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OBLAST TECHNIKY

Navrhovany vynélez popisuje neurotropni a analgetické peptidy. Konkrétn€ vynalez popisuje
cyklické peptidy odvozené od aktivni oblasti saposinu C, ktery mé neurotropni a analgetické

G&inky

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Neurotropni faktory jsou proteiny nebo peptidy schopné ovlivnit Zivotaschopnost nervového
systému pacienta, nebo funkce buné¢né populace neurond (Barde , Neuron 2: 1525 — 1534,
1989). Uginky neurotropnich faktor in vitro a in vivo jsou dobfe znamé v soucasném stavu
techniky. Naptiklad nervovy ristovy faktor (NGF) funguje jako troficky faktor pro cholinergni
neurony predniho mozku a periferni a senzorické neurony (Hefti et al., Neurobiol. Aging 10:
515-533, 1989) a dokaze zvratit ptirozena, stejné jako fyzicka traumata perifernich nervi (Rich
et al., J. Neurocytol. 16:261-268, 1987). Neurotropni faktor mozku (BDNF) je troficky faktor
pro periferni senzorické neurony, dopaminergni neurony v Substantia Nigra, centralni
cholinergni neurony a retinalni ganglia (Henderson et al., Restor. Neutrol. Neurosci. 5:15-28,
1993). BDNF, jak bylo prokazano, ochratiuje buriku pfed pfirozenou smrtijak in vitro tak in vivo
(Hofer et al., Nature 331:262-262, 1998). Ciliarni neurotropni faktor (CNTF) zlepSuje prezivani
cilidrnich ganglii z kufecich embryi in vitro a podporuje pfezivani sympatickych senzorickych a
spinalnich motorickych neuroni v kultufe (Ip et al, J. Physiol. Paris 85:122-130, 1991).
Demyelinizace je porucha bézna u fady chorob centralniho nervového systému (CNS) a
nejzieteln&jsi je pii roztrousené skleroze (MS). Roztrousena skleréza je chronicka porucha, ktera
vede k totalni neschopnosti, je charakteristicka poskozenim myelinové pochvy, zatimco axony
zGstavaji v zésadé neposkozené. V soucasné dobé v ptipadé roztrouSené sklerozy neexistuje
74dny uéinny lécebny postup. Dal§imi poruchami centralniho nervového systému, béhem nichz
dochézi k demyelinizaci jsou napf. akutni roztrouSena encefalomyelytida, amyotropni lateralni
skleréza, akutni hemorhagicka leukodystrofie, progresivni multifokalni leukoencefalityda,
metachromaticka leukodystrofie a adrenalni leukodystrofie. Demyelinizaci miZe byt napaden i
periferni nervovy systém, jako v pfipadé sybdromu Guaillian-Barré (phatologic Basis of Disease,

Robbins et al. Eds., W.B. Saunders, Phialadelphia, 1979, str. 1578-1582).



Poskozeni perifernich nervii a periferni neuropatie, jako jsou ty, které jsou nasledkem
chemoterapie pii cukrovce, jsou nejb&znéjsi poruchy perifernich nervi. Soucasna lécba vétsiny
poruch perifernich nervii je zaméfena pouze na potlaceni projevi poruch, ale neodstranuji piic¢iny
poruchy.

Neuropatické bolest je disledkem poskozeni nervi, jako je jejich stladenim, zmacknutim nebo
traumatickym poskozenim michy a obvykle je dlouhotrvajici nebo chronické. Nejhorsi poskozeni
nervil také miize byt zpisobeno vznikem neurond, kdy bolest je dusledkem nenormalni
regenerace nervii. Daldim piikladem mohou byt neuropatické bolesti zplisobené nadorovym
onemocnénim, kdy rostouci nador tla¢i na pfilehly nerv, mozkovou tkan nebo michu.
Neuropatické bolesti jsou také spojeny s pribéhem n&kterych chorob, jako je diabetes a
alkoholismus. Ve v&tsing ptipadii jsou neuropatické bolesti rezistentni k potladeni soucasnymi
Jé¢ivy. Tato lé¢iva maji mnohdy vazné vedleji G¢inky. patentova piihlaska US 08/611 307
popisuje zpisob potladeni nebo prevence neuropatickych bolesti podanim efektivniho mnoZstvi
aktivniho fragmentu prosaposinu pacientovi.

Prosaposin je prekursor skupiny malych, termostabilnich glykoprotein, které jsou nezbytné pro
hydrolyzu glykosfingolipidd lysozomalnimi hydrolazami (Kishimi et al., J. Lipid Res. 33:1255-
1267, 1992). Prosaposin je proteolyticky Stépen v lysozomech, ¢imz vznikaji saposiny A, B, C a
D (O’Brien et al., FASEB J. 5:301-308, 1991). O'Brien et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA,
91:9593-9596, 1994), patent US 5 571 787 a publikovana PCT aplikace ¢. WO 95/03 821
popisuji, Ze prosaposin, saposin C stimuluji rast neuritd a zvy$enou myelinizaci. Navic. patenty
US 5 571 787, US 5 696 080, US 5 714 459 a publikovana PCT aplikace ¢&. WO 95/03 821
popisuji, Ze 22 aminokyselin dlouhy peptid (CEFLVKEVTKLIDNNKTEKEIL, sekvence €. 1)
obsahujici aminokyseliny 8 az 29 z lidské¢ho saposinu C stimuluje nartst neuritil. Tyto publikace
také fikaji, ze 18 aminokyselin dlouhy peptid (YKEVTKLIDNNKTEKEIL, sekvence ¢. 2)
obsaZeny v 22 aminokyselin dlouhém saposinu C (kde V je nahrazeno Y) také zvySuje rist
neuriti a je schopen projit pfes krevn€ — mozkovou bariéru. O'Brien et al., (FASEB J. 9:681-685,
1995) ukazuje, Ze 22 aminokyselin dlouhy peptid stimuluje cholinovou acetyltransferazovou
aktivitu a chrani neurony pied smrti. Aktivni neuritogenni fragment byl lokalizovan v linearni 12
aminokyselin dlouhé sekvenci nachazejici se na amino konci saposinu C (LIDNNKTEKEIL,
sekvence ¢. 3) (O'Brien et al., FASEB J. 9:681-685, 1994). Liepinsh et al., (Nature Struct. Biol.
4:793-795) ukazuje, ze konformace smycky neurotropné aktivniho segmentu peptidu NK lysinu

(jednotky 17 az 30) mize byt napodobena kruhovym peptidem.



Hlavni prekazkou terapeutického in vivo pouziti téchto peptidd je jejich citlivost k proteolytické
degradaci. Navrhovany vynalez popisuje cyklické peptidy napodobujici asti prosaposinu, kterd
jsou viak odolné k proteolytickému 3tépeni a schopné prostoupeni pies krevné — mozkovou

bariéru.

PODSTATA VYNALEZU

Jednou variantou navrhovaného vynélezu je cyklicky peptid s neurotropnimi a analgetickymi
winky ktery je slozen z 11 az 25 aminokyselin a jeho struktura je odvozena od sekvence
X XoXaNNX,TXsXeX7Xs, kde X, je hydrofobni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin,
tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X; je hydrofobni aminokyselina, X3 je kyselina
asparagova, kyselina glutamovd, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, X je jakakoliv
aminokyselina, X5 je hydrofobni aminokyselina a X3 je hydrofobni aminokyselina. Nejvhodné;si
je pokud peptid ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako sekvence ¢. 5 nebo 6.
Navrhovany vynalez popisuje prostiedek obsahujici vySe popsany peptid v neprodysné
uzavienych nadobach upravenych tak aby se produkt nerozpadal v lyofilizované forme, ve forme
lipozémi, ve formé vhodné pro povrchovou aplikaci nebo v jednotkové davkovaci formé.

Dalsi moznosti navrhovaného vynalezu je popsat zplsob indukce myelinizace nebo inhibici
demyelinizace u savcil, predstavujici podani saveim trpicim demyelinizaci farmaceuticky
efektivni davku cyklickych peptidéi schopnou potlagit demyelinizaci, pfi¢emz peptid je sloZen
z 11 az 25 aminokyselin a obsahuje sekvenci X;XoX3NNX TXsX6X7Xs, kde X, je hydrofobni
aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin),
X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo
arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova
nebo asparagova, Xs je jakékoliv aminokyselina, X7 je hydrofébni aminokyselina a Xg je
hydrofébni aminokyselina. V jedné =z konkrétnich variant navrhovaného vyndlezu, je
demyelinizace zptisobena roztrouienou sklerézou, ischemickym nebo traumatickym poranénim.
Je vhodné, aby podani mélo formu nitrozilni, intramuskuldrni, intradermalni, podkozni,
intrakranialni, intracerebrospinlni nebo povrchové aplikace. Je vhodné aby peptid byl podavan
ve farmaceuticky pfijatelném nosiéi. V jiné varianté navrhovaného vynalezu, je peptid zahrnut
v lamelarni struktute. Je vhodné, aby peptid mél sekvenci uvedenou jako sekvence ¢. 5 nebo 6.

Dalsi moZnosti navrhovaného vynalezu je, Ze savcem je ¢lovek.



Navrhovany vynalez dale popisuje zpisob inhibice neuralni degenerace nebo zajiStuje rast
neurité v nervové tkani, ktery je charakteristicky tim, Ze zahrnuje: kontakt nervové tkane
postizené touto degeneraci s farmaceuticky efektivni davkou cyklickych peptidit schopnou
potlacit demyelinizaci, pficemz peptid je slozen z 11 aZ 25 aminokyselin a obsahuje sekvenci
X X, X3NNX TXsX6X7Xs, kde X; je hydrofobni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin,
tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X; je hydrofobni aminokyselina, X3 je kyselina
asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, X je jakakoliv
aminokyselina, X7 je hydrofobni aminokyselina a Xs je hydrofobni aminokyselina. Je vhodné,
aby peptid mél sekvenci uvedenou jako sekvence ¢. 5 nebo 6. Je vhodné, aby podani mélo formu
nitroZilni, intramuskularni, intradermalni, podkoZni, intrakranialni, intracerebrospinalni nebo
povrchové aplikace. Je vhodné aby peptid byl podavan ve farmaceuticky pfijatelném nosici.
V jiné varianté navrhovaného vynalezu, je peptid zahrnut v lamelarni struktufe. Je vhodné, aby
peptid mé&l sekvenci uvedenou jako sekvence €. 5 nebo 6. Je vhodné aby savcem byl ¢lovek.
Dalii variantou navrhovaného vynalezu, je zptisob 1é¢by neuropatické bolesti u saved, kteti touto
poruchou trpi, zahrnujici krok podani farmaceuticky efektivni davky cyklickych peptidii schopné
tuto bolest potla¢it savciim trpicim neuropatickou bolesti, pficemz peptid je sloZzen z 11 az 25
aminokyselin a obsahuje sekvenci X X, XsNNX,TXsX6X7Xs, kde X; je hydrofébni
aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin),
X, je hydrofobni aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo
arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, X;s je kyselina glutamova
nebo asparagovd, Xg je jakakoliv aminokyselina, X7 je hydrofébni aminokyselina a Xg je
hydrofobni aminokyselina. Je vhodné, aby podani mélo formu nitroZilni, intramuskuldrni,
intradermalni, podkozni, intrakranialni, intracerebrospinalni nebo povrchové aplikace. Je vhodné,
aby peptid m&l sekvenci uvedenou jako sekvence ¢. 5 nebo 6. Je vhodné aby peptid byl podavan
ve farmaceuticky piijatelném nosi¢i. V jiné varianté navrhovaného vynalezu, je peptid zahrnut
v lamelarni struktufe. Je vhodné aby savcem byl ¢lovek.

Navrhovany vynalez dale popisuje cyklicky peptid, ktery je sloZen z 11 aZ 25 aminokyselin a
obsahuje sekvenci XX, X5NNX,TXsX6X7Xs, kde X, je hydrofobni aminokyselina (alanin,
leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X je hydrofébni
aminokyselina, X; je kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je
asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo

asparagova, Xe je jakakoliv aminokyselina, X je hydrofobni aminokyselina a Xg je hydrofébni



aminokyselina, pro indukci myelinizace nebo inhibici demyelinizace u saved. Je vhodné, aby
peptid mél sekvenci uvedenou jako sekvence €. 5 nebo 6.

Dalgi variantou navrhovaného vynélezu, je cyklicky peptid, ktery je slozen z 11 aZ 25
aminokyselin a obsahuje sekvenci X;XoX3NNX4TX5XsX7Xs, kde X; je hydrofébni
aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin),
X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo
arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova
nebo asparagovéd, Xe je jakdkoliv aminokyselina, X; je hydrofobni aminokyselina a Xjg je
hydrofébni aminokyselina, pro inhibici neurdlni degenerace nebo zajiSténi naristu mnozstvi
neuriti. Je vhodné, aby peptid mél sekvenci uvedenou jako sekvence €. 5 nebo 6.

Navrhovany vynalez dale popisuje cyklicky peptid, ktery je sloZen z 11 aZ 25 aminokyselin a
obsahuje sekvenci X;XoX3NNX,TXs5X¢X7Xs, kde X, je hydrofébni aminokyselina (alanin,
leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofobni
aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamové, lysin nebo arginin, N je
asparagin, X4 je jakékoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo
asparagova, Xe je jakéakoliv aminokyselina, X7 je hydrofobni aminokyselina a Xg je hydrofobni
aminokyselina, pro 1é¢bu neuropatické bolesti. Je vhodné, aby peptid mél sekvenci uvedenou
jako sekvence €. 5 nebo 6.

Navrhovany vynélez popisuje cyklické peptidy odvozené od saposinu C, které jsou slozeny z 11
aZ 25 aminokyselin a obsahuji sekvenci X;X,X3NNX4TXs5X¢X7Xs, kde X; je hydrofobni
aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin),
X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamovd, lysin nebo
arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova
nebo asparagova, Xs je jakakoliv aminokyselina, X; je hydrofébni aminokyselina a Xs je
hydrofébni aminokyselina. Je vhodné, aby peptid mél sekvenci: cyklo-(LLDNNKTEKLY)
(sekvence ¢. 5) nebo cyklo-(LIDNNATEEIL) (sekvence &. 6). Diky své vynucené struktufe, jsou
tato cyklicka prosaposinovéa peptidomimetika vyrazné rezistentngjsi k enzymatické degradaci a
jsou schopna piekrocit krevné-mozkovou bariéru v daleko vétsi mife nez odpovidajici linearni
peptidy. Cyklické peptidy podle navrhovaného vynélezu jsou stejné, nebo vice u€inngjsi pro
stimulaci ristu neuritd neZ znama linedrni vysoce aktivni prosaposinova peptidomimetika
(,,prosaptidy*) se sekvenci TXLIDNNATEEILY, kde X je D-alanin (sekvence ¢. 7) (ptiklad 1). .
Navic jsou cyklické peptidy podle navrhovaného vynalezu efektivngjSi, nez prosaptidy

v prevenci bunééné smrti neuronti in vitro (ptiklad 2). Tyto cyklické peptidy postradaji amino- i



karboxy- konec. Jsou tedy daleko rezistentn&j$i k degradaci in vivo aminopeptiddzami a
karboxypeptidazami které degraduji peptidy od amino- nebo karboxy- konce.

Cyklické peptidy odvozené od saposinu C obsahujici aktivni 11 aminokyselin dlouhou oblast
(sekvence ¢&. 4), a jejich neurotropni analogy, jsou pouZitelné pro zajisténi funkéni regenerace po
otrave, traumafu, ischémii a degenerativni nebo dédiéné 1ézi v perifernim nervstvu nebo centralni
nervové soustavé. Navic tyto peptidy stimuluji proces myelinizace a plsobi proti porucham
zplsobujicim demyelinizaci. Tyto peptidy stimuluji tvorbu neuritd, zajit'uji myelinizaci, chrani
nervové buiiky a zabratiuji programované bunééné smrti nervové tkané u saved, lépe pak u lidi.
Peptidy podle navrhovaného vynalezu mohou byt také pouzity pro 1écbu celé fady neuropatii,
jako jsou napfiklad neuropatie motorické, senzorické, periferni, indukované taxolem a
diabetické. Jak je pouZivan zde termin ,neuropatie” popisuje funkéni poruchu  nebo
patologickou zménu v perifernim nervovém systému a je charakterizovatelna klinicky
senzorickymi nebo motorickymi neuronalnimi abnormalitami. Tyto peptidy jsou také pouZitelné
jako analgetika, konkrétné pak pro 1ébu neuropatické bolesti u savci, spise u lidi, ktera muze
nastat dny nebo tydny po traumatickém poranéni a obvykle trvaji dlouhou dobu a jsou chronicke.
Druhy asparagin v pfirozené sekvenci prosaposinu (odpovida druhému ,N* v sekvenci ¢. 4) je,
jak je znamo, glykosylovan N-acetylglukozaminem, coz mu dodéava jistou ochranu pied
proteolytickym $tépenim. Syntetické modifikace tohoto asparatu uvnitf modifikované sekvence
odvozené od saposinu C standartni technikou (napf. Merrifieldovou syntézou) s riznymi
sacharidy, nejéastéji glukdzou, spada také do ramce navrhovaného vynalezu.

Jedna varianta navrhovaného vynalezu popisuje zplsob indukce ristu neuritd a narastu
myelinizace v diferenciovanych nebo nediferenciovanych neuronech pomoci podani efektivniho
mnozstvi peptidu odvozeného od saposinu C, indukujiciho nartst neuriti a tvorbu myelinu, ktery
obsahuje aktivni 11 aminokyselin dlouhou sekvenci uvedenou jako sekvence €. 4.

Cyklické peptidové analogy saposinu C podle navrhovaného vynalezu se mohou odliSovat od
saposinu C v sekvencich oznagenych jako sekvence ¢. 4 a7 6, naptiklad nahrazenim jednoho
nebo vice lysinii anebo argininti, nahrazenim jednoho nebo vice tyrosini anebo fenylalanind,
odstranénim jednoho nebo vice fenylalanini anebo konzervativni zaménou jednou nebo vice
aminokyseliny uvnitf peptidu. Nahrazeni nebo odstranéni lysinu, argininu nebo tyrosinu,
fenylalaninu snizi citlivost peptidu ke Stépeni trypsinem anebo chymotrypsinem. Cyklické
neurotropni a myelinotropni peptidové sekvence podle navrhovaného vynélezu obsahuji
zpravidla okolo 50 aminokyselin, lépe pak okolo 30 aminokyselin a nejlépe mezi 11 azZ 25

aminokyselinami, které odpovidaji sekvenci uvedené jako sekvence ¢. 4.

*
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Dalsimi variantami sekvenci téchto peptidéi uréenych pro pouZiti podle navrhovaného vynalezu
jsou minoritni vlozeni, odstranéni a nahrada. Napiiklad je moZno pouZit konzervativni zaménu
aminokyselin. Takové nahrazeni, naptiklad takové, pfi kterém se nahradi aminokyseliny patfici
do jedné skupiny a chemicka povaha jejich postrannich fetézch si je proto blizka. Skupiny
aminokyselin se d&li na zéasadité aminokyseliny (lysin, arginin, histidin), kyselé aminokyseliny
(kyselina asparagova, glutamova), nepolarni aminokyseliny (alanin, valin, leucin, isoleucin,
prolin, fenylalanin, methyonin a tryptofan), neutralni polarni aminokyseliny (glycin, asparagin,
glutamin, cystein, serin, threonin, tyrosin) a aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tryptofan a
tyrosin). Obecné se ma za to, Ze konzervativni nahrada aminokyselin pfedstavovana napiiklad
jednoduchou zaménou leucinu isoleucinem nebo valinem nebo kyseliny asparagové kyselinou
glutamovou, nebo threoninu se serinem nebo podobnych konzervativnich nahrad aminokyselin se
strukturalné podobnymi aminokyselinami neovlivni podstatng vlastnosti peptidu. Cyklické
sekvence odvozené od saposinu C, véetné sekvence ¢. 4, mohou byt pozménény tak, aby bylo
dosazeno nékolika vylepseni, zejména jako je zvySeni aktivity a zlepSeni stability. Mohou byt
piitomné také jiné aminokyseliny uvnitk této sekvence, vietné pfirozené sekvence saposinu C,
kdy konzervativni nahrada této piirozené sekvence, nebo nezavislé peptidové sekvence za
a¢elem dosahnouti zvySeni vazebné aktivity, hydrofobicity, hydrofility apod. Sekvence mimo
aktivni neurotropni oblast nejsou obvykle nezbytné pro aktivitu peptidu. Ve vétsiné piipadd tedy
bude ziskany peptid aktivni bez ohledu na pivod téchto sekvenci. Jakykoliv takovy peptid miZe
byt poté testovan vzhledem ke své aktivité za pouziti dale popsanych protokold. Schopnost
t&chto cyklickych peptidi stimulovat rist neuritd, chranit buiiky pied pfirozenou smrti, zlepsovat
myelinizaci, inhibovat demyelinizaci, potlacit neuropatickou bolest a lécit senzorickou neuropatii
miZe byt snadno stanovena jakymkoliv odbornikem v oboru za pouZiti postupli popsanych
v ptikladech 1 az 9. Zplsoby stanoveni vlastnosti téchto peptidii vzhledem k indukci myelinizace
a inhibici demyelinizace jsou uvedeny v piikladech 3 a 4 dale. Typické minimélni mnoZstvi
peptidéi podle navrhovaného vynalezu pro neurotropni aktivitu v bun&éné médium je obvykle 5
ng/ml. Toto mnoZstvi nebo vy38i mnoZstvi cyklickych syntetickych peptidi podle navrhovaného
vynalezu je také zamy3leno pro pouZiti in vitro. Obvykle jsou pouZity koncentrace v rozsahu 0,1
pg/ml do asi 10 mp/ml téchto peptidii. Efektivni mnoZstvi pro konkrétni tkan pak mize byt
stanoveno podle piikladu 1. Neurony mohou byt lé&eny in vitro nebo ex vivo pfimym podanim
peptidu podle navrhovaného vynalezu buiitkam. Toho mtZe byt dosazeno napiiklad inkubovanim
téchto bunek v zivném médiu vhodném pro piislusny bun&ny typ, nasledovnym pfidanim

peptidu do média. Pokud maji byt buiiky 1é¢eny in vivo, obvykle u saved, prostfedek muize byt
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aplikovan rliznymi zpisoby. Nejvhodngjsi je injikovat prostfedek pifimo do krve nebo tkané
v dostateéném mnoZstvi, &imZ bude dosaZeno poZadované lokalni koncentrace peptidu.
V peptidech postradajicich zbytky lysinu a argininu je znaéné sniZena proteolyticka degradace.
Mensi peptidy (20 aminokyselin nebo mén¢) nejlépe prekro¢i krevné-mozkovou bariéru a
vstoupi tak do centralniho nervového systému, kde potom miiZe 1égit poruchy CNS (Banks et al.,
Peptides, 13:1289-1294,1992).

Peptidy podle navrhovaného vyndlezu mohou byt také esterifikované mastnymi kyselinami tak,
aby vznikly estery peptidi mastnych kyselin podle b&Zné kyselinou katalyzované esterifikace.
Alternativné je mozné posledni aminokyselinu pfidat k syntetickému produktu a miize se jednat
o komeréné dostupnou esterifikovanou aminokyselinu, ¢imZ je mozno obejit esterifikacni reakci.
Mastné kyseliny pouzitelné pro pouziti pfi tvorbé esteru peptidi jsou kyselina laurova,
myristova, palmitova, stearova, olejova, linoleova.

Pouzité peptidy mohou byt acetylovany pouZitim komeréné dostupného acetylovaného lysinu,
argininu nebo asparaginu béhem postupu syntézy. Tyto modifikované peptidy si zachovaji
aktivitu rodi¢kovského peptidu. Pomoci téchto modifikaci je mozne ovlivnit vlastnosti peptidu a
jejich schopnost projit skrz mozkovou bari¢ru diky zvy$ené hydrofobicité.

Pro 1é¢bu neuralnich poruch je moZné také pouZit pfimou nitrolebecni injekci nebo injekei do
cerebrospinalni tekutiny, ¢imz je dosazeno dostatecné mnoZstvi a u¢inné lokalni koncentrace
neurotrofinu. V obou piipadech musi byt pouzit farmaceuticky pfijatelny injikovatelny nosic.
Témito nosi¢i mtze byt napiiklad fyziologicky roztok nebo Ringeriv roztok. Dalsi mozZnosti je
aplikaci do periferni nervové tkan€ pfimou lokalni injekci nebo systémovou aplikaci. Je mozné
také pouzit celou fadu konvecnich zplisobl aplikace, jako je nitrozilni, intracerebrospinalni,
intramuskularni, intradermalni, podkozni, intrakraniélni, intranasalni, epidurélni, povrchové nebo
oralni. Pro pouziti jako analgetika je nejvhodnéj$im zplisobem podani pfima intramuskularni
nebo intravendzni injekce. Peptidovy prostiedek podle navrhovaného vynalezu muze byt balen a
podavan v jednotkovych davkach, jako je prosttedek ur&eni pro podani pomoci injekei nebo jako
lokalni preparét obsahujici ekvivalent davky odpovidajici denni davce podavané pacientovi nebo
jako prosttedek s kontrolovanym uvolfiovanim. Vzduchotésné nadoby obsahujici denni davku
aktivni slozky bud v PBS nebo lyofilizované formé jsou ptikladem jednotkovych davek.
P¥ibliznou denni systémovou davkou peptidu podle navrhovaného vynalezu zaloZenou na télesné
hmotnosti obratlovee trpiciho neurologickou poruchou, demyelinizaci, nebo jako analgetické
davky obecné pro 1ébu neuropatické bolesti je v rozsahu od 0,01 do asi 10 000 pg/kg. Spise je

viak denni systémové davka v rozmezi od 0,1 do 1000 pg/kg. Nejvhodngjsi systémova davka je



mezi 10 a 100 pg/kg. Tedy pro 70 kg t€zkeho ¢loveka mize byt denni davka od 0,7 do 700 000
pg na den, 1épe pak mezi 7 a 70 000 pg na den a nejlépe mezi 700 a 7 000 pg na den. Denni
davka lokalné aplikovaného 1é¢iva bude v rozmezi potad niz&im. Stejné tak v pfipad€ oralni
aplikace.

V jedné preferované varianté navrhovaného vynélezu jsou neurotropni peptidy podavany lokélné
k neurontim in vivo pomoci implantace. Napiiklad kyselina polylakotozova, polygalaktozova,
regenerovany kolagen, mnohovrstevné lipozomy a tada dalich konven¢nich transportnich
systémil je $iroce vyuZitelné pro pouZiti v navrhovaném vyndlezu. Infizni pumpy systémy
zachycujici se v mezibun&éné hmoté a kombinace zafizeni pro transdermalni aplikaci jsou rovnéz
pouZitelné. Peptidy je mozno pred implantaci obalit pomoci polyethylenglykolu jak popisuje
patent US 5 529 914.

Neurotropni peptidy podle navrhované vynalezu je moZné také poddvat uzaviené v micelach
nebo lipozémech. Enkapsulacni technologie pouZivajici lipozémy jsou velmi dobfe znamé
v soucasném stavu techniky. Lipozémy mohou byt smérovany proti specifické tkani, jako je
napiiklad nervova tkai za pouZiti receptortl, liganddi nebo protilatek schopnych vazat se na
cilovou tkai. Priprava téchto lékovych forem je dobfe znama v sou¢asném stavu techniky
(Radin, et al., Meth. Enzymol., 98 : 613-618, 1983).

V soucasné dobé nejsou komeréné dostupné Zadné léky schopné zlepsit funkéni regeneraci a
obnovu strukturni integrity nervového systému. To se vSak tyka pouze centralniho nervového
systému. Regenerace perifernich nervi pomoci neurotropnich faktori je popisovano
navrhovanym vynalezem. Neurotropni faktory mohou byt navic terapeuticky pouzity pii 16¢bé
neurodegenerativnich poruch spojenych s degeneraci populace neuront ve specifickych oblastech
mozku. Picinami Parkinsonovy choroby je degenerace dopaminergnich neurontl v substantia
nigra.Jelikoz protilatky proti prosaposinu imunohistochemicky zna&i dopaminergni neurony
v substantia nigra na lidskych preparatech, je moZné pouZit neurotropni peptidy podle
navrhovaného vynalezu pii 1é¢bé  Parkinsonovy —choroby. Neuropatie rohovky a
neurodegenerativni poruchy o&i vedouci ke ztraté zraku ve stari jsou rovnéz pouzitelné za pouZiti
peptidi podle navrhovaného vynélezu.

Dlouho se véfilo, Ze pro 1é€bu populace neuronti v mozku musi neurotropni faktory byt podavany
vyhradng nitrolebeéné, nebot’ tyto proteiny nejsou schopny prekroéit krevné-mozkovou bariéru.
patent US 5 571 787 popisuje, Ze jodovany neurotropni fragment dlouhy 18 aminokyselin
odvozeny ze saposinu C je schopen krevné-mozkovou bariérou projit. Peptidy podle

navrhovaného vynalezu, které nejsou delsi nez 22 aminokyselin jsou také schopny touto bariérou
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projit a mohou tedy vyt podavany nitroZilng, piicemz mendi peptidy prochézeji rychleji. Jiné
populace neurond, jako jsou motorické neurony, mohou také lé¢eny pomoci nitroZilnich injeket,
atkoli piima injekci do cerebrospinalni tekutiny je také pouZitelna jako alternativni cesta.

Buiiky mohou byt léeny pro dosaZeni lepsi tvorby myelinu nebo pro zabranéni demyelinizace, a
to jakymkoliv zplsobem in vivo, ex vivo nebo in vitro. Nemoci zpusobujici demyelinizace
nervovych vlaken, véetné roztrouené sklerézy, akutni roztrousené leukoencefalitidy, progresivni
multifokalni leukoencefalitidy, metachromatické leukodystrofie a adrendlni leukodystrofie
mohou byt zpomaleny nebo zastaveny aplikaci neurotropnich peptidi podle navrhovaného
vynalezu k buiikim zasaZenym chorobou. UvaZuje se i 0 procesu zvraceni demyelinizace nebo
jiného poskozeni neuront.

Prostiedky podle navrhovaného vyndlezu mohou byt pouZité in vitro jako nastroje vyzkumu pro
studium efektu neurotropnich faktorl a latek ovliviiujicich tvorbu myelinu. Praktictéjsi je vSak
jejich pouziti v laboratofi jako slozky bunééného média pro udrZeni ristu a Zivotaschopnosti
neuroni in vitro.

Peptidy podle navrhovaného vynalezu jsou pfipravovany na pevném podkladu za pouziti
standardnich postupti a Fmoc chemie podle automatizovaného protokolu pro pevnou fazi velmi
dobie znamého v souéasném stavu techniky (Traeciak et al., Tetrahedron Lett. 33 : 4557-4561,
1992) na syntetizitoru peptidi Protein Technologies Symphony. Zacyklené peptidy jsou
odstépovany z pevného podkladu pomoci roztoku TFA/voda/triisopropylsilan (95 : 2,5 : 2,5).
Peptidy byly pre¢istény pomoci HPLC v reverzni fazi na C-18 kolon& pomoci 0,3 % kyseliny
trifluorooctové (TFA) v acetonitrilu. Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie pro sekvenci €. 5
(peptid A) a sekvenci &. 6 (peptid B) potvrdila, Ze byly pripraveny syntetické cyklické peptidy
(pro sekvenci ¢. 5 byla MH predpokladana 1333 a ziskana 1333, pro sekvenci ¢. 6 byla MH
piedpokladana 1127 a ziskana 1127).

Nasledujici piiklady jsou uvedeny pouze pro ilustraci a nemohou byt brany jako limit my$lenky

navrhovaného vynalezu.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

PRIKLAD 1. Stimulace riistu neuriti in vitro

Neuroblastom NS20Y rostl v médiu DMEM osahujicim 10 % fetalniho teleciho séra (FCS).
Buriky byly sebrany pomoci trypsinu a pfeneseny na 30 mm Petriho misku na kryci skli¢ka. Po
20 az 24 hodinach bylo médium nahrazeno 2 ml média DMEM obsahujiciho 0,5 FCS s riznymi
koncentracemi peptidu A, peptidu B nebo TX14 (A). Buiiky byly kultivovany dalsich 24 hodin,
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promyty v PBS a fixovany Bouinovym roztokem (nasycena vodna kyselina pikrova/formalin/
kyselina octova 15:5:1) po dobu 30 minut. Fixacni roztok byl odstranén, Buriky byly promyty
v PBS a nartst neuritil byl stanoven pod mikroskopem pomoci kontrastni faze. Buiky s jednim
nebo vice jasné definovanymi neurity, které jsou dlouhé nebo delsi nez je primér burky, byly
spotteny jako pozitivni. Celkem bylo stanoveno 200 bunék v riznych ¢astech kazdé misky pro
co nejpresndjsi stanoveni % neurond tvoficich neurit.

Vsechny tfi peptidy indukovaly tvorbu neuritd u NS20Y bunek. Hodnota T;» (ED50) je
koncentrace, pii které bylo jako pozitivnich brdno 50 % neuron, a ta byla pro TX14 (A) a pro
peptid B 1 ng/ml. Hodnota Ty, pro peptid A byla 0,6 ng/ml. Z toho vyplyva, Ze peptid B je stejné
icinny jako TX14 (A), zatimco peptid A je ucinn€jsi. To dokazuje, Ze zacyklené peptidy podle

navrhovaného vynalezu maji lepsi aktivitu ve srovnani se standardnim ,prosaptidem®.

PRIKLAD 2: Blokovéni bunééné smrti in vitro

Neuroblastom NS20Y byly kultivovany stejné jako v piikladu 1 a byly ponechany narust na
krycich skligkach v 0,5 % fetalnim telecim séru po dobu 2 dni v pfitomnosti nebo absenci
TX14(A), peptidu A nebo peptidu B. Kultivaéni médim bylo odstranéno a do kazdé jamky byla
piidana 0,2 % trypanova modf. Byly spo¢itany modfe obarvené (mrtvé) bunky a byly stanoveny
jako procento z celkové populace pomoci inverzniho mikroskopu, kdy bylo v kazdém preparatu
spo&itino 400 bunék. Priméma odchylka duplicitnich souctd byla 5 %. TX14(A), peptid A a
peptid B snizily poget bunk obarvenych trypanovou modfi (mrtvych bunék). Hodnota Tyx
(EDsq) pro ochranu pted programovanou smrti u TX14(A) byla 1,0 ng/ml. Peptidy A aB byly
0¢inngjsi, kdyz jejich hodnota T, byla 0,6 ng/ml a 0,8 ng/ml. To dokazuje, Ze zacyklené peptidy
podle navrhovaného vynalezu maji lepsi aktivitu pfi potladovani buné¢né smrti ve srovnani se

standardnim ,,prosaptidem®.

PRIKLAD 3: myeliniza¢ni technika ex vivo

Cerebralni exptantaty byly vyjmuty znovorozené mysi podle Satorni (Zool. Sci. 9:127-137,
1992). Rychlost riistu neuriti a jejich myelinizace byla pozorovana béhem 22 dni v kultute,
béhem obdobi, kdy mozek novorozence prochdzi neurondlni diferenciaci a zaCina se
myelinizovat. Cyklické derivaty saposinu C o délce 11 aZ 25 aminokyselin, které obsahovaly
sekvenci ¢. 4 (10 pg/kg) byly pridavanydruhy den po vyjmuti explantatd (tfi kontroly a tfi
ovlivnéné vzorky) a rychlost ristu neuritd a myelinizace byla sledovana mikroskopicky ve
svétlém poli pomoci videokamery. Osmy den bylo patmé, Ze kultury s pfidanymi peptidy jsou

tendi a vice rozprostiené nez kontrolni vzorky. V patnacty den kultury s peptidem obsahovaly
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mnoho bun&k s dlouhymi vybézky na periferii explantatu, coZ u kontrolniho vzorku nebylo
patrné. Kultury s peptidem obsahovaly prokazatelné vyse myelinovanych axont v subkortikalni
bilé hmot& 22 den vzhledem k kontrolnim vzorkim. To dokazuje, Ze zacyklené peptidy podle
navrhovaného vyndlezu maji lep3i aktivitu pfi indukci myelinizace pfi diferenciaci mozku ex

Vivo.

PRIKLAD 4: Prevence myelinizace

Ochrana Schwannovych bun&k pfed smrti souvisi s prevenci demyelinizace. Schwannovy buiiky
maji silnou myelinovou pochvu. Pfidanim cyklického peptidu odvozeného od saposinu C s 11 az
25 aminokyselinami obsahujicim sekvenci ¢. 4, ke Schwannovym buiikam v kultufe potlatuje
miru jejich umirani v zavislosti na davce a stimuluje inkorporaci sulfatid, myelin specifickych
lipidéi do Schwannovych bunék. To prokazuje, Ze cyklické peptidy podle navrhovaného vynalezu

mohou zabratiovat demyelinizaci diky ochrané Schwannovych bun¢k pred smirti.

PRIKLAD 5: Pouziti peptidi pii 1é¢bé traumatické ischemie lézi v CNS

Lidé trpici traumatickymi 1ézemi v prodlouZené mise dostavali intracerebrospinalné nebo pfimo
injekce asi 100 pg/ml cyklického peptidu odvozeného od saposinu C s 11 az 25 aminokyselinami
obsahujicim sekvenci ¢. 4, ve sterilnim fyziologickém roztoku, nebo v takové lékoveé formé,
kterd umoZiiuje pomalé plynulé uvoliiovani peptidu v miste 1ézi. Zlepseni stavu pacientii bylo
hodnoceno podle zlepfeni funk¢nosti jejich motorickych nervii (napf. podle pohyblivosti

konéetin). Lé¢ba pokratovala dokud pacienti nepfestali vykazovat zlepSovani.

PRIKLAD 6: Pouziti peptidi pfi 1é¢bé demyeliniza¢nich poruch

Pacientiim s diagnostikovanou roztrousenou sklerézou v ranném stadiu byl podavan cyklicky
peptidu odvozeny od saposinu C s 11 aZ 25 aminokyselinami obsahujicim sekvenci €. 4, pomoci
pfimé intravendzni injekce do mozkomisni tekutiny, pfi pouziti stejnych davek jako v prikladu 3.
Davky jsou podavény denné po dobu 2 aZ 5 dni, nebo tydné a zlepeni v svalové sile, koordinaci

kosterniho svalstva a myelinizaci (jak bylo stanoveno pomoci MRI) bylo vyhodnocovano.

PRIKLAD 7: potladeni neuropatické bolesti u Chungova krysiho modelu
Tento piiklad popisuje effekt intratekalni injekee cyklického peptidu odvozeného od saposinu C
s 11 az 25 aminokyselinami obsahujicim sekvenci ¢. 4, u Chungova experimentalniho krysiho

modelu periferni neuropatické bolesti. Kazdy peptid je chemicky syntetizovan, prelistén a
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rozpuitén v sterilnim PBS a jeho pH je vyrovnano na neutralni hodnotu. Chirurgicky proces
popsany diive v Kim et al., (Pain, 50:335, 1992) byl proveden na samcich laboratornich potkanti
aby byli pievedeni do alodynniho stavu. Do michy byl zaveden spinalni katetr dva tydny po
chirurgickém zakroku. P&t nasledujicich dni byly podavény peptidy v mnozstvi 0,007, 0,07 a 0,7
ng/zvite. Zmény tlaku byly poté stanoveny za pouZiti kalibrovaného von Freyova vlakna.Delsi
gas nezbytny pro zifata aby odtahla kon&etinu jako reakci na tlak, ktery vyvolaval neuropatickou
bolest. Peptidy podie navrhovaného vynalezu znaéné zvySovaly miru tlaku, coz naznacuje znacné

potlaceni neuropatické bolesti.

PRIKLAD 8: Lé&ba senzorické neuropatie

Mysim byl podan taxol a tim u nich byla vyvolana senzoricka neuropatie. Témto mysim, kterym
byl diive podan taxol, byla po té podana davka 50 pg/kg, 100ukg nebo 250 pg/kg cyklického
peptidu odvozeného od saposinu C, ktery obsahuje 11 aZ 25 aminokyselin a obsahuje sekvence
uvedené jako sekvence ¢. 4. Ztrata citlivosti na teplotu byla méfena pouZitim Hargreavesova
senzorického testovaciho piistroje, pomoci néhoz byla mé&fena mira senzorické neuropatie.
Kazda ze tii uvedenych dévek peptidu byla shledana uginnou v prevenci nebo pro lécbu
senzorické neuropatie vyvolané taxolem u mysi. Z téchto zavéra vyplyva, Ze syntetické peptidy
odvozené od saposinu C podle navrhovaného vyndlezu jsou schopné u¢inné potlacovat

senzorickou neuropatil.

PRIKLAD 9: Potlateni neuropatické bolesti u diabetickych potkand

Tento piiklad popisuje G¢inek cyklického derivatu saposinu C, ktery obsahuje mezi 11 az 25
aminokyselinami a zahrnuje sekvenci uvedenou jako sekvence ¢. 4 po intraperitonedlnim podani
u krysiho modelu diabetické neuropatie. U laboratornich potkand byl vyvolan diabetes jednou
intraperitonealni injekci streptozotocinu (50ug/kg t€lesné vahy, Serstvé rozpusténo v 0,9 %
sterilnim PBS), ktery zni¢i pankreatické B buriky a tim indukuje inzulinovy deficit, jak popisuje
Calcutt et Al. (Pain, 68:293-299, 1996). Po dvou dnech byl potvrzen diabetes u potkanti, kterym
byl injikovan streptozotocin pomoci stanoveni hladiny krevni gluk6zy. Zvitata, kterym byl podan
streptozotocin, ale jejichz hladina krevni glukézy byla niz§i nez 15 mmol/l byla vyfazena
z nasledujicich studii podle b&zné akceptované definice nepropagujici hyperglykémie pfi studiich
s diabetéznimi potkany.

Jak diabetické, tak kontrolni mysi byly studovany 8 tydnd analyzou jejich reakci na nebezpecnou

chemikalii — formalin jako indikétor alodinie (Calcutt et Al., viz. vySe). Zkracené, potkanim byla
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podkozné vstiiknuta injekce Cerstvé piipraveného formalinu (50 ul 0,5 roztoku ve sterilnim
PBS) na vrchni stranu jejich pravé zadni tlapky. Tato koncentrace formalinu indukuje
submaximalni reakci v chovani u kontrolnich potkani a umoZziiuje detekci hperalgézie u
diabetickych potkanti béhem fazi Q a 2 (Calucutt et Al., Eur. J. Pharmacol., 286:189-197, 1995).
Zvitata byla prenesena do pozorovaci komory, konstruované tak, aby byla umoznéna nepretrzita
vizualizace jejich konéetiny. Pocet trhnuti b&hem jedné minuty bylo pociténo v pEtiminutovém
intervalu nasledujicich 60 minut pozorovatelem, ktery nevédé¢l, ktera skupina zvifat byla lécena.
Faze 1 je definovana jako pGvodni méfeni cukani (1 aZ 2 a 5 aZ 6 minut po injekei), faze Q
(klidova) byla podle méteni v 10 az 11, 15 az 16 a 20 aZ 21 minut a faze 2, jako viechna
nasledujici méfeni po injekci, jak bylo diive uvedeno u studii diabetickych potkant (viz. napf.
Malmberg et al., Neurosci. Lett. 161:45-48, 1993). Porovnani aktivity béhem téchto fazi bylo
stanoveno jako soudet Skubnuti béhem této faze.

Potkani s diabetem byli rozdéleni do 2 skupin o 4 zvifatech, kdy kazdé bylo podavano PBS nebo
peptid odvozeny od saposinu C o 11 az 25 aminokyselindch, ktery obsahuje sekvence uvedené
jako sekvence & 4. Dvé hodiny pted podanim 0,5 % formalinu bylo diabetickym potkanim
podano bud PBS, nebo 200 pg/kg peptidu intraperitonedlné. Podani peptidu zcela potlaci
abnormalni kiece béhem faze 1 a kiete ve fazi 2 potlaci o 70 %. Z toho vyplyva, Ze podani
peptidu potlagi bolest zptisobenou injekei formalinu a zlepsi motorické funkce neuronit u krysiho

modelu bolestivé diabetické neuropatie.
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VYPIS SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE

(i) APLIKANT: MYELOS CORPORATION

(i) NAZEV VYNALEZU: CYKLICKY PEPTID, PROSTREDEK, ZPUSOB INDUKCE
MYELINIZACE, ZPUSOB POTLACENi DEGENERACE
NEURONU A ZPUSOB LECBY

(iii) POCET SEKVENCI: 6

(iv) KORESPONDENCNI ADRESA:
(A) ADRESA: Knobbe, Martens, Olson & Bear
(B) ULICE: 620 Newport Centre Drive, 16. poschodi
(C) MESTO: Newport Beach
(D) STAT: CA
(E) ZEME: USA
(F) ZIP: 92660

(v) POCITACOVY FORMAT:
(A) TYP MEDIA: disketa
(B) POCITAC: kompatibilni s IBM
(C) operadni systém: Windows

(D) SOFTWARE: FastSEQ for Windows Version 2.0b

(vi) UDAJE O APLIKACI
(A) CISLO APLIKACE:
(B) DATUM PODANI:
(C) KLASIFIKACE:

(vii) UDAJE O PREDCHOZI APLIKACI
(A) CISLO APLIKACE: 60/098 359

eces
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(B) DATM PODANI: 28.7. 1998

(vii) UDAJE O PRAVNIM ZASTUPCI:
(A) JMENO: Bartfield, Neil S
(B) CISLO REGISTRACE: 39 901
(C) REFERENCE / CISLO KANCELARE: MYELOS.014PR

(ix) TELEKOMUNIKACNI INFORMACE:
(A) TELEFON: 619 235 8550
(B) TELEFAX: 6192350176
(C) TELEX:

(2) INFORMACE O SEKVENCI C.I:

() CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(D) DELKA: 21 aminokyselin
(E) TYP: aminokyselina
(F) POCET RETEZCU: jeden
(G) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) OZNACEN{ SEKVENCE: sekvence ¢.1
Cys Glu Phe Leu Val Lys Glu Val Thr Lys Leu Ile Asp Asn Asn Lys
1 5 10 15
Thr Glu Lys Glu Lys
20

(2) INFORMACE O SEKVENCI C.2:

()  CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A)DELKA: 18 aminokyselin
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(B)TYP: aminokyselina
(C) POCET RETEZCU: jeden
(H) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) OZNACEN{ SEKVENCE: sekvence ¢.2
Tyr Lys Glu Val Thr Lys Leu Ile Asp Asn Asn Lys Thr Glu Lys Glu
1 5 10 15
Ile Leu
(2) INFORMACE O SEKVENCI C. 3:
()  CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET RETEZCU: jeden
(D) TOPOLOGIE: line4rni
(i) TYP MOLEKULY: peptid

(x1) 0OZNACENI SEKVENCE: sekvence ¢€.3

Leu Ile Asp Asn Asn Lys Thr Glu Lys Glu Ile Leu
1 5 10

(2) INFORMACE O SEKVENCI C. 4
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 11 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

see e

.
sessae
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(C) POCET RETEZCU: jeden
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i1) TYP MOLEKULY: peptid
(ix) CHARAKTERISTIKA:

(A) IMENO / KLIC: jiny
(B) UMISTENI: 1...2
(D) DALSI INFORMACE: Ala, Leu, lle, Val, Tyr, Trp, Phe nebo Met

(A) IMENO / KLIC: jiny
(B) UMISTENI: 3....3
(D) DALSI INFORMACE: Asp, Glu, Lys nebo Arg

(A) IMENO / KLIC: jiny
(B) UMISTENI: 6....6
(D) DALSI INFORMACE: jakakoliv aminokyselina

(A) JIMENO / KLIC: jiny
(B) UMISTENI: 8....8
(D) DALSI INFORMACE: Asp nebo Glu

(A) JIMENO / KLIC: jiny
(B) UMISTENI: 9....9
(D) DALSI INFORMACE: jakakoliv aminokyselina

(A) JIMENO / KLIC: jiny

(B) UMISTENI: 10....11
(D) DALSI INFORMACE: Ala, Leu, Ile, Val, Tyr, Trp, Phe nebo Met

(xi) OZNACENI SEKVENCE: sekvence &.4
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Xaa Xaa Xaa Asn Asn Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

(2) INFORMACE O SEKVENCI C. 5:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET RETEZCU: jeden
(D) TOPOLOGIE: kruhova
(il) TYP MOLEKULY: peptid

(x1) OZNACENI SEKVENCE: sekvence ¢.5

Leu Leu Asp Asn Asn Lys Thr Glu Lys Leu Tyr
1 5 10

(2) INFORMACE O SEKVENCI C. 6:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) POCET RETEZCU: jeden
(D) TOPOLOGIE: kruhova
(i) TYP MOLEKULY: peptid

(xi) OZNACENI SEKVENCE: sekvence ¢.6

Leu Ile Asp Asn Asn Ala Thr Glu Glu Ile Leu
1 5 10

“csse
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PV 2007- 055

PATENTOVE NAROKY CJ 12244

Cyklicky peptid majici asi 11 az 25 aminokyselin a obsahujici sekvenci X;X;X3NN
X4TX5XeX7Xs, kde X, je hydrofobni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin,
tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je kyselina
asparagova, Kyselina glutamové, lysin nebo arginin, N je asparagin, X; je jakakoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, Xe je jakakoliv

aminokyselina, X je hydrofobni aminokyselina a X3 je hydrofébni aminokyselina.

. Peptid podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze peptid ma aminokyselinovou sekvenci

uvedenou jako sekvence €. 5 nebo sekvence €. 6.

. Prosttedek obsahujici peptid podle naroku 1 vyznacéujici se tim, Ze je v ampulich

uzavienych membréanou.

. Prostfedek obsahujici peptid podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze je ve formé

materialu s kontrolovanym uvoltiovanim.

. Prostiedek obsahujici peptid podle ndroku 1 vyznacujici se tim, Ze je v lyofilizované

formé.

. Prostiedek obsahujici peptid podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze je ve formé

lipozém.

. Prostfedek obsahujici peptid podle naroku 1 vyzna&ujici se tim, Ze je ve formé vhodné

pro povrchovou aplikaci.

. Prostfedek obsahujici peptid podle naroku 1 vyznadlujici se tim, Ze je ve formé

jednotlivych davek.

. Zpusob indukce myelinizace nebo potladeni demyelinizace u savel, vyznacujici se tim,
Ze zahrnuje:

podani farmaceuticky u¢inného mnozstvi cyklického peptidu, potlatujiciho demyelinizaci,
ktery je sloZeny z asi 11 aZ 25 aminokyselin a obsahuje sekvenci X XoX3NNX,TXsXeX7Xs,
kde X, je hydrofébni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan,
fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je kyselina asparagova,

kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, X, je jakékoliv aminokyselina, X5 je

hydrofobni aminokyselina a X3 je hydrofobni aminokyselina, savci trpicimu demyelinizaci.

Zpisob podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze demyelinizace je zpUsobena

roztrouSenou sklerézou, ischemickym poskozenim nebo traumatickym poranénim.

Zpusob podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze podani je provadéno formou nitrozilni,
intramuskuldrni, intradermalni, podkozni, intrakranialni, intracerebrospinalni a povrchové

aplikace.

Zpusob podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze peptid je aplikovan ve farmaceuticky

pfijatelném nosici.

Zpasob podle naroku 9, vyznalujici se tim, Ze peptid je uzavieny v lamelarni
strukture.
Zptisob podle naroku 9, vyznadujici se tim, Ze peptid méd sekvenci uvedenou jako

sekvence ¢. 5 nebo sekvence €. 6.
Zpusob podle naroku 9, vyznacujici se tim, Ze savcem je ¢lovek.

Zplsob potlaceni degenerace neuronii, nebo podpofeni ristu neuritd v nervové tkani
vyznadujici se tim, zZe zahrnuje:

kontakt nervové tkané postizené touto degeneraci s i¢innym mnozstvim cyklického peptidu,
potlacujicim neuronalni degeneraci, ktery je sloZeny z asi 11 aZ 25 aminokyselin a obsahuje
sekvenci X XoXNNXTXsXeX7Xg, kde X; je hydrofébni aminokyselina (alanin, leucin,
izoleucin, valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofobni
aminokyselina, X3 je kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je
asparagin, X4 je jakakoliv aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo
asparagova, Xs je jakakoliv aminokyselina, X; je hydrofébni aminokyselina a Xz je

hydrofébni aminokyselina

Zpusob podle naroku 16, vyznacéujici se tim, Ze podéni je provadéno formou nitroZilni,
intramuskularni, intradermalni, podkoZni, intrakranialni, intracerebrospinalni a povrchové

aplikace.
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pfijatelném nosiéi.

Zpusob podle naroku 16, vyznaéujici se tim, e peptid je uzavieny v lamelarni
strukture.
Zpusob podle naroku 16, vyznacdujici se tim, Ze peptid md sekvenci uvedenou jako

sekvence €. 5 nebo sekvence &. 6.
Zpusob podle naroku 16, vyznadujici se tim, ze savcem je Clovek.

Zpusob 1écby neuropatické bolesti u savcd, ktefi to potiebuji, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje:

podani u¢inného mnoZstvim cyklického peptidu, ucinného pro potlaceni neuropatické
bolesti, ktery je slozeny zasi 11 az 25 aminokyselin a obsahuje sekvenci
XiXoX3NNXTXsXX7Xs, kde X; je hydrofobni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin,
valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofébni aminokyselina, X; je
kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N Je asparagin, X4 je jakdkoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamovéa nebo asparagova, X je jakakoliv
aminokyselina, X; je hydrofobni aminokyselina a X je hydrofébni aminokyselina, savci

trpicimu neurodegenerativni chorobou.

Zpusob podle naroku 22, vyznadujici se tim, Ze podéani je provadéno formou nitroZilni,
intramuskuldrni, intradermalni, podkozni, intrakranialn, intracerebrospinélni a povrchové

aplikace.

Zpusob podle néroku 22, vyznad&ujici se tim, Ze peptid je aplikovan ve farmaceuticky

piijatelném nosiéi.

Zpusob podle naroku 22, vyznacujici se tim, Ze peptid je uzavfeny v lamelarni
struktufe.
Zpusob podle naroku 22, vyznacdujici se tim, Ze peptid mé sekvenci uvedenou jako

sekvence ¢. 5 nebo sekvence ¢&. 6.

Zplsob podle naroku 22, vyzna&ujici se tim, ze savcem je ¢lovék.
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Cyklicky peptid slozeny zasi 11 az 25 aminokyselin a obsahujici sekvenci
X1XoX3NNX,TXsXeX7Xs, kde X Je hydrofébni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin,
valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofobni aminokyselina, X; je
kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakdkoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, Xg je jakakoliv
aminokyselina, X7 je hydrofobni aminokyselina a Xg je hydrofébni aminokyselina, pouZitelny

pro indukci myelinizace, nebo potlateni demyelinizace u savct.

Peptid podle ndroku 28, vyznadujici se tim, Ze peptid ma sekvenci uvedenou jako

sekvence ¢&. 5 nebo sekvence &. 6.

. Cyklicky peptid sloZzeny z asi 11 az 25 aminokyselin a obsahujici sekvenci

XiXoXsNNXGTX5X6X7Xs, kde X je hydrofébni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin,
valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofébni aminokyselina, Xj je
kyselina asparagovd, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, Xe je jakakoliv
aminokyselina, X7 je hydrofobni aminokyselina a Xg je hydrofobni aminokyselina, pouZitelny

pro potlaceni neuralni degenerace a podporu riistu neuritd.

Peptid podle niroku 30, vyznadujici se tim, Ze peptid méa sekvenci uvedenou jako

sekvence ¢. 5 nebo sekvence €. 6.

Cyklicky peptid slozeny zasi 11 a? 25 aminokyselin a obsahujici sekvenci
Xi2oX3NNXTXsXeX7Xs, kde X; je hydrofobni aminokyselina (alanin, leucin, izoleucin,
valin, tyrozin, tryptofan, fenylalanin nebo methionin), X, je hydrofébni aminokyselina, X3 je
kyselina asparagova, kyselina glutamova, lysin nebo arginin, N je asparagin, X4 je jakakoliv
aminokyselina, T je threonin, Xs je kyselina glutamova nebo asparagova, X je jakakoliv
aminokyselina, X7 je hydrofobni aminokyselina a X; je hydrofobni aminokyselina, pouzitelny

pro léEbu neuropatické bolesti.

Peptid podle niroku 32, vyznadujici se tim, Ze peptid mé sekvenci uvedenou jako

sekvence &. 5 nebo sekvence €. 6.
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