovych produktd spjatych
s aterogennim procesem. Ukdzany jsou agarbzové gely barvené
bromidem ethidia z analyzy bunék‘THP—l za normdlni
rastovych podminek (-PMA), adherentni builky THP-1 po
o%et¥eni forbolesterem (+PMA) a oSetfeni forbolesterm za
ptitomnosti 100 pM kyseliny linoleové. VSechny sondy Jjsou

sestrojeny k pfechodu hranic intron/exon a neamplifikuji

genomovou DNA.
Obr. 3

Obr. 3 ukazuje, Ze mastné kyseliny a rexinoidy
navozuji tvorbu pénovych bunék, kterd je inhibovéna
rosiglitazonem. Rexinoidy jsou 1é&iva specifickd pro RXR,
jako je kyselina 9-cis-retinoové a sloulenina firmy Ligand
Pharmaceutical LG100268 (Murkherjee R. a kol., Nature, 3860,
407 a3 410 (1997)). Rosiglitazon p¥ipravila firma
smithKline Beecham a je rovn&Z znadm jako Avandia a

BRL49653.

A. Mastné kyseliny kooperuji s rexinoidy pti tvorbé

pé&novych bunék

Buniky THP-1 se oZetfi 5 ng/ml PMA a 0,5% di-
methylsulfoxidem (DMSO), 30uM kyselinou linoleovou, SHM
LG 100268 a kyselinou linoleovou s LG 100268. V o3etfovani
se pokraZuje 3 dny a bunky se fixuji v 0,66M‘paraform—

aldehydu,bbarvi nasycenym roztokem Oil Red O a pote se
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protibarvi haematoxylinem. U -o8etfeni bud kyselinou
linoleovou nebo LG 100268 se pozoruje zvySend akumulace
lipida. Pridéni obou sloudenin vede k aditivnimu G&inku na
kumulaci lipidd.

B. Rosiglitazon navozuje clearance lipida

Buiky oS8ettené PMA se 3 dny odetfuji 20uM
BRL49653 a podle vy3e uvedeného popisu se barvi na
akumulaci lipida.

Obr. 4

Obr. 4 ukazuje, Ze rosiglitazon moduluje

v bufikdch THP-1 genovou expresi.

A. Exprese IL-1f je rosiglitazonem sniZena

RN4azova protek&ni analyza hladin mRNA

leukinu 1p u buné&k THP-1 o%etfenych PMA (+PMA),
ofet¥enych PMA a kyselinou linoleovou (+PMA+FA)

ofetFfenych PMA a BRL49653 (+PMA+BRL). Ukézan je

inter-
bunék
a bunék

rovnéz

aktinovy normaliza&ni signal.
B. Exprese TNFa je rosiglitazonem sniZena

RNazova protek&ni analyza hladin mRNA TNFa u
kontrolnich bun&k THP-1(-PMA), bunék THP-1 oSet¥enych PMA
(+PMA), bunék oSetfenych PMA a kyselinou linoleovou
(+PMA+FA) a bunék oSet¥enych PMA a BRL49653 (+PMA+BRL).

Ukazan je rovné&Z aktinovy normalizaclni signal.

C. Exprese CD36 je rosiglitazonem zvySena
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Analyza pomoci t¥idéni fluorescenci aktivovanych
buné&k (FACS - Fluorescence Activated Cell Sorting) exprese
antigenu CD36 u kontrolnich buné&k THP-1(-PMA) a bunék
_oBetfenych PMA a BRL49653 (+PMA+BRL) . O8etfovéani probihd 48

hodin pfi koncentraci 50 uM BRLA9653. Buitky se seskrabou
z kultivadnich desek, fixuji a inkubuji s profilétkou'CD36
konjugovanou s FITC (fluoresceinisothiokyanat) (Coulter
Immunotech). Analyza FACS se provede za pouZiti bunééného

t¥idic¢e Coulter EPIC V.
Obr. 5

Obr. 5 ukazuje generaci buné&énych linii
konstitutivné exprimujicich PPARS. Celd koédujici sekvence

1idského PPARS se subklonuje do eukaryotického expresniho
vektoru pCLDN (Brighty D. W. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
usa, 88, 7802 az 7805 (1991)). Vysledné plasmidy se
transfekuji do bun&k THP-1 za pouZitil modifikovaného
postupu DEAE-Dextran (Fujita a kol., Cell, 46, 401 az 407
(1986)). Butiky se uchovavaji v médiu obsahujicim 1 mg/ml
G418 a 10% THP-1 upravovaném mediu s p¥isnymi postupy
promyvani k odstratiovani mrtvych buné&k. V tom se pokracuje
a¥ se uhyn bun&k zastavi a pozoruje se silny rast. Puavodci
ziskali 6 1inii, kaZdou s pCLDN (préazdny vektor),
pCLDNPPARS, pCLDNPPARSAS, pCLDNPPARQ a pCLDNPPARQAS. ,AS™
znamend komplementdrni (antisense) konstrukt. VSechny

z t&chto bun&dnych linii jsou v podstaté identické v rlstu
a Zivotaschopnosti. Provedou se uvodni diferenciaéni
experimenty s buné&¢nymi liniem s PPARS v selek&nim mediwu.
Ty jsou pro v3echny konstrukty negativni s vyjimkou
kontrolni linie s prazdnym vektorem. Bufiky se vSemi

konstrukty byly po oSetfeni PMA stale Zivé kromé& linii
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trypanové modfi. Buliky se poté kultivuiji bez G418 aZ
kontrolni linie s prazdnym vektorem odpovi na PMA podobnym
zpusobem jako rodigovska kontrola. Timto se pak odhali, Ze

v8echny linie pCLDNPPARS diferencovaly podobnym zplUsobem,

ale e 24dnd z linii pCLDNPPARSAS nediferencovala.

7 bun&&nych linii s PPARS se pfiopravi RNA a
protein a analyzuje se na mRNA PPARS RN&azovou protekci (B)
a na protein PPARY western blottingem (C). V3ech 6 linii
vykazujee vice nezZ 10-nasobné zvySeni mRNA PPARS oproti
rodidovské 1linii. Tyto hladiny Jsou mnohem vy35i neZ
hladiny pozorované u bunék osetfenych PMA. Vysoké hladiny
proteinu PPARS jsou pozorovany u linii oznalenych delta-1 a
delta-2. Ostatni 4 linie nebyly western blottingem
analyzovany. VSechny nidsledujici experimenty se provadeéji

na té&chto liniich.
Obr. ©

Obr. 6 ukazuje Z%e nadm@rnad exprese PPAR® navozuje

tvorbu pé&novych bunék.

A. Rodidovské bufiky THP-1 a builtky pCLDNPPARS se o%etfuji 5

ng/ml PMA a 0,5% DMSO nebo 50uM BRL49653. OSetfovani
probiha 3 dny a bunky se fixuji 0,66M paraformaldehydem,
barvi se nasycenym roztokem Oil Red O a poté se protibazrvi
haematoxylinem. N4sledné experimenty ukazuji, Ze pusobeni

BRL49653 je G&inné p¥i submikromolarnich koncentracich.

B. Kultury se o3etf¥i zplsobem uvedenym vySe a poté se

extrahuji sm&si methanol/chloroform/PBS (1 : 1 : 1,
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objemove) . Organickévféze se nechd projit pte
kagelovou desku pro chromatografii na tenké vrstve (Merck.
Kieselgel 60 s koncentra&ni zénou) se smé&si 80 % heptanu,
18 ¢ diethyletheru a 2 % kyseliny octové jako rozpoustédla.
Lipidy se poté barvi aerosolem kyseliny fosfomolybdenové

v methanolu. Ukadzana je relativni mobilita volného
cholesterolu (FCHOL), volné kyseliny ara3idové (FFA),
vysoce nasyceného triacylglycerolu (TG}, methylestert
mastnych kyselin (FAME), esterd cholesterolu (CE) a také
butylovaného hydroxyanisolu (BHT), ktery je pfritomen

v systému rozpousté&del.
Obr. 7

Obr. 7 ukazﬁje, e vydej (eflux) mastnych kyselin
je v aktivovanych putikdch na nadmérnou expresi PPARS

potlacen.
A. Pfijem mastnych kyselin

1 milion bundk ve 2 ml media se pfes noc inkubuje
s kyselinou olejovou znacenou H s aktivitou 185 kBg se 100
uM kyseliny linoleové (HIGH FAT) nebo bez ni (LOW FAT).
Butiky se poté peletuji, promyji a resuspenduji v Cerstvém
mediu bez znadenych mastnych kyselin. Procento inkorporace
se stanovi &itanim scintilace alikvotu media a promytych

bunék. Vi3echna stanoveni se provedou v triplikatech.
B. Vydej (eflux) mastnych kyselin
Promyté buiiky se inkubuji dalSich 50 hodin,

pricemZ se bé&hem této doby monitoruje uvoliovani

radiocaktivity. Rodicovské buiky s HIGH FAT mediem jsou
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ukazany jako koso&tverce a s LOW FAT mediem jsou ukazany
jako &tverce. Bufiky nadmé&rné& exprimujici PPARS s HIGH FAT
mediem jsou ukdzédny jako trojuhelniky a s LOW FAT mediem

jako kruhy.
C. Vydej mastnych kyselin u bunék aktivovanych PMA

Bufiky se oSetfi PMA a inkubuji se s radiocaktivné
znadenou kyselinou olejovou podle vyse uvedeného popisu.
Adherujici bufiky se promyvaji a bé&hem Casu se méri
uvolhovéani radiocaktivity z té&chto bun&k. Linie rodi&ovskych
bunék (&tverce) vykazuje vyS$8i hladiny uvolnovani
radioaktivity ne? bulky nadmérn& exprimujici PPARS

(kosocltverce) .
Obr. 8

Obr. 8 ukazuje, Ze exprese genu ApoE je

regulovina mastnymi kyselinami prost¥ednictvim PPARJ

P¥ipravi se celkovd RNA z rodicovskych bunék
THP-1 ofetfenych PMA (THP-1) nebo PMA a kyselinou
linoleovou (THP-1+FA) a z buné&cné linie nadmérné
exprimujici PPARS (DELTA). Z t&chto vzorkd RNA se pripravi
cDNA a tato cDNA se analyzuje na sekvence ApoE za pouZitil
postupli TAQMAN. Ukédzany vysledek je relativni expresi
normalizovanou na expresi P-aktinu, p¥icemZ Uselky

predstavuji standardni odchylku v duplikatovych vzorcich.

Obr. 9

Obr. 9 ukazuje, Ze inhibice PPARS zabranuje

tvorb& pénovych buné&k. Buiiky se pfes noc oSetfuji 5 ng/ml
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PMA a odecCitaji se na diferenciaci
misce) a Zivotaschopnost (vylucovani trypanové modri).
Rodi&ovské bufiky THP-1 a bunky nadmérné exprimujici PPARS
(Sense) za pritomnosti PMA dobfe diferencuji. AvSak buiky
exprimujici molekuly komplementdrni k PPARS (Anti-sense)
nediferencuji vibec a jsou pro trypanovou modf vysoce
permeabilni. Tyto buiky exprimujici molekuly komplementdrni
k PPARS rostou za nepritomnosti PMA normdlné s velkou

Zivotaschopnbsti.
Obr. 10

Obr. 10 ukazuje, Ze ochrana PPARJ pfed smrti
neprobihd smérem doll od PKC. Rodicovské buniky a buiiky
exprimﬁjici molekuly komplementdrni k PPARS se inkubuji
s PMA a inhibitorem aktivity PKC (Bis) a dvéma inhibitory
aktivity PLA2 (OBAA a mepakrin). Tyto inhibitory se pouzZiji
v koncentracich pouZitych v p¥edchozich studiich pro

specifickou inhibici.

Bis je bisindolylmaleamid I a je dostupny u firmy
Sigma. OBAA je kyselina 3-(4-oktadecyl)benzoylakrylovd a Jje
dostupnéd u firmy Calbiochem. Mepakrin je 6-chlor-9-[ (4-di-
ethylamino)-1l-methylbutyl]amino-2-methoxyakridin a je

dostupny u firmy Calbiochem.

V&echny inhibitory zabranuji diferenciaci
rodidovskych bunék THP-1 (A). To potvrzuje roli PKC
v pusobeni forbolesteru. Plsobeni inhibitorl PLA2 zda e
odhaluje nové aspekty diferenciace makrofégtu. AvSak pfi
vySetfovani Zivotaschopnosti téchto bunék vylulovanim
trypanové mod¥i (B) puvodci nalezli, Ze neblokuje ,smrt™

navozenou PMA u bunécné linie bunék exprimujicich molekuly
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vykazuje néjaké zndmky toxicity u rodidovskych bun&k (bilé

sloupce).
Obr. 11

Obr. 11 ukazuje, Ze akumulace lipidd je navozena

agonistou PPARS, slouceninou F.
Obr. 12

Obr. 12 ukazuje, Ze slouCenina F, coZ je agonista
PPARSO, navozuje tvorbu pénovych bunék z gliovych bunék THP-
1.

Obr. 13

Obr. 13 ukazuje, Ze sloulenina F navozuje
makrofdgovou tvorbu pénovych bunék z primadrnich lidskych
monocytu.

Obr. 14

Obr. 14 ukazuje akumulaci lipidd v gliovych

bufikdch navozenou PPARS.
Obr. 15

Obr. 15 ukazuje, Ze sloucenina F stimuluje

proliferaci bunéénych 1inii rakoviny prostaty.

Popis
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Role PPARS p¥i tvorbé& pénovych bunék
Tkaniova kultura

Buiiky lidského glioblastomového astrocytomu U373
se péstuji v kultivalni mediu RPMI 1640 doplnéném 10%
(objemové&) teplem inaktivovanym fetidlnim hovézim sérem
(GibcoBRL, paisley, Skotsko), peniclilinem (5000
m.j./ml) (GibcoBRL, Paisley, Skotsko) a streptomycinem (5000
pg/ml) (Gibco, Paisley, Skotsko). Kultury se péstuji pfi
teplot& 37 °C a 5% koncentraci oxidu uhlicitého a pasézuji

se p¥i dosazZeni 100% pokryvu.
O%etteni bun&&nych linii 1lé&ivy

Souvisld vrstva bunék se umisti do testovacich

desek se 6 jamkami ve 2 ml media pouZitého pro tkéanové
kultury v detailu popsaného vySe a o3etfi se 5 pM a 10 uM

agonisty specifického pro PPARS, slouceniny F. Jako
kontrola se pouZ?ije DMSO. Sloucenina a medium se obnovuiji

kazdé 3 dny a bufiky se oSetfuji po dobu 1 tydne.
Experimenty zahrnujici barveni

Experimenty vyuZivajici barveni Oil Red O

s protibarvenim haematoxylinem se provadéji na bunkach

z kazdého oSetfeni popsaného v predchozim odstavci. Medium
se odstrani a jamky se promyji PBS (2 ml). Buniky se fixuji
v 10% formalinu (1 ml) 1 hodinu a poté se dvakrat promyji
PBS neZ se krétce proplachnou 60% isopropanolem. Pridéd se
roztok 0il Red O (1 ml) (Sigma) a po 3 hodinach se
odstrani. Jamky se poté dvakrat promyji PBS. K protibarveni

se pfida haematoxylinové protibarvivo (1 : 10, 1 ml)




.0 e
*

-46- (X e L4 .
¢ »
. .
s o i
. L]
se seov oo . ee ooce

(Sigma) a po 5 minutéch se odstrani dvojim promytim PBS.
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Druhd promyvaci davka se v jamkdch poneché.
Vysledky

Po 1 tydnu nevykazuji kontrolni buiiky Zadnou
kumulaci lipidd. U bunék o3etfenych sloudeninou F se
pbzoruje akumulace lipidd a je vyrazné makrovesikulérni,
tj. akumulace lipidd je pfitomna nikoli pouze
v perinukledrni oblast, ale také v astrocytdrnich procesech

(viz obr. 14).

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Aktivované makrofadgy exprimuji vSechny 3 formy
peroxisomovym proliferdtorem aktivovaného receptoru,
jmenovité alfa (a), gama (y) a delta (8). V préci popsané
v prikladu 1 puvodci ukazuji, Ze k aktivaci makrofagu
forbolestery je potfeba exprese PPARS a Ze PPARS navozuje
tvorbu pé&novych bunék z makrofagl. Bylo jiZ ukdzano, Ze
agonisté PPARy negativné reguluji aktivaci makrofagu a Ze
maji silné protizéné&tlivé u&inky. V tomto prikladu puvodci
ukazuji, Ze agonista PPARy, rosiglitazon, inhibuje tvorbu
pénovych bunék z makrofagl. PPARy a PPARS tudiZ
zprostf¥edkovavaji opacné role v metabolismu lipidd
makrofagl a v jejich diferenciaci. Tyto vysledky ukazuji,
Ze, pitekvapivé, antagonistické ligandy PPARS jsou silnymi
kandidaty jako léciva k prevenci kardiovaskuldrnich chorob.
Experimentalni materidly a zplsoby jsou popsédny v legendéach

k obrazkim.
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Vysledky
Validace modelu pénovych bunék

Monocytdrni buné&fné linie jsou v zdkladnim
vyzkumu molekuldrniho zdkladu aterogeneze Siroce pouZivany.
Pavodci zjistovali vliv lipidd a tuku z potravy a vliv
stresu a z&né&tu. Nejuniverzadlné&j3i buné&cnou linii k tomuto
vyzkumu je lidska buné&&nd linie THP-1. Tato bunélna linie
roste za normdlnich podminek v suspenzi, av3ak zanétlivé
podné&ty, jako je forbolester, vyvolavaji mocnou
diferenciaci a zénétlivou odpovéd, kdy bunky adheruji a
ziskavaji ,charakter makrofagu.“ Tato buné&&nd linie Jje také
znama tim, Ze odpovidd na mastné kyseliny a oxidovany LDL
zménami exprese genu, pricemZ u oxidovaného LDL bylo
ukazéno, Ze navozuje cytoplasmatickou akumulaci lipidd.
Tento reguladni jev je chdpan jako po&ate&ni udalost, ktera

se objevuje pri tvorbé ateromového platu (12).

Pivodci nyni nalezli dileZité spojeni mezi
zanétlivym procesem a lipidovou patologii téchto bunék
pozorovanim skuteénosti, Ze stimulace forbolesterem bunék
THP-1 vede k velkému zvy3eni hladin mRNA PPARS. Jiné
skupiny ukazaly, ze zanétlivé podnéty upreguluji expresi
PPARy u my3ich a lidskych makrofagd, stejné jako u
bun&&nych linii odvozenych od monocytl, jako je THP-1 a
U937 (13 a% 15). Bylo rovn&Z ukazéno, Ze PPARS Jje
exprimovan thioglykolatem stimulovanymi peritonedlnimi
my3imi makrofagy (13).Pivodci rovné&Z ukéazali, Ze aktivované
bunky THP-1 exprimuji mnoho produktd genti zanétu spjatych
s aterogenezi, jako je MCP (monocytérni chemoatraktalni
protein), IL-8, I1-1f a tromboxansyntézu (obr. 2), prilemZ

nalezli, Ze exprese né&kolika téchto produktd genl zanétu po
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exprese apolipoproteinu E se po aktivaci zvySuje a Ze je
silné potlaCena mastnymi kyselinami je vyznamné. Tyto
vysledky ukazuji, Ze tento systém odpovidd na mastné
kyseliny a na z&nétlivé podnéty zplsobem vhodnym k tomu, Ze
miZe byt povazZovan za dobry model lidské cévni choroby.
Pivodci rovnéZ pozorovali, Ze oSetfeni adherentnich buné&k
THP-1 polynenasycenymi mastnYmi kyselinami, jako je
kyselina linoleova, vede k akumulaci lipidovych kapek

v cytoplasmé (obr. 3A). Tyto lipidy naloZené makrofdgy Jjsou
znédmy jako p&nové buiiky. UZast heterodimeru PPAR/RXR pfi
regulaci tvorby pénovych bunék byla navrZena v disledku
pozorovani, Ze aktivuijici ligand retinoidového receptoru X
(LG100268) navozuje tvorbu pénovych bunék v kooperaci

s mastnymi kyselinami. Kyselina linoleovd neni velmi
specifickym ligandem pro PPAR, bylo v3ak ukdzéno, Ze G&inné
aktivuje PPARa a PPARY, zatimco je ponékud slabdim

aktivdtorem PPARy. O3etfeni té&chto bunék aktivatorem PPARQ
Wyl4, 643 nem& Zadny Ulinek, coZ je v souladu s nizkou
expresi této isoformy v aktivovaném makrofagu (obr. 1).
PouzZiti rosiglitazonu, BRL49653, rovneZ nevede k tvorbé
pénovych bunék, av3ak je znamo, Ze tyto bunky obsahuiji
PPARy. Ve skutelnosti oSetfeni BRL439653 vede ke sniZeni
lipidovych depozitd ve srovnani s neoSetfenymi bunkami
(obr. 3A) a muZe inhibovat navozeni tvorby pénovych bunék
kyselinou linoleovou a rexinoidem (data neuvedena). Tato
data v souhrnu poprvé naznacuji, Ze PPARS je molekuldrnim
‘cilem pro mastné kyseliny pf¥i tvorbé pénovych bunék a Ze

PPARy je negativnim reguldtorem funkce pénovych bunék.

Rosiglitazon (BRL49653) vede ke zvratu pénovych bunék
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Data ziskanad plvodci podporuji roli PPARy pri
antagonizaci aktivace makrofdgl a akumulaci lipidd. PGvodci
rovné&¥ pozorovai, Ze adherence bunék THP-1 po oéetféni )
BRL49653 je pomalejsi neZ je pozorovano u bunék
neodetfenych (data neuvedena). Tato inhibiéni role byla
rovné&? navrZena ve dvou pracich uvefejnénych v Casopise
Nature, ve kterych byla uk&zéna negativni regulace
medidtor® zadn&tu prostfednictvim PPARy (13, 14). Phvodci
potvrdili protizan&tlivé pusobeni TZD vySetfenim ucinku
BRL49653 na expresi IL-1B. Skutednd o3et¥eni BRL49653 vede

k poklesu hladin mRNA IL-1B (obr. 4A). Pokles mRNA TNFa ve
srovndni s aktinem byl rovnéZ pozorovan, évéak toto sniZeni
nebylo tak vyrazné (obr. 4B). bylo uké&zano, Ze pfijem
1ipid& scavengerovym receptorem CD36 je v buiikdch THP-1
regulovan PPARy (16, 17), pficemZ plvodci nalezli, Ze CD36
je v aktivovanych bufikdch THP-1 regulovan TZD (obr. 3C),
avdak tyto buiiky nevytvéafreji pénové bunky (obr. 2).
Upregulace CD36 tedy neni dostacujici pro tvorbu pénovych
bun&k a celkovy udinek aktivace PPARy je antagonizace
tvorby pé&novych bun&k. TZD jsou thiazolididionovou tfidou

lé&iv, kterd zahrnuje BRL49653.

Genetickd modulace modelu pénovych bunék

Ke zji%té&ni, zda se PPARS uUcastni tvorby pénovych
bunék navozené mastnou kyselinou se z bun&k THP-1 generuji
bun&&né linie, které nadmérné exprimuji PPARS nebo které
exprimuji komplementdrni mRNA k PPAR3. cDNA kédujici PPARS .
se klonuje do vektoru (pCLDN), ktery zamé&fi transkripci pod
kontrolu mocného enhanceru z lidského cytomegaloviru (obr.
5). Tento vektor rovn&Z obsahuje gen resistence na neomycin

k selekci cilovych bun&k. cDNA se vloZi do obou orientaci
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k expresi DNA proteinu PPARS (pCLDNPPARS-S) (sense DNA) a

v opalném sméru (antisense direction) k blokdd& exprese

PPARS (pCLDNPPAR-AS). Buiiky THP-1 se transfekuji

pCLDNPPARS—S nebo pCLDNPPARS-AS a selektuji se 1 mg/ml G418
az se pozoruje silny rist v G418. Butiky se poté uvolni ze
selekce G418 jelikoZ kontroly se samotnym vektorem za
pfitomhosti G418 nediferencuji. O G418 je znémo, Ze Jje
inhibitorem aktivity proteinkindzy C a tudiZ antagonistou
pasobeni forbolesteru. Po obnoveni po selekci G418 se
nadmérnd exprese PPAR& v 6 nezavisle transfekovanych
polyklonéinich bunéénych liniich potvrdi RNAzovou protekci
(obr. 5B) a western blottingem (obr. 5C). tyto bunécné
linie rostou normd&lné a nevykazuji Zadnou adherenci

k lahvim tké&nové kultury, av3ak pri oSetfeni PMA se stavaji
adherentnimi a akumuluji velkd mnoZstvi intraceluldrnich
lipidd ve srovnani s bunkami divokého typu, dokonce i

v nepritomnosti pfidanych mastnych kyselin (obr. 6).
OS3etfeni BRL19653 maZe zabranit tvorbé pénovych bunék.
navozené PPARS. Analyza mastnych kyselin ukédZe, Ze zvySeni
‘bunécnych 1lipidd se G&astni hlavné triglyceridy a Ze tato
zidsoba se eliminuje pusobenim BRL49653 (obr. 6B). Pavodci
za pouZiti tritiované kyseliny olejové analyzovali pfijem a
vydej mastnych kyselin v rodicovskych bunéénych liniich a
v bunécnych liniich s nadmérnou expresi PPARS. puvodci
nalezli, Ze pf¥ijem a vydej jsou v podstaté& mezi témito
dvéma bunécnymi liniemi v neaktivovaném stavu identické
(obr. 7A a obr. 7B). V aktivovanych bunkadch je v3ak zfejmé,
Ze vydej je u linii s nadmérnou expresi PPARS vyrazné& nizZ3i

(obr. 7C).

Buiiky s nadmérnou expresi PPARS maji hladiny mRNA

ApoE vyrazné sniZeny (35-nasobné) ve srovnani s rodicovskou
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po oSetfeni kyselinou linoleovou sniZen na stejné hladiny,
jaké se pozoruji v rodicovské bunécné linii. Tato data
odhaluji, Ze PPARS zprostfedkovdvd represi exprese genu
ApoE navozenou mastnymi kyselinami. Bufiky exprimujici RNA
komplementdrni k PPARS (PPARSAS) rovnéi rostou/normélné,
av3ak po oSetfeni PMA tyto buliky nediferencuji (obr. 9A).
Diferenciace se nepozoruje pf¥i Zadné koncentraci PMA (0,1
az- 25 ng/ml). Barveni trypanovou modfi buné&k PPARSAS
oSetfovanych PMA pres noc odhali, Ze buiiky béhem oéetfovéﬁi
zahynou (obr. 9B). Neni zde ZA&dny dlkaz kondenzace DNA Jak
se posoudi pomoci barveni DAPI (4N, 6-diamino-2-fenylindol,
Molecular Probes, Oregon) (data neuvedena). Fragmentace DNA
se pti elektroforéze genomové DNA pripravené z té&chto
mrtvych bunék v agarovém gelu nepozoruje (data neuvedena).
Buniky exprimujici RNA komplementdrni k PPARS oSetfené PMA
tedy zdé& se nehynou v disledku apoptdzy. PouZitim
inhibotortd PKC a fosfolipédzy A puvodci ukdzali, Ze mohou
blokovat diferenciaci rodicovskych bunék THP-1 (obr. 10A),
avsak zda se, Ze bunky exprimujici RNA komplementdrni

k PPARY hynou za pritomnosti forbolesteru a té&chto
inhibotord (obr. 10B). To naznaluje, Ze pfilina smrti
spo¢iva v procesu ddle od aktivace PKC v diferenciadnim

procesu.

PGvodci ukdzali, Ze PPARS je vyZadovan
k zénétlivé éktivaci makrofagl (jak je doloZeno aktivacia
bunék THP-1) a Ze PPARS navozuje tvorbu pé&novych bunék.
Nadmé&rnd exprese PPARS vyrazné& méni skladovani lipidh
v téchto bufikdch a je z&asti uskuteclfiovdna zménou exprese

genu kédujiciho apolipoprotein E. Inhibice (antagonismus)

aktivity PPARS miZe brénit tvorbé pénovych bunék a k vywoji
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1é¢iv, které jsou inhibitory aktivity PPARS, kterd jsou
uZiteénd p¥i prevenci a/nebo 1é&bé& velkého mnoZstvi poruch,

které se objevuji v disledku aterogeneze.

Priklad 2
Akumulace lipidd je navozena agonistou PPARS

Selektivni agonista PPARS (slouclenina F na str. 9
dokumentu WO 97/28149) navozuje akumulaci lipidd a navozuje
tvorbu pénovych bunék ve stanoveni THP-1 popsaném
v ptrikladu 1. Ackoliv WO 97/28149 navrhuje pouZiti agonisty
PPARS (stejné& jako jiné popsané slouleniny) k 1éc&bé
kardiovaskuldrni choroby, puvodci ukdzali, Ze tato
slouCenina navozuje tvorbu pénovych bunék. Tento Glinek je
ztejmy pt¥i koncentraci niZ3i neZ 500 nM a je maximdlni pZi
koncentraci od 5 do 10 UM (viz obr. 11A). Sloudenina F
kooperuje s ligandem RXR LG100268 pZ¥i navozeni tvorby
pénovych bunék (viz obr. 11B). Tato farmakologickd aktivita
je tim, co plvodci p¥edpovidaji na zédkladé studii popsanych
v prikladu 1. Sloucenina F rovnéZ navozuje tvorbu pénovych
bunék z makrofagl jak u bunék THP-1 (obr. 12), tak u

primérnich lidskych monocytl (obr. 13).
Pfiklad 3

Screening inhibitord aktivity PPARS
Vazebné studie

Radioligandové filtracdni studie
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ligandem [°H]L-783483 podle popisu ve WO 97/28149 a

v Berger a kol., J. Biol. Chem., 274, 6719 aZ 6725 (1999)
za pritomnosti testované slouCeniny. L-783483 md Kgq = 1
nM. Sm&s se aplikuje na smisené celulézové filtry a
kapalina se protdhne pres filtr ve vakuu. Radiocaktivita
zbyvajici na filtru pfedstavuje L-783483 navazanou na

PPARS. SniZeni navazané radioaktivity indikuje pFitomnost

slouCeniny kompetujici na PPARS. Toto stanoveni urduje

vazebné vlastnosti testované sloucleniny.
Vytésnéni fluorescencni mastné kyseliny

Vazba kyseliny cis- nebo trans-parinarové
poskytﬁje fluorescenlni stanoveni ligandi PPAR. ,Kyselina
cis-parinarova"™ je kyselina 9,15-cis 11,13 trans-pa-
rinarova. ,Kyselina tréns-parinarové“ je kyselina
9,11,13,15 trans-parinarova. Obé& jsou dostupné u firmy
Molecular Probes, Oregon. Rekombinantni PPARS se smisi
s témito mastnymi kyselinami a pokud dojde k vyznamné vazbé
testované slouceniny, navodi tato testovand sloudenina
men3i fluorescenci neZ pri pritomnosti mastné kyseliny/PPAR

samotnych. Toto stanoveni urduje, zda se testovana

sloufenina vaZe na PPARS.

Toto stanoveni lze snadno automatizovat tim, Ze
se provadi ve vicejamkovém formadtu pomoci prihodného

fluorimetru, coZ poskytne vysoky vykon.
Stanoveni interakce koaktivator/receptor/ligand (CARLA)

Vazba koaktivatorovych proteind, jako je RIP140

nebo SRC-1, na PPARS je z&visld na ptitomnosti ligandu.
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RIP140 a SRC-1 jsou proteiny, které se vaZi na PPARS (Krey
a kol. Mol. Endocrinol., 11, 779 az 791 (1997)). Koakti-
vatory se translatuji in vitro za pritomnosti methioninu
zna&eného *°S a smisi se s ¢isténym rekombinantnim hPPARS
za pritomnosti testovanych slouenin. hPPAR se
imunoprecipituje a sraZenina se analyzuje SDS/PAGE
nadsledovanym autoradiografii, ptrilemZ pritomnost
radiocaktivniho signdlu odpovidajiciho koaktivatoru bude
indikovat pfitomnost ligandu PPARS. Toho lze vyuZit

k identifikaci vazby koéktivétoru, ktery se miZe prokézat
jako antagonista, toho se dosdhne p¥itomnosti znamych

agonistld v kazdém stanoveni (viz vy3e).
Funk&ni stanoveni

Stanoveni pfechodového transfeké&niho reporterového

konstruktu

Buniky Cos-1 a CV-1 se transfekuijl expresnim konstruktem
PPARS a reporterovym konstruktem s luciferézou pod
kontrolou enhanceru zdvislého na PPAR. Enhancery zédvislé na
PPAR) zahrnuji enhancery odvozené od genl acyl-CoRoxidazy a
cytochromu P4504A6. To se muZe provést v raznych formdtech
mnohojamkové kultury, p¥ficemZ transfekované butiky se oZetfti
zndmym agonistou PPARS a testovanymi sloudeninami. Buiiky se
1yzuji in situ a v luminometru se stanovi aktivita
luciferazy. Jsou dostupné luminometry, které jsou
kompatibilni se screeningem o vysokém vykonu. Vy3e popsané
stanoveni urcuje schopnost testovanych sloudenin blokovat

aktivitu agonisty PPARS.

Stanoveni reporterového konstruktu stabilnich bunéénych

1linii
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Bun&Zné linie se transfekuji konstrukty podobnymi
konstruktlm popsanym vy3e s tim rozdilem, Ze rovn&Z kéduiji
markery resistence na antibiotika. To umoiﬁujé selekci
buné&&nych 1linii, které stabiln& exprimuji PPARS a obsahuji
reporterové sekvence integrované do genomu. Tato bunécnéa
linie se péstuje a pouZiva k detekci slou€enin aktivujicich

PPARS bez potfeby opakovanych a nédkladnych transfekci.
Priklad 4
Stanoveni pénovych bunék

Stanoveni pénovych bunék se pouZivaji
k identifikaci potehciélnich antiaterogennich sloucenin.
Buniky THP-1 v kultufe na desce s 96 jamkami se oSetti 0,1 .
aZ 10 ng/ml PMA k indukci diferenciace makrofagu. Buiky

THP-1 jsou dostupné jako ECACC pristupové ¢islo 88081201.

Zdroj mastné kyseliny se dodavd bud se sérem

(ndhraZka séra CPSR-3 firmy Sigma) nebo s 20 az 10 pM

kyseliny linoleové.

Akumulace mastné kyseliny v diferencujicich se
makrofdgovych bunkdch se méri za pritomnosti nebo
nepritomnosti testované sloucCeniny po 3 aZ 7 dnech za

pouziti barviva nilské modii (Nile Red).

Testované sloucCeniny, které snizuiji akumulaci
tuku ve srovnani s nepritomnosti testované slouceniny se
vyberou jako potencidlni antiaterogenni ¢inidla nebo jako

vodici sloucCeniny.
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Priklad 5
Testy na buiitkdch rakoviny prostaty

Pavodci nalezli, Ze agonista PPARS, sloulenina F,
miZe stimulovat rist epitelu prostaty. Jak minimélné
transformované bunfitky PNT1A, tak netransformujici se
rakovinné butiky prostaty (LNCaP) maji rast stimulovany azZ o
40 % nizkymi koncentracemi sloudeniny F. tento Gcinek Jje
rovnéZ pozorovan u ligandu. RXR LG100268. RovnéZ nizké
koncentrace jak slouceniny F, tak LG100268, které vyznamné
nezvy3uji rlst bunék, stimuluji buné&ény rist pokud jsou do
kultiva&niho media poddny spolecné. Vysoce transformovana
bunéc¢néd linie rakovinnych bunék prostaty PC3 roste z téchto

linii nejrychleji a neni stimulovédna slouleninou F.

Pivodci transfekovali bunky PC3 expresnimi
konstrukty pro RNA komplementdrni k PPARS, ZA&dn& z nich
nerostla. Naproti tomu byly vytvofeny buné&cné linie
exprimujici RNA komplementdrni k PPARy, které vykazuji
porugeny, ale udrZitelny rust. Ve vSech experimentech byly
vytvofreny bunécné linie obsahujici prazdny expresni vektor
bez fenotypu. tyto experimenty podporuji olekdvani, Ze
PPARS je proliferativni a Ze antagonisté PPARS budou

uzitecni p¥i 1éc¢bé rakoviny.

Bunéc¢né linie se umisti v mnoZstvi 2 500 na jamku
na desku s 24 jamkami a kultivuji se v RPMI obsahujicim 5 %
dextranem potaZeného, aktivnim uhlim o3etfeného FCS. Do
kultivacéniho media se zavadéji zvy3ujicl se koncentrace
slouéniny F nebo LG100268 a kultury se udrZuji 7 dni
s vyménami 1é&iv a media kazZdych 48 hodin. Poté se stanovi

kone&ny pocet bunék v kazZdé jamce kolorimetrickym
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stanovenim (Landegreen U. J., Immunol. Meth., 67, 379 az
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388 (1984)) a relativni rust se vyjadfi jako procento poctu

bunék v kontrolnich jamkach.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro
prevenci nebo sniZovadni rozvoje pénovych bunék z makrofagl
nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych buneék.

2. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léd¢iva pro
prevenci nebo sniZovadni rozvoje pénovych bunék z makrofagu
nebo jinych bunék nebo odstranovdni pénovych bunék

u pacienta.

3. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lé&iva pro
prevenci nebo sniZovadni rozvoje pénovych bunék z makrofagu
nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych bunék, kde
rozvoj pénovych bunék z makrofagl nebo jinych bunék je spjat
s aterosklerézou nebo chorobami spjatymi s aterosklerdzou,
chorobou srdce, mrtvici, perifernimi arteridlnimi chorobami,
anginou, restendzou a ateromemn.

4. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lé¢iva pro
prevenci nebo 1lé¢bu choroby krevnich cév spjaté s tvorbou
platu a/nebo trombotické blokady krevnich cév.

5. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lédiva pro
prevenci nebo lécbu choroby cév, kterou je aterosklerédza,
choroba srdce, mrtvice nebo periferni arteridlni choroba.

6. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro
prevenci nebo sniZovani proliferace bunék.

7. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro
1éc¢bu nebo prevenci rakoviny.




:
- 61 - :
L]
.

8. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lé¢iva pro
1léc¢bu nebo prevenci rakoviny, kterou je rakovina kuzZe,

rakovina prsu, rakovina trac¢niku nebo rakovina prostaty.

9. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léciva pro
1é¢bu nebo prevenci Alzheimerovy choroby.

10. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro
nékterou z aplikaci uvedenych v kterémkoli z predchozich
naroku, kde inhibitorem aktivity PPARS§ je sloucdenina, kterd

brani expresi PPARS v burice.

11. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS§ pro vyrobu léc¢iva pro
nékterou z aplikaci uvedenych v kterémkoli z predchozich
ndrokl, kde inhibitorem aktivity PPAR$ je sloucenina, jejiz
molekula je zaloZena na nukleové kyseliné.

12. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro
nékterou z aplikaci uvedenych v kterémkoli z predchozich
ndrokl, kde inhibitorem aktivity PPARS v bunkach zaloZenym na
nukleové kyseliné je kter&dkoli komplementdrni molekula
selektivni vaéi PPARS nebo ribozym selektivni vadi PPARS.

13. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lé¢iva pro
nékterou z aplikaci uvedenych v kterémkoli z narokd 1 azZ 9,
kde slouc¢enina inhibuje aktivitu aktivity proteinu PPARS.

14. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lédiva pro
nékterou z aplikaci uvedenych v kterémkoli z predchozich
ndroki, kde inhibitorem aktivity PPARS je sloucenina, kteréd

blokuje uc¢inek agonisty PPARS.
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15. Inhibitor aktivity PPARS pro pouziti v lékarstvi.

16. Farmaceuticky prostfedek, vy zna c¢u jici s e
t i m, 2e obsahuje inhibitor aktivity PPARS a farmaceuticky

prijatelny nosic.

17. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé léciva
k prevenci nebo sniZovani rozvoje pénovych bunék z makrofigl
nebo odstranovani pénovych bunék u pacienta.

18. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé léciva
k prevenci nebo 1léc¢bé choroby krevnich cév spjaté s tvorbou
platu a/nebo trombotické blokddy krevnich cév.

19. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé léciva
k 1é&bé nebo prevenci rakoviny.

20. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS k vyrobé léciva
k 1é&bé nebo prevenci Alzheimerovy choroby.

21. Zpusob identifikace slouc¢eniny, kterd miZe byt vodici
sloudeninou nebo kterou lze pouZit jako vodici slouceninu
k pripravé sloudeniny, kterd miZe byt uZitec¢nd v léka¥stvi,
vyznacujici s e tim, Ze zahrnuje selekci
sloudeniny, kterd inhibuje aktivitu PPARS.

22. Zplsob identifikace sloudeniny, ktera mGZe byt vodici
sloudeninou nebo kterou lze pouZit jako vodici slouceninu

k pripravé sloucdeniny, kterd mizZe

1) zabranovat nebo sniZovat rozvoj pénovych bunék
z makrofdgl nebo jinych bunék nebo odstranovat pénové buiky,
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2) zabranovat nebo byt uZitec¢nd pri 1lé¢bé cévni choroby
spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické blokddy krevnich
cév,

3) zabranovat nebo byt uzZitecnd pri lécbé rakoviny nebo

4) zabranovat nebo byt uZitec¢nd pri 1éc¢bé Alzheimerovy
choroby,

vyznac¢uijici s e t im, Ze zahrnuje selekci
sloudeniny, kterd inhibuje aktivitu PPARS.

23. Zpusob podle ndroku 22, vy znac¢ujici s e
t i m, Ze identifikovand sloucCenina se nasledné v dalsim

vySetfeni testuje, zda muze

1) zabratiovat nebo sniZovat rozvoj pénovych bunék
z makrofagd nebo odstranovat pénové burky,

2) zabrafiovat nebo byt uZiteénd pri 1éc¢bé cévni choroby
spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady cév,

3) zabrafiovat nebo byt uZitec¢nd pri 1écbé rakoviny nebo

4) zabratiovat nebo byt uZitec¢nad pri 1écbé Alzheimerovy
choroby.

24. Zplsob podle naroku 22, vy znacujici se
t i m, Ze sloudenina identifikovéna jako vodici slouéenina je
modifikovéana.

25. Zplsob identifikace slouceniny, kterd inhibuje aktivitu
PPARS, vy znad¢ujici S e t i m, Ze z knihovny
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testovanych slouc¢enin se vybere jakdkoli sloucdenina, ktera
inhibuje aktivitu PPARS.

26. Zpusob podle kteréhokoli z ndrokl 22 aZ 24, vy zna -
¢cujici s e t 1i m, Ze sloucenina se vybere podle své
schopnosti inhibovat funkci proteinu nebo aktivitu PPARS.

27. Zpusob podle kteréhokoli z naroka 22 az 25, vy z na -
¢ujici s e t i m, Ze sloucenina se vybere podle své
schopnosti inhibovat v bunice tvorbu PPARS.

28. ZpUsob identifikace slouceniny, kterda mizZe byt vodici
sloud¢eninou nebo kterou lze pouZit jako vodici sloudeninu

k pripravé slouceniny, kterd mizZe

1) zabranovat nebo snizZovat rozvoj pénovych bunék
z makrofagl nebo jinych bunék, nebo odstranovat pénové bunky
nebo

2) zabranovat nebo byt uzZitednd pri lécbeé cévni choroby
spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady krevnich

cév,

.

vyznadcduij c i s e tim, Ze zahrnuje kroky

selekce:

a) vhodné populace primdrnich bunék nebo bunéc¢né linie,

b) dodadni bunéc¢né linii z&nétlivého podnétu nebo ristového
faktoru, ktery usnadiuje diferenciaci na prekurzor pénové

bunky,

¢) doddni k prekurzoru pénové burnky vhodné koncentrace mastné
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kyseliny a

d) zméreni akumulace mastné kyseliny v bulfice za pritomnosti

nebo nepritomnosti této slouceniny.

29. Zplsob podle ndroku 28, vy znac¢ujici se

t i m, Ze populace primdrnich bunék sestdvd z perifernich
monocytd a makrofdgl a buné&énou linii je leukocytova bunédéni
linie.

30. ZplUsob podle ndroku 29, vy znac¢ujici se
t i m, Ze leukocytovou bunéc¢nou linii je monocytdrni bunéd&na

linie nebo bunéc¢nd linie makrofdgového charakteru.

31. Zpusob podle nadroku 30, vy znacujici se
t i m, Ze burnkami jsou buiky THP-1 nebo buriky U937.

32. Zpusob podle kteréhokoli z ndrokl 28 aZ 31, vy zna -
cujici s e t i m, Ze ristovym faktorem je forbol-
ester nebo GMCSF.

33. Zpusob podle ndroku 32, vy znacdcdujici se
t i m, 2e forbolesterem je PMA.

34. Zplsob podle kteréhokoli z naroka 28 azZ 33, vy zn a -
¢ujici s e t i m, Ze mastnd kyselina se dodava
v séru nebo jako kyselina linoleova.

35. ZplUsob podle kteréhokoli z néroka 27 aZ 34, vy z na -

cujici s e t im, Ze akumulace mastné kyseliny se
mé¥i barvenim mastné kyseliny.

36. Sloucenina identifikovatelnd zpusoby podle kteréhokoli




- 66 -

z narokd 21 az 35.
37. Sloucenina podle naroku 36 pro pouZiti v lékarstvi.

38. Farmaceuticky prostredek, vy zna duijici s e
t 1 m, Ze obsahuje sloudeninu podle naroku 36 a farma-
ceuticky prijatelny nosic.

39. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS§ identifikovatelného
zpusobem podle kteréhokoli z narokd 21 a% 26 pro vyrobu
léc¢iva pro léc¢bu podle kteréhokoli z ndrokd 1 ag 12.

40. PouZiti slouCeniny identifikovatelné zpusobem podle
kteréhokoli z ndrokl 27 aZ 33 pro vyrobu lé&iva pro prevenci
nebo snizZovani rozvoje pénovych bunék z makrofagl nebo jinych
bunék nebo odstranovani pénovych bunék nebo prevence nebo
léc¢by cévni choroby spjaté s tvorbou pldtu a/nebo trombotické
blokady krevnich cév.

41. PouzZiti podle kteréhokoli z narokl 16 aZ 19, kde
inhibitor aktivity PPARS je identifikovatelny zplsobem podle
kteréhokoli z narokad 21 aZ 26.

42. PouZiti slouceniny identifikovatelné zplisobem podle
kteréhokoli z narokd 28 aZ 35 k vyrobé& lé&iva pro prevenci
nebo snizZovani rozvoje pénovych bunék z makrofiagl nebo jinych
bunek nebo odstrarovani pénovych bunék nebo pro prevenci nebo
lé¢bu cévni choroby spjaté s tvorbou platu a/nebo trombotické
blokady krevnich cév.

43. Jakékoli nové pouZiti pro vyrobu lé&iva pro 1léébu nebo
prevenci choroby krevnich cév spjaté s tvorbou platu a/nebo
trombotické blokddy krevnich cév, jak je zde popsano.
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44. Jakékoli nové pouZiti pro identifikaci sloucdeniny
uZitecéné pri prevenci nebo 1écbé choroby krevnich cév spjaté
s tvorbou platu a/nebo trombotické blokady krevnich cév, jak
je zde popséano.

45. PouZiti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu lé&iva pro
prevenci nebo lécbu zdnétlivych poruch.

46. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro
prevenci nebo sniZovédni rozvoje pénovych bunék z makrofagl
nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych bunék, kde
makrofdgy nebo jiné bunky jsou makrofidgy nebo jiné bunky
Uc¢astnici se aterosklerotického patologického procesu.

47. Pouziti inhibitoru aktivity PPARS pro vyrobu léc¢iva pro
prevenci nebo sniZovadni rozvoje pénovych bunék z makrofagu
nebo jinych bunék nebo odstranovani pénovych bunék

u pacienta, kde makrofagy nebo jiné bunky jsou makrofdgy nebo
jiné bunky uUc¢astnici se aterosklerotického patologického

procesu.

48. Pouziti podle ndroku 17, kde makrofagy jsou makrofagy

Uc¢astnici se aterosklerotického patologického procesu.

49. ZpUsob podle ndroku 22, vy znac¢ujici se
t 1 m, Ze makrofdgy nebo jiné bunky jsou makrofdgy nebo jiné
bunky ucastnici se aterosklerotického patologického procesu.
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