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Nové BPC peptidové sole s organo-protektivni
aktivitou, proces jejich pFipravy a jejich pouziti
v 1écbé

Anotace:

Resen{ se zabyva pfipravou soli peptidi s organo-protektivni
aktivitou. Sl je tvofena negativné nebitym peptidem BPC
(Body Protection Compound) o velikosti 8 az

15 aminokyselinovych zbytki a kationem organické nebo
anorganické béaze. Oproti samotnému BPC peptidu vykazuji
tyto sole vétsi fyzikalné-chemickou stabilitu. Popsano je také
pouziti téchto soli pro pfipravu farmaceutickych prosttedkt
pro lé¢eni miznych lidskych nebo zvifecich onemocnéni.
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Nové BPC peptidové sole s organo—protektivni aktivitou, proces jejich pripravy a jejich
pouziti v 16¢bé

5 Oblast techniky
Predkladany vynalez se vztahuje k novym aplikaénim formam syntetickych peptidi BPC (Body
Protection Compound — sloucenina chranici organy), skladajici se z 8 az 15 aminokyselinovych

zbytkli s molekulovou hmotnosti 900 az 1600 daltond, které maji organo—protektivni aktivitu,
10 k postupu pro jejich pfipravu a jejich pouZiti v diagnostice a 16€be.

Dosavadni stav techniky

15 Jsou znamé proteiny a peptidy, které jsou uzitelné pro lé¢bu rtiznych onemocnéni lidi a zvitat.
Mnoho téchto latek je produkovano in vivo a mizou byt pro piipravu farmaceutickych smési
extrahovany ze zvifat nebo lidi. Ptiklady farmaceuticky uzite¢nych proteinil jsou naptiklad inzu-
lin, erythropoetin, rizné BMP, interferony atd. Jinym ptikladem je protein Zaludecni stavy
s ochranou aktivitou vaéi sliznicim, ktery byl nedavno izolovan a pojmenovan jako BPC.

20 WO 92/04368 se vztahuje k BPC, ktery vykazuje ochranou aktivitu pro organy a ma molekulo-
vou hmotnost okolo 40 000 daltoni, k jeho pfipravé a pouziti. WO 93/24521 a WO 94/11394
popisuji BPC peptidy s organo—protektivni aktivitou stejného typu, jakou zname u rodi¢ovského
proteinu BPC. Sikiric et al. v: Digestive Diseases and Sciences, 41 (1996)7, 1518-1526, popisuje
pentadekapeptid BPC 157, ktery vykazuje (je-li rozpustén ve vodé€ a fyziologickém roztoku) pro-

25 spésné a profylaktické u€inky na akutni pankreatitidu a privodni gastroduodenalni leze u krys.

BPC peptidy jsou tedy znamé pro Sirokou fadu farmaceutickych aplikaci. Fyzikalné chemicka

stabilita téchto peptidi je ale naptiklad v normalnim fyziologickém roztoku nedostate¢na. Kromé

toho aplikace BPC peptidi, zejména v injekéni formé vodného roztoku nebo fyziologického roz-
30 toku, zpiisobuje bolest a/nebo nekrozy.

Odbornikiim jsou sole proteint a peptidi dobie znamé. Napiiklad z prace Bertrand, M. et al. v:
Journal of Peptide Research, 49 (1997)3, 269-272 je znamo, Ze U¢inek urcitych soli na stabilitu a
strukturu peptidd je velmi selektivni. Napriklad pfidani jednomocnych kationi, jako NHg.

35 kroztoku peptidu (poly(Glu—Leu)) v kone¢né koncentraci 0,1 M, vyvola piechod na ve vodé
rozpustnou beta—strukturu. Naproti tomu nebyl pozorovan zadny prechod pii pouZiti Li", Na’
nebo Cs’ iontd.

Role povrchové ptistupnych iontovych pard na stabilitu proteinu se zkoumala stanovenim G¢inku
40 pFidanych soli (KCl, MgCl, a LaCls) pfi neutralnim a kyselém pH na stabilitu de novo vytvore-
nych dvoufetézcovych navzijem ovinutych proteini s alfa helikalni konformaci. Vysledky uka-
zuji, Ze ptidand sl mize mit komplexni vliv na stabilitu proteinu, véetné u¢inki na stabilizaci a
destabilizaci, kde Cisty vliv zavisi na povaze nabitych zbytki a iontovych interakcich pfitomnych
v proteinu (Kohn et al. v: Journal of Molecular Biology, 267 (1997)4, 1039-1052).
45

Predchozi studie modelovych peptidii také ukazaly, ze solné mistky rozlozené v i,i +4 podél pep-

tidového fetézce stabilizuji vice nez v i,i +3, pfitemz se spise preferuje uspofadani kyselina—baze

nez baze—kyselina z N— k C—-konci. V soudasnosti se ale nevi, jestli maji povrchové solné mistky

stabiliza¢ni vliv na pfirozené struktury v proteinech (Berger et al. v: Journal of Biomolecular
50 Structure and Dynamics, 14 (1966)3, 285-291.

Vlastnosti peptidovych soli s ohledem na jejich stabilitu, strukturu a funkci tak velmi zavisi na

urcitych iontech GcCastnicich se tvorby specifickych soli a dale na dalsich vnitinich a vnéjsich

faktorech. V soucasnosti neni mozné Fici pfedem, jaké vlastnosti by mohla mit urgita sil nebo
55 urity peptid.
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Podstata vynalezu

Zasadni technicky ukol piedkladaného vynalezu je snaha poskytnout BPC peptidy ve stabiln&jsi
formé a diagnostické a/nebo farmaceutické smési obsahujici BPC peptidy, které vykazuji zlepSe-

5 nou stabilitu a alespori stejné farmaceutické vlastnosti, jako samotné BPC peptidy. Dalsi tech-
nicky ukol ptedkladaného vynalezu je snaha poskytnout farmaceutickou smés, kterd prekona
nedostatky zminéné vyse, kterd umozni zejména bezbolestnou injekci BPC peptidi.

Piedkladany vynalez fesi tyto problémy piipravou BPC peptidovych soli a farmaceutickych nebo

10 diagnostickych smési obsahujicich farmaceuticky nebo diagnosticky G¢inné mnozstvi soli BPC
peptidt, kde je anion soli negativné nabity peptid sloZzeny z 8 az 15 aminokyselin, s molekulovou
hmotnosti 900 az 1600 daltont a s obecnym vzorcem (1)

[Zaa Pro Pro Pro Xaa Yaa Pro Ala] 9™ ®) (1)

kde Xaa je neutrdlni alifaticky aminokyselinovy zbytek, zejména Ala, bAla, Leu, lle, Gly, Val,
Nle nebo Nva,

Yaa je zasadity aminokyselinovy zbytek, zejména Lys, Arg, Orn nebo His a
20
Zaa je kysely aminokyselinovy zbytek, zejména Glu, Asp, Aad nebo Apm

a kde kation soli je kation anorganické nebo organické, netoxické a farmaceuticky pfijatelné
béaze. Kation soli je Casto alkalicky kov nebo kov alkalickych zemin, napfiklad Na*, K*, Li", Cs’,

25 Ca® nebo jiny kov, jako napt. Zn**, nebo primarni, sekundarni nebo terciarni amin, nebo orga-
nicka slougenina jako NHy., trietanolamin®, cyklohexylamin®, 2-AMP" (2—amino—I—propanol)
nebo TRIS" (Tris—(hydroxymethyl)-aminometan) za predpokladu, Ze jsou tyto kationty fyziolo-
gicky akceptovatelné.

30  BPC peptidové sole predkladaného vynalezu ptekvapivé vykazuji pfinegjmens§im stejnou farma-
ceutickou aktivitu jako BPC peptidy a navic vyznamné zvySenou fyzikalné chemickou stabilitu
ve srovnani s volnymi BPC peptidy nebo octany BPC peptidi. Kation pouzity podle predklada-
ného vynalezu neovlivni aktivitu BPC peptidl, ale zvysi jejich stabilitu. BPC peptidové sole
predkladaného vynalezu jsou napiiklad stabilngjs$i nez BPC peptidy nebo BPC peptidové octany

35 v normalnim fyziologickém roztoku nebo ve vodé. Kromé toho jsou sole predkladaného vynalezu
vhodné pro peroralni podavani a nevykazuji Zadné nezadouci vedlejsi G¢inky, jako je bolestivost
nebo tvorba nekréz b&hem nebo po aplikaci, zejména injekéni aplikaci. BPC peptidové sole
pfedkladaného vynalezu tedy umozZiiuji zlepSenou enteralni nebo parenteralni aplikaci. Kromé
toho jsou sole predkladaného vynalezu velmi vhodné vzhledem k absenci jakychkoliv pfiznakd

40 toxicity az do davek 50 mg/kg télesné hmotnosti.

Sole vynalezu se muzou ziskat rozpusténim volného BPC peptidu ve vodném nebo vod-
ném/alkoholovém rozpoustédle nebo v jinych vhodnych rozpoustédlech s vhodnou bazi a nasled-
nou izolaci ziskané sole vynalezu odpafenim roztoku, zmrazenim a lyofilizaci nebo pfidanim
45 dalSiho rozpoustédla, napf. dietyleteru k vodnému a/nebo alkoholovému roztoku BPC peptidové
sole, ¢imz se vyvola separace nerozpustné neupravené sole. Pro tvorbu sole se obvykle pouzivaji
Jjeden nebo maximaln€ dva moly baze tj. kationu a jeden mol volného BPC peptidu. Pro ptipravu
alkalickych peptidovych BPC soli se pfednostné pouzivaji uhli¢itany alkalickych kovii nebo hyd-
rogenuhli¢itany alkalickych kovi. Pipravené peptidové sole jsou volné rozpustné ve vodé. Pred-
50  kladany vynalez se tak vztahuje také k procesu pfipravy BPC peptidovych soli.

V kontextu predkladaného vynalezu se za bazi poklada latka schopna tvorby kationu v roztoku,
zejména ve vodném a vodném/alkoholovém roztoku.



CZ 299423 B6

V kontextu predkladaného vynalezu farmaceuticka aktivita zahrnuje profylaktické a terapeutické
aktivity. Farmaceutické sloZeni se tedy vztahuje ke smésim vykazujicim profylaktické a/nebo
terapeuticka ptisobeni.

5 Vynalez se dale vztahuje k farmaceutické nebo diagnostické smési obsahujici BPC peptidové
sole piedkladaného vyndlezu, n€kdy s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi nosic¢i a také
postupy pro pfipravu téchto sloucenin. Tyto smési jsou vhodné pro mistni nebo systémovou apli-
kaci naptiklad ve formé¢ injekénich roztokd, tablet, past, kapsli, masti, prostfedkii k omyvani,
cucacich pastilek atd. Davkovani se pohybuje prednostng v rozsahu od 10~ do 10~ mg/kg t&lesné

10 hmotnosti aplikované systémoveé, nebo mistén ve vy$Sich koncentracich — mezi 0,1 a 0,5%.
Uréeni optimalniho davkovani pro konkrétni 1é¢bu bude na odbornicich.

Predkladany vynélez se také vztahuje k farmaceutické nebo diagnostické smési jak bylo pojed-
nano vyse, kterd krome jedné nebo vice BPC peptidovych soli predkladaného vynalezu obsahuje

15 trehaldzu, zvlast€ pro peroralni pouziti a/nebo farmaceuticky nebo diagnosticky ptijatelné nosice,
rozpoustédla a/nebo ptisady.

Smés vynalezu (pfednostné ve vodé rozpustna smés) kromé BPC peptidové sole dale miZe obsa-

hovat ve vodé rozpustny protein vhodny pro injekci do télnich tekutin bez vyrazngjsi farmakolo-
20 gické aktivity v koncentraci pouzité pro jednu davkovou jednotku piedkladaného vynalezu (dale

,,ve vod¢ rozpustny protein®). Jako tento ve vodé rozpustny protein se preferuje sérovy albumin,

globulin, kolagen a/nebo Zelatina. Tento protein miZe byt pfidan v mnoZstvich obecné pouZiva-

nych pro injekéné€ aplikované farmaceutické smési. Pak je vahovy pomér mezi ve vodé rozpust-

nym proteinem a BPC peptidovou soli naptiklad v rozmezi 0,000:1 do 100:1, pfednostné
25 v rozmezi od 0,001:1 do 10:1, nebo jesté Iépe v rozmezi od 0,01:1 do 1:1.

Vynalez se také vztahuje k samotnym dfive zminénym BPC peptidovym solim a smésim, které je
obsahuji, zejména v susené a/nebo Cisté formé nebo ve vodnych nebo vodnych/alkoholovych
roztocich. pH roztoku pfipraveného z ve vodé rozpustné smési nebo peptidové sole predkladané-

30 ho vynilezu by mélo byt takové, aby dané pH nemélo nepfiznivy vliv na aktivitu farmakologicky
aktivniho peptidu, ale bylo v obecné pfijatelném rozsahu pro injekéni aplikaci a dale aby dané pH
nezpisobovalo velk€é zmény viskozity roztoku a nedovolovalo tvorbu precipitatu nebo podob-
nych struktur. Roztok by tedy mél mit pH mezi 6 a7 9, nejlépe mezi 6,5 a 7,5.

35 KdyZ je ve vod€ rozpustna smés vynalezu prevedena na vodny roztok pro aplikaci, koncentrace
farmakologicky aktivni peptidové sole v daném roztoku by méla byt v rozsahu od 0,0000001 do
10% (hmotnost/objem), Iépe v rozsahu od 0,000001 do 5% a nejlépe v rozsahu od asi 0,00001 do
1% (vzdy hmotnost/objem).

40 Smés predkladaného vynalezu by méla pfednostné mit davkovou jednotku obsahujici farmakolo-
gicky aktivni BPC peptidovou siil vynalezu spole¢né s (je-li to nutné) dalsimi ptisadami, jako je
napfiklad vySe uvedeny ve vodé rozpustny protein. Tak mohou byt napiiklad v ampuli nebo lah-
vicce dvé nebo tii vySe zminéné slozky (po rozpusténi nebo suspendovani ve sterilni vodé nebo
sterilnim fyziologickém roztoku). V tomto pfipadé miize metoda pripravy zahrnovat smiseni

45 roztoku farmakologicky aktivni BPC peptidové sole a daéle, je-li to nezbytné, roztoku aditiva
nebo pridani aditiva v praskové formé k roztoku farmakologicky aktivni BPC sole nebo jakouko-
liv kombinaci vhodnych postupii. Davkova forma se mize také ptipravit ptidanim sterilni vody
nebo sterilniho fyziologického roztoku k lyofilizovanému nebo pod vakuem suSenému prasku
s BPC peptidovou soli a pfipadné i dalsi nezbytnou ptisadou. Tato forma davkové jednotky miize

50 obsahovat jednu nebo vice dalSich vhodnych pfisad, jako napfiklad latky upravujici pH (napf.
glycin, kyselina chlorovodikova, hydroxid sodny), lokalni anestetika (napriklad xylokain hydro-
chlorid, chlorbutanol), osmotické latky (naptiklad chlorid sodny, manitol, sorbitol), emulzifikato-
ry, inhibitory adsorpce (nap¥. Tween® 60 nebo 80), talek, skrob, laktozu a tragant, stearat hofec-
naty, glycerol, propylen glykol, ochranné latky, benzyl alkohol, metylhydroxy benzoat a/nebo
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oleum arachid hydrogen. Tato forma davkové jednotky miize dale obsahovat farmakologicky
pfijatelné inertni substance k pfenosu latky jako naptiklad polyetylen glykol 400 nebo dextran.

Preferuje-li se, jsou-li ve vodé rozpustné smési predkladaného vynalezu ve formé parenteralnich
5 pripravki. Nejlépe tedy jako roztoky pro injekce, roztoky pro transmukozalni aplikaci, nasalni
roztoky a roztoky pro aplikaci do usi.

Mezi uvedené roztoky pro injekéni aplikaci patii roztoky pro intravendzni aplikaci, subkutanni
aplikaci, intraarterialni aplikaci, intramuskularni aplikaci a intraokularni aplikaci. Tyto dlouho-

10 dobe piisobici preparaty se snadno nasaji z ampuli nebo lahvi¢ek do injekéni stiikacky. Bubliny
(dojde-1i k jejich vytvoreni pii nasati) se snadno odstrani pouhym kratkym ponechanim roztoku
v klidu.

Smés predkladaného vynalezu mize byt jednak rozpusténa ve vode€ nebo v lyofilizované formé
15 s krystalizovanou rozpusténou latkou, jako je naptiklad manitol. Pfidanim sterilni vody nebo
sterilniho fyziologického roztoku k lyofilizatu se ziska vodny roztok.

Tonicita vodného roztoku ve vodé rozpustné smési predkladaného vynalezu by méla byt pfi
podavani v piijatelnych mezich a je mozné ji upravit napfiklad izotonickymi ¢inidly, jako je chlo-

20 rid sodny nebo manitol. Tonicita ma pfednostné poloviéni az dvojnasobnou hodnotu jako fyzio-
logicky roztok, nebo 1épe hodnotu odpovidajici tfem Etvrtinam aZ jedenaptlnasobku fyziologic-
kého roztoku.

Viskozita vodného roztoku ve vodé rozpustnych sloucenin predkladaného vynalezu by méla byt

25 dostate¢né€ nizka pro injek¢ni aplikaci. Je dobré, kdyz je viskozita niz8i nez 500 cP, nebo jesté
lépe nizsi nez 400 cP. Hodnoty viskozity odpovidaji hodnotim métenym s pouZitim Cone LD ve
viskozimetru typu E (Tokimec, Japonsko) pfi 25 °C.

Je-li smés ve forme lyofilizatu uptednostiuje se, kdyz je viskozita, tonicita a koncentrace kom-
30 ponentil ve vodnych roztocich z nich odvozenych v mezich uvedenych dfive.

Smés predkladaného vynalezu se pfipravi smisenim téchto slozek podle obecnych metod. Cilem
smichani téchto slozek predkladané smési by mélo byt zachovani aktivity farmakologicky aktivni
BPC sole a minimalizace tvorby bublin béhem celé¢ho procesu. Slozky se daji do nadoby (napfi-

35 klad do lahve nebo do valce), bud® spole¢né, nebo postupné v libovolném pofadi. Atmosféra
v nadobé miize byt tvofena napfiklad sterilnim Eistym vzduchem nebo sterilnim &istym dusikem.
Vysledny roztok mize byt prenesen do mensich nadob nebo ampuli a lyofilizovan.

Tekuta forma nebo lyofilizovana pragkova forma smési pfedkladaného vynalezu miZe byt roz-
40 pusténa nebo rozptylena v roztoku polymeru schopného biodegradace, jako je naptiklad kopoly-
mer kyseliny poly (mlé¢né—glykolové), poly (hydroxymaselné kyseliny), polymeru kyseliny poly
(hydroxymaselné—glykolové) nebo jejich smési a mize se pripravit napiiklad ve formé filmi,
mikrokapsuli (mikrokuli¢ek) nebo nanokapsuli (nanokuli¢ek), a zejména ve formé& mékkych nebo
tvrdych kapsli.
45

Smés predkladaného vynalezu se mize také obalit lipozomy obsahujici fosfolipidy, cholesterol
nebo jejich derivaty a pak rozptylit ve fyziologickém roztoku nebo v roztoku kyseliny hyaluro-
nové rozpusténé ve fyziologickém roztoku.

50 Mekké kapsle se mizou plnit tekutou formou smési pfedkladaného vynalezu. Tvrdé kapsle se
miizou plnit lyofilizovanym praskem smési predkladaného vynélezu nebo mize byt lyofilizovany
praSek smési predkladaného vynalezu slisovan do tablet pro rektalni aplikaci nebo oralni podava-
ni.
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Smés predkladaného vynalezu se miize pochopitelné také dodavat v predplnénych injekénich
stiikackach pro vlastni aplikaci.

Smés predkladaného vyndlezu se mize uchovavat pfi normalnich teplotach naptiklad mezi +10 a
5 30 °C nebo pfi teplotach béznych v lednici, nejlépe mezi +2 a +8 °C.

Vynélez se také vztahuje k novému pouziti a metodam aplikace, které vyuzivaji vySe uvedené
sole a/nebo smési zejména pokud jde o 1é€bu poruch spojenych bud’ s tvorbou oxidu dusnatého
(NO), nebo s narusenymi funkcemi NO-systému, zejména hypertenzi, anginou, impotenci, obé-
10 hovym a septickym Sokem, mrtvici, zanétem, syndromem respiraéni tisné, adhezi a agregaci
krevnich desticek a leukocytd, endotelialni dysfunkci, gastrointestinalnimi Iézemi, porusenim
peristaltiky, diabetem, pankreatitidou, hypotenzi a Parkinsonovou nemoci; disfunkci nebo hyper-
funkci somatosenzorickych nervii, zejména senzorické neuropatie, postherpetické neuralgie, ato-
pické dermatitid€, zhorSenou 1é¢bou poranénych pletiv, ziskanou chladnou a teplou kopfivkou,
15 lupénkou, buléznim pemfigoidem, ekzémem, fotodermatézou, chronickou artritidou, gastrointes-
tinalnimi 1ézemi a specifickou nebo nespecifickou hyperaktivitou horni a dolni &asti respiraéniho
traktu (astma, rinitida); poskozenim endotelu; poranénich, viedech; pro 1é¢bu stavi vztahujicich
se k akutnim a/nebo chronickym zanétim, zejména chronické artritidé a poruch spojenych
s opozdénymi typy hypersenzitivity a gastrointestinalnimi 1ézemi; pro 1é¢bu jaternich poskozeni,
20 organovych Iézi vyvolanych volnymi radikaly jako vysledek ozateni; potiZi spojenych s porucha-
mi katecholaminergniho systému, zejména schizofrenie, vliv amfetamind, zneuziti 1é¢iv; stavi
vyvolanych stresem; akutni pankreatitidy s dodate¢nym pozitivnim dopadem na privodni gastro-
duodendlni patologii; srde¢nich poruch (zejména antiaritmicka, antianginova a kardioprotektivni
‘ 1é¢ba); depresivnich chorob; Parkinsonovy choroby a patologie chorob podobnych Parkinsonové

25 chorobé; poruch teploty; kostnich defektd; poskozeni riznych organd vyvolané hypertenzi;
poruch koagulace; bolestivych poruch; kieovitych poruch; poranéni michy; poskozeni alkoho-
lem vyvolané jeho zneuzitim nebo zvySenym pfijmem; mozkovych ischemickych potizi; posko-
zeni perifernich nervii, kataleptickych a neuroleptickych poruch; poruch spojenych s nenor-
malnimi nebo mutovanymi lymfocyty; poruch plodi; vaginalni atrofie a vyvoje osteoporézy

30 vyvolané podminkami ovariektomie; tumord; virovych onemocnéni, zejména AIDS nebo ARC;
gastrointestinalnich 1ézi; poruch rozpoznani; abstinenénich poruch; poruch ledvin a poruch
buné€né imunitni odpovédi.

Predkladany vynalez se dale vztahuje k BPC peptidové soli nebo farmaceutické &i diagnostické
35 smési podle predchoziho vykladu, kde je obecny vzorec (II)

Xaa Zaa Pro Pro Pro Xaa Yaa Pro Ala Asp Zaa Ala Xaa Xaa Xaa (II).
Piedkladany vynilez se vztahuje zejména k BPC peptidové soli nebo farmaceutické nebo diag-

40 nostické smési obsahujici siil BPC peptidu podle vy3e uvedeného vzorce (I), kde je peptid vybran
I ze skupiny skladajici se z:
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Leu Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Asp Ala
Leu Gly Val;

Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Asp Ala Gly Leu
Val
(také nazyvany BPC157);

Leu Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala Asp Asp Ala
Leu Gly Val;

Leu Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala Asp Ala Leu
Gly val;

Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Ala Gly
Leu Val;

Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala:;
Asp Pro Pro Pro Ile Arg Pro Ala Asp;
Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala Asp;

Leu Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala Asp Ala Leu
Gly Val;

Gly Glu Pro Pro Pro Gly Arg Pro Ala Asp

Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro Ala Asn.

Tyto peptidy jsou znamé z WO 94/11394 a WO 93/124521, jejichz obsahy jsou, pokud jde o pfi-
pravu a pouziti BPC peptidi, zahmuté v piedkladaném popisu.

Kromé toho mizou byt peptidy p¥ipojeny k daldim funkénim a/nebo strukturnim &astem, jako
Jjsou glycidy, tuky, proteiny nebo peptidy, protilatky, receptory, hormony, cytotoxické substance,
znacici substance, barviva, radioaktivni znacky, imunomodulaéni ¢inidla, 1é¢iva, nosice, cilové
nebo signalni substance atd.

Vynalez se dale vztahuje k vySe uvedenym BPC peptidovym solim a smésim, kde je peptid

v linedrni nebo cyklizované formé, zejména cyklizované amidovou vazbou mezi prvnim a pos-
lednim aminokyselinovym zbytkem.

Piehled obrazki na vykresech

Vynalez bude nyni vysvétlen podrobnéji pomoci ilustrativnich pfikladd a doprovodnych obrazka.
Obrazky ukazuji:
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Obrazek 1 ukazuje IR spektrum NaBPC157.
Obrazek 2 ukazuje IR spektrum Na,BPC157.
Obrazek 3 ukazuje IR spektrum dicesiové sole BPC157 (Cs,BPC157).
Obrazek 4 ukazuje IR spektrum TRIS sole BPC157 (TRIS-BPC157).
5 Obrazek 5 ukazuje IR spektrum di-TRIS sole BPC157 ((TRIS),BPC157).
Obrazek 6 ukazuje IR spektrum 2—aminopropanolové sole BPC157 (2-AMP-BPC157).
Obrazek 7 ukazuje IR spektrum triethanolaminové sole BPC157 (TEAM-BPC157).

10 Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1:  Pfiprava monosodné sole BPC157 (NaBPC157).

I 15 0,5 g (0,35 mmol) pentadekapeptidu se sekvenci Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp Asp
Ala Gly Leu Val (BPC157) se rozpustilo v 10 ml vody s 29,6 mg hydrouhli¢itanu sodného
(0,35 mmol), sterilizovalo filtraci pfes 0,2 p filtr a sublimace vysusSilo, ¢imz vzniklo 0,48 g
naSedlé susiny.
Cistota ziskané sole: 99,4% (HPLC).

20 Hmotnostni spektrum (FAB): 1419, vyssi ionty pti 1441 (M'Na").
Analyza aminokyselin ziskané peptidové sole po 72 hodinach hydrolyzy pomoci 6N-HCI v uzav-

fenych zkumavkach pti 110 °C dala hodnoty odpovidajici slozeni: 3Gly, 4Pro; 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.

IR spectrum (KBr): Obrazek 1.
25 UV spectrum (H,0): lambda max=190 nm, zadné jiné maximum.
Teplota tani: 288 az 290 °C (dekompozice).

Priklad 2:  Ptiprava disodné sole BPC157 (Na,BPC157)
30
0,5 g (0,35 mmol) BPC157 se rozpustilo v 10 ml etanolu. Za mirného michani se pfidalo 1,4 ml
0,5 mol/l metanolového roztoku hydroxidu sodného. Tento roztok se sterilizoval filtraci pies filtr
0,2 p a pak se pomalu pfidaval za sou¢asného pomalého michani k dietyletheru (50 mi). Oddé-
lena bila tuha latka dvojsodné sole po prefiltrovani a promyti dietyleterem méla hmotnost 0,52 g.
35 Cistota ziskané sole: 99,4% (HPLC).
Hmotnostni spektrum (FAB): 1419, vy$si ionty pfi 1441 (M'Na"), 1464 (M'Na,,).
Analyza aminokyselin ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.
IR spektrum (KBr): Obrazek 2.
40 UV spektrum (H,O): lambda max=190 nm, Z4dné jiné maximum.

Teplota tani: 275 az 277 °C.

Piiklad 3:  Ptiprava dicesné sole BPC157 (Cs,BPC157)

45
0,5 g (0,35 mmol) BPC157 se rozpustilo v 8 ml vody obsahujici 114 mg uhli¢itanu cesného
(0,70 mmol), sterilizovalo filtraci ptes 0,2 p filtr a zlyofilizovalo, &imz vzniklo 0,55 g Sedobilé
susiny.
Cistota ziskané soli: 99,3% (HPLC).
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Hmotnostni spektrum (FAB): 1419, vyssi ionty pi 1551 (M'Cs"), 1684 (M'Cs,.).

Analyza aminokyselin u ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.

IR spektrum (KBr): Obrazek 3.
5 UV spektrum (H,0): lambda max=190 nm.
Teplota tani: 268 °C

Ptiklad 4:  Priprava TRIS sole BPC157 (TRIS-BPC157)

0,5 g (0,35 mmol) BPC157 se rozpustilo v 10 ml metanolu s 42,6 mg (0,35 mmol) tris—(hydro-
xymethyl)aminometanu (TRIS), sterilizovalo filtraci pfes 0,2 p filtr a vysusilo odpafenim meta-
nolu pod vakuem pfti 40 °C. Tak se ziskalo 0,56 g bilé pevné latky.

Cistota ziskané soli: 99,5% (HPLC)
15 Hmotnostni spektrum (FAB): 1419 (MH").

Analyza aminokyselin u ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.

IR spektrum (KBr): Obrazek 4.
UV spektrum (H,O): lambda max=190 nm.
20 Teplota tani: 250 °C (dekompozice).

Priklad 5:  Piiprava di-TRIS sole BPC157 ((TRIS),BPC157)

25 SlouCenina se ptipravila stejnym postupem jako v Pfikladu 1 stim rozdilem, Ze se pouzilo
85,2 mg (0,70 mmol) TRISu.

Cistota ziskané soli: 99,5% (HPLC)
Hmotnostni spektrum (FAB): 1419 (MH").

Analyza aminokyselin u ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
30 Leu, Val, Lys.

IR spektrum (KBr): Obrazek 5.
UV spektrum (H,0): lambda max=190 nm.
Teplota tani: 188 az 193 °C.

35
Piiklad 6:  Ptiprava 2—aminopropanolové sole BPC157 (2-~AMP-BPC157)

Sloucenina se pripravila postupem popsanym v Pfikladu 1. Jako baze se pouZil 2—aminopropanol
(2-AMP).

s0  Cistota ziskané soli: 99,6% (HPLC)
Hmotnostni spektrum (FAB): 1419 (MH").

Analyza aminokyselin u ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.

IR spektrum (KBr): Obrazek 6.
45 UV spektrum (H,0): lambda max=190 nm.
Teplota tani: 158 °C (dekompozice).
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Piiklad 7:  Ptiprava trietanolaminové sole BPC157 (TEAM-BPC157)

Sloucenina se pfipravila postupem popsanym v Piikladé 1. Jako baze se pouzil Trietanolamin
(TEAM).

5 Cistota ziskané soli: 99,2% (HPLC)
Hmotnostni spektrum (FAB): 1419 (MH").

Analyza aminokyselin u ziskané peptidové sole odpovida slozeni: 3Gly, 4Pro, 2Ala, 2Asp, Glu,
Leu, Val, Lys.

IR spektrum (KBr): Obrazek 7.
10 UV spektrum (H,O): lambda max=190 nm.
Teplota tani: 202 az 205 °C.

Ptiklad 8:  Priprava tablet obsahujicich TRIS-BPC157

SloZeni mg/tabletu
TRIS-BPC157 0,5
trehaldza 20,0
laktdza 17,0
Bkrob 6,5
talek 3,0
tragant 2,5
jpagnesium stearat 0,5

50,0 mg

TRIS-BPC157 (0,5 mg) a trehal6za (20 mg) se rozpustily v 1 ml vody a vysusily odpafenim. Po
vysuSeni byl ziistatek pro pfipravu tablet smichan s ostatnimi slozkami.

20
Priklad 9:  Priprava kapsli obsahujicich NaBPC157.

SloZeni mg/kapsli

NaBPC157 0,5

trehaldza 60,0

laktéza 39,0

magnesium stearit 0,5
100,0 mg

25

NaBPC157 (0,5 mg) a trehaléza (60 mg) se rozpustily v 1 ml vody a vysusily odpafenim. Po
vysuseni byl ziistatek pro pfipravu kapsli smichan s ostatnimi slozkami.
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Priklad 10: Ptiprava roztoku obsahujiciho NaBPC157

SloZeni g/25 ml
NaBPC157 0,05
glycerol 15,00
benzyl alkohol 0,01

ufr o pH 7,0 do 25 ml

Priklad 11: Priprava krému s TRIS-BPC157.

SloZeni g/25 g
TRIS~-BPC157 0,05
emulsifikaéni latka 2,80
oleum arachid hydrogen 7,08
Tween® 60 12,08

ropylen glykol 3,00
metylhydroxy benzoéat 0,07
25,0 g

Ptiklad 12: Testy stability

Stabilita BPC peptidovych soli se testovala inkubaci soli po dobu 76 a 120 dni pfi teplot& 40 °C.
Koncentrace BPC peptidovych soli ve vodném roztoku byla 0,2% (hmotnost/objem). Stabilita se

15 méfila pomoci HPLC: kolona Kromasil 100, 5u, 150x4,6 mm, mobilni faze 0,1 % kyselina tri-
fluoroctova ve vodé/acetonitrilu (od 0 do 50 0bj.%), elu¢ni gradient v 25 minutach, pritok 1
ml/min, detekce: UV pti 214 nm.

Pro srovnani se pouzily volné BPC peptidy a jejich monoacetaty.
20

-10-
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Tabulka 1. Stabilita BPC peptidovych soli pfi 40 °C ve dnech 0, 76 a 120; % plochy v pokusu
(HPLC).
Smés pH-hodnota; 0 den 76 den 120 den
0,2% ve vodé
volny peptid 4,46 99,3 98,1 97,4
PC157
moncacetdt 4,53 99,2 97,8 95,3
peptidu
BPC157
sodna sl 6,51 99,4 99,5 99,4
BPC157
dvojsodni shl 7,64 99,4 99,7 99,4
BPC157
TRIS sul 6,31 99,5 89,5 89,4
1 BPC157
diTRIS sl 8,24 99,5 99,5 99,5
BPC157
2-AMP sul 8,20 99,6 99,4 99,5
BPC157
TEAM sGl 7,61 99,2 99,3 99,1
BPC157

Data predkladana v této tabulce zietelné dokazuji zvySenou stabilitu BPC peptidovych soli vyna-

5 lezu ve srovnani s volnymi BPC peptidy nebo jejich monoacetaty. Kromé toho injekce t&chto
roztokil nejsou bolestivé a nezplsobuji nekrézy — pravdépodobné diky vysoké hodnoté pH roz-
toku BPC peptidové sole.

V jiném samostatném experimentu se pozorovalo po pfidani trehalozy dalsi zvySeni stability BPC

10 peptidovych soli ptedkladaného vynalezu v surové formé a v roztocich. Proto pfidani trehaldzy,
Jako farmaceuticky pfijatelné pfisady pro pfipravu farmaceutickych smési, zejména ve formé
tablet nebo kapsli, je dalsi dilezitou strankou ptedkladaného vynalezu.

Nasledujici ptiklady popisuji experimenty demonstrujici farmaceutické aktivity BPC peptidovych

15 soli pfedkladaného vyndlezu. Tyto experimenty se uskute¢nily s pouzitim riiznych modeld ,,in
vitro“ a ,,in vivo®. Pokud neni uvedeno jinak, pouZila se pro tyto experimenty (mono) sodna siil
BPC peptidu 157 (zkratka: NaBPC157). Ve vSech experimentech se pouzili (neni-li uvedeno
Jinak) samci krysy Wistar, vazici 250 az 28 g.

20
Priklad 13: NO SYSTEM

Uvod:
25 Oxid dusnaty (NO) slouzi jednak jako signalni molekula v endotelialnich a nervovych buiikach a
jednak jako zabijecska molekula (killer molecule) aktivovana imunitnimi butikami. Ned4vné vyz-

kumy ukazaly, ze se mize vyuzit jako lék pii inhalaci. Obecné se zd4, e jak nadbytek, tak
nedostatek NO zplsobuje, nebo se Gcastni na fadé poruch, zejména hypertensi, anging, impo-

-11 -
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tenci, obehovém Soku, septickém Soku, mrtvici, zanétu, syndromu respiraCnich potizi, plicni
hypertenzi, adhesi a agregaci krevnich destiek a leukocytii, diabetu, hypotenzi a Parkinsonove
chorobe.

5 Materidl a metody:

U krys se testovaly nékteré z acinki NABPC157 (10 pg nebo 10 ng/kg), jako napiiklad pros-
pesné aktivity proti Zaludecnim 1ézim a aktivita NaBPC157 tykajici se udrZeni krevniho tlaku.
Léze se vyvolaly jednohodinovou aplikaci etanolu (96%, i.g. (intragastrikalné — nitrozalude¢né)).

10 Soucdasné se aplikoval NaBPC157 (i.p. (intraperitonealné)). Pfi experimentech s udrzenim krev-
niho tlaku byl NaBPC157 podavan intravenézné (i.v.).

Také se zkoumala kombinovana aplikace N-nitro—L—arginin metylesteru (L-NAME) (5mg/kg
1.v.), kompetitivniho inhibitoru tvorby endotelidlniho oxidu dusnatého (NO), a NO prekurzoru L~

15 argininu (200 mg/kg i.v.) (D-arginin byl neucinny). V pokusech s gastrickymi lézemi se NO
latky aplikovaly 5 minut pfed etanolovym poskozenim a aplikaci NaBPC157.

Vysledky:

20V etanolovém modelu mél samostatné podadvany NaBPC157 protiviedovy ¢inek stejné jako L
arginin. NaBPC157 zabranil jinak vaznym zalude¢nim lézim, které vznikly po plsobeni etanolu u
kontrolnich krys. L-NAME nemél zadny vliv. L-NAME zcela potlagil aktivitu L-argininu, ale
pouze zeslabil aktivitu NaBPC157. Po aplikaci kombinace L-NAME + L-argininu se aktivita
NaBPC157 dale zhorsila.

25
Ve studiich s krevnim tlakem ma NaBPC157 (bez vlivu na zakladni norméini hodnoty) ve srov-
nani s L-argininem jak maskujici G¢inek (na poruseny zvySeny krevni tlak pisobenim L-NAME,
Je-li aplikovan preventivné a snizuje hodnoty uz zvySené po aplikaci L-NAME, je-li podavany
v ¢ase maximalniho zvySeni krevniho tlaku pisobenim L-NAME (tj. 10 minut po L-NAME))

30 tak preventivni U€inek (pfedbéznym podanim NaBPC157 se zabranilo nevelkému poklesu krev-
niho tlaku vyvolaného L-argininem). Kdyz se podal NaBPC157 10 minut po aplikaci kombinace
L-NAME + L-arginin (kombinace stale vedouci ke zvyseni krevniho tlaku), jeho jasny t&inek
(pozorovany u krys, na které se plisobilo L-NAME) zmizel. V podminkéach in vitro (v homoge-
natu pletiva ze Zalude¢ni sliznice krys) NaBPC157 podany ve stejné dévce (100 uM) jako L—

35 arginin indukoval srovnatelnou tvorbu NO. Ale vliv NaBPC157 nemohl byt inhibovan L-NAME
dokonce ani desetinasobné (100 proti 1000 uM) vyssi davkou neZ tou, ktera je nezbytna pro inhi-
bici G¢inku L-argininu. Na druhé strané byla syntéza NO sniZzena p¥i kombinaci NaBPC157 a L—
argininu. Shrnuto, NaBPC157 mohl uréitym zpisobem interferovat s u¢inkem NO jak na integ-
ritu zalude¢ni sliznice, tak na udrzeni krevniho tlaku zejména v kombinaci s L-argininem, s tim,

v

40  Ze ma vyznacnéjsi a/nebo zvlast odlisny u¢inek na NO.

Diky tomu, Ze ma NaBPC157 vyznamngj$i G¢inek na NO neZ L-arginin, mohl by zabranit ved-
lejSim acinkiim spojenym s nadmérnym tvofenim NO (naruseny u&inek L-argininu (nap¥. hypo-
tense)). Tyto vedlejsi 0€inky se vratily k normalnim hodnotam in vivo a zabranilo se nadmérné

45 tvorb&€ NO in vitro. Navic se odstranily negativni diisledky inhibice NO-systému (nap¥. prevence
zvySeni krevniho tlaku po pisobeni L-NAME a navraceni jiz zvySeného tlaku po aplikaci L—-
NAME).

Na zéklad€ blizké podobnosti NO testii v dalSich pletivech (napt. plice, jatra, cévy atd.) a rozma-
50 nitosti uzitych modeli (Zaludecni 1éze a udrZeni krevniho tlaku) jsou uvedené prospésné uginky

NaBPC157 ziejmé jak pokud jde o nadmérnou tvorbu NO, tak i narugené funkce NO systému.

BPC peptidové sole pfedkladaného vynalezu jsou zejména uZite€né pro 1égeni hypertenze, angi-

ny, impotence, ob&hového Soku, septického Soku, mrtvice, zanétl, syndromu respiraéni tisng,

plicni hypertenze, pankreatitidy, adhese a agregace krevnich desti¢ek a leukocytil, endotelialnich
55 disfunkci a Parkinsonovy choroby.

-17 -
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Piiklad 14: Somatosenzorické neurony
Uvod:

5 Somatosenzorické neurony se obecné ucastni fizeni homeostaze, zejména u reakci, které narusu-
Jjicich homeostazi. Tyto neurony miazou detekovat potencialni nebezpec¢i. Neurony jsou (skrze
sebe, per se) schopné okamzit¢ iniciovat ptislusné opatfeni pro zmirnéni nebezpeci. Vazoaktivni
aferentni neurony tedy predstavuji systém prvni obrany proti traumatu. Obecné byly jejich
ochranné schopnosti doloZeny experimentalnim poskozenim kiize a gastrointestinalni sliznice. Pfi

10 fad¢ potizi hraji roli bud’ disfunkce, nebo hyperfunkce, zejména u vrozené senzorické neuropatie,
senzorické neuropatie vyvolané diabetem, herpes zoester, postherpetické neuralgie, atopické
dermatitidy, zhor§eného hojeni poranénych pletiv (napf. pretrvavajici poranéni kize, zhorseni
koznich 1ézi vyvolanych kyselinami a tvorbé keratitidé podobnych 1ézi na rohovce), ziskané
chladné a teplé kopfivky, lupénky, ekzému, bulézniho pemfigoidu fotodermatdzy, poruch hor-

15 nich a dolnich dychacich cest, specifické a nespecifické hyperreaktivity, vazomotorické rymy,
astmatu, chronické artritidy a gastrointestinalnich Iézi.

Materialy a metody:

20 Zjistoval se gastroprotektivni i¢inek NABPC157 na Zalude¢ni 1éze (vyvolané u krys pisobenim
96% etanolu, kontrolovanym stresem a aplikaci indometacinu (indomethacin). Mozny vliv
smyslovych neurond na prospésné cinky NaBPC157 (10 pg/kg, 10 ng/kg i.p.) se studoval
s kapsaicinem, ktery ma velmi zietelné ucinky na smyslové neurony: vysoka davka poddvana
dospélym zvifatim (125 mg/kg s.c., (subkutanné), stafi tfi mésice), nebo podavani (50 mg/kg

25 s.c.) novorozenym zvifatim (sedm dni starym) zni¢i smyslova vlakna, zatimco nizka davka
(500 pg/kg i.p.) aktivuje uvolnéni neurotransmiteru a ochranné uéinky na sliznice.

Vysledky:
(i) Pfi neptitomnosti kapsaicinu NaBPC157 ochraiioval Zalude&ni sliznice proti etanolu, kontro-
30 lovanému stresu a aplikaci indometacinu.

(if) Pfi neurotoxickych davkéach kapsaicinu je negativni u¢inek kapsaicinu na kontrolovanym
stresem vyvolané, etanolové nebo indometacinové 1éze vzdy ovlivnény prospésnou aktivitou
NaPBC157. Ochranny vliv NaBPC157 byl stale zfejmy u modeld ve viech pokusech, kde se
pouzil kapsaicin (bud’ pouzity u dospélych jedincii, nebo nové narozenych mlad’at). Po piiso-

35 beni kapsaicinu na nové narozena mlad’ata se dosahlo plného zruSeni gastroprotektivniho
ucinku NaBPC157, jestlize byl tento aplikovéan jednotlivym ng—zpisobem. Ochrana sliznic
se pln€ obnovila, kdyz se stejna davka aplikovala denné.

(iii) Ve spojeni s excitaéni davkou kapsaicinu se prospésny (¢inek NaBPC157 dale zvysuje.

40 Celkové tyto ndaje demonstruji komplexni synergickou interakci mezi prospé$nou aktivitou
NaBPC157 a peptidergickou senzorickou aferentni neuronovou aktivitou. Vezme-li se v Givahu
zna¢na podobnost i¢inku kapsaicinu u zvifat a lidi, miZe byt NaBPC157 pouzit (ve svétle vyse
uvedenych experimenti) pro lé¢eni vySe uvedenych poruch.

45
Priklad 15: Ochrana endotelu

Uvod:

50 Je znamé, Ze poranéni cévniho endotelu predchazi vyvoji a je nutnym predpokladem pro vazna
poSkozeni organd. Ochrana endotelu by mohla omezit $kodlivé nasledky ischémie na integritu
sliznic. Jako uzite¢ny model se Siroce pouziva aplikace Monastral Blue krysam kratce pied apli-
kaci nekrotizujiciho €inidla (napf. do Zaludku aplikovany etanol) o kterém se vi, Zze vytvari velké
1éze.

-13-
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Material a metody:

Vsem krysam byl aplikovan intravendzné (i.v.) Monastral Blue (MB) (Sigma Company, USA)
(1 ml/kg télesné hmotnosti) 3 minuty pfed piisobenim etanolu. Krysy se pak usmrtily za 1 minutu

5 po pusobeni etanolu. NaBPC157 (10,0 ug/kg i.p.) nebo fyziologicky roztok (5,0 ml/kg i.p.) se
aplikovaly 1 hodinu pted ptsobenim etanolu. Ihned po usmrceni se vyjmul Zaludek a nezavisli
pozorovatelé zhodnotili léze. Pro histologickou analyzu se dale zpracovaly reprezentativni ¢asti
zaludku a dvanacterniku.

10 Cévni poSkozeni se hodnotilo také technikou vyuzivajici Monastral Blue (MB) v ¢asnych fazich
experimentu (I minutu po pisobeni etanolu). Plo$na hustota obarvené sliznice se hodnotila
pomoci TEM.

Vysledky:

15
Opakované se pozorovala zna¢na redukce obarveni MB u skupin, kde se aplikoval NaBPC157.
Blizka podobnost pouzitych modeli s lidskymi ukazuje moznost pouzit NaBPC157 pro 1éeni
stavil spojenych s poskozenim endotelu pii 16¢bé lidi.

20
Ptiklad 16: Angiogeneze

Uvod:

25 Angiogeneze ma zasadni vyznam pro tvorbu granulaéni tkané a 1é¢bu zranéni a/nebo viedd.
S pouzitim vieobecné znamych metod se studovaly angiogenni vlastnosti.

Material a metody:

30 Kazdé kryse byly implantovany subkutanné v oblasti beder dva sterilni tamp6ny (1 x 1 x 0,25 cm
(V=0,25 ml)) se stejnym mnozstvim NaBPC157 (roztok 50 pg, 10 ug a 10 ng/ml) nebo referenc-
nich latek — cimetidin (10 mg, 100 mg, 500 mg/ml), ranitidin (2,5 mg, 25 mg, 250 mg/ml), famo-
tidin (10 mg, 50 mg, 100 mg/ml) a sukralfat (I mg, 5 mg, 10 mg/ml). Tampony se odstranily za
tfi a za sedm dni. Po jejich fixaci ve formalinu nasledovalo zpracovani pro histologické a histo-

35 chemické zhodnoceni a morfometrickou analyzu. PouZival se mikroskop DIAPLAN firmy Leitz,
pro morfometrickou analyzu se pouZil program ,,SFORM* vytvoteny firmou VAMS (Zahteb,
Chorvatsko).

Vysledky:
40
Jako cenné kvantitativni méfitko reakce hostitele na cizi t€leso (body) se b&Zzné pouziva hodno-
ceni nov€ vytvofeného granulacniho pletiva okolo implantovaného tamponu. Experimenty s kry-
sami usmrcenymi tfi dny po implantaci ukazaly toto: ve skuping& zvitat oSetfenych NaBPC157
bylo mozné pozorovat podstatné vice granulaniho pletiva nez v kontrolni skuping. Podobné
45 vysledky se pozorovaly u krys oSetfenych sukralfitem, a to u vSech pouZitych koncentraci.
Naproti tomu nebyl rozdil mezi kontrolnimi a pokusnymi hodnotami u viech tii skupin, kde se
aplikovaly H2-blokatory. U zvifat analyzovanych sedm dni po implantaci se od kontrolni skupi-
ny vyznamné liSily jednak ty, kde byly aplikovany viechny tfi koncentrace sukralfatu a pak ty,
kde se pouzila nejvyssi koncentrace NaBPC157 (50 pg). Kontrolni hodnoty u obou zkousenych
50  termint se vyznamné nelisily.

Uvnit nové vytvoreného granulaéniho pletiva se spoitaly endotelialni prostory. V porovnani
s kontrolnimi hodnotami (pocet nové vytvorenych endotelialnich prostord u kontrolni skupiny tfi
dny po implantaci byl 7,94+1,23 a sedm dni po implantaci 14,8+3,12) viechny pouzité substance
55 zplsobily vyznamné zvySeni hodnot u obou intervalii (tfeti a sedmy den). Kromé dikazu, ze
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rizné protiviedové latky maji stejné angiogenni vlastnosti, NaBPC157 také stimuluje (stejné jako
sukralfat) granulaci. NaBPC157 se tak miiZze pouzit pro vyvolani a podporu procesu hojeni zej-
ména poranéni a/nebo pfi léeni viedd.

Priklad 17: Zanét

Uvod:

modeld, které vérn¢ pfedstavuji akutni a/nebo chronické zanétlivé poruchy u lidi. Jako vazny
vedlejsi efekt téchto latek se ale objevuji vazné gastrointestinalni 1éze.

-----

15 karagninem, kyselinou octovou nebo MgSO, vyvolané krouceni v ((prostaglandin—dependentnich
nebo prostaglandin nedependentnich) testech bodnuti do ocasu) spole¢né s antipiretickym ¢in-
kem (pokles kvasinkami indukované horecky (4000 mg/kg s.c.)). Nasledovné byly soucasné sle-
dovany u krys jeho znamé prospésné uCinky na gastrointestinalni léze, jeho vliv na chronické

rrrrr

20 NSAIA indukovanych gastrointestinalnich 1ézi.
Material a metody:

U studii gastrointestinalnich 1ézi (indometacin (30 mg/kg s.c.), aspirin (400 mg/kg i.g.) a diklofe-
25 nak (125 mg/kg i.p.)) byl NaBPC157 (10 pg nebo 10 ng/kg i.p.) podavan pravidelné bud’ soudas-
né s a/nebo jednu hodinu pred podanim latky (indometacin). U studii adjuvan¢ni artritidy (aplika-
ce 0,2 ml Freundova adjuvans do ocasu) (14 dni, 30 dni, 1 rok) se NaBPC157 (10 pg nebo
10 ng/kg i.p.) podal pfi jedné aplikaci (bud’ 1 hodinu pied nebo po aplikaci Freundova adjuvans)
nebo v rezimu jedenkrat denné (0 az 14 den, 14 az 30 den a 14 den az 1 rok).
30
Vysledky:

Byl-li podavany spole¢né se zkoumanym NSAIA, omezil NaBPC157 pravidelné jinak vyznamné
Iéze v Zaludku u kontrolnich krys a také 1éze v tenkém stfevé u indometacinovych skupin. Pii
35 studiich artritidy vyvolané adjuvans byl vyvoj 1ézi znaéné omezen po jedné aplikaci NaBPC157 a

jesté vice omeze nu krys, kterym byl NaBPC157 podavan denné. Pfi terapii jiz vzniklé adjuvand-

NaBPC157 na integritu sliznice.

40
Je znamé, Ze se na zprostiedkovani adjuvanéni artritidy podili dva odli$né mechanismy — zanét a
opozdéna hypersenzitivita. NaBPC157 ma pozitivni vliv na oba dva. P¥i porovnani s referenénimi
standardy (napi. aspirin, indometacin) byl NaBPC157 (¢inny ve zna¢né nizSich davkach (ug a
ng/kg oproti mg/kg). Tato poc¢atecni ucinnost v prevenci adjuvandni artritidy je jesté vyraznéjsi

45 pri dennim podavani. Vy3si davka (10 pg/kg) byla G¢inna jak pfi jednordzovém tak p¥i dennim
podavani, zatimco nizs$i davky (10 ng/kg), které byly nei¢inné pti jednorazové aplikaci, se uka-
zaly jako GCinné pfi dennim podavani. Toto zji§téni (ve spojeni s terapeutickym G&inkem
NaBPC157 na pln€ rozvinutou artritidou) ukazuje na uzite¢nost aplikace béhem celého priibéhu
adjuvan¢ni artritidy. Zaznamenana G¢innost NaBPC157 na adjuvanéni artritidu (profylaktic-

50 ky/terapeuticky aCinek, rozvinutd/nerozvinuta adjuvanéni artritida) nebyla pozorovana u
v soucasnosti pouzivanych terapeutickych latek. Glukokortikoidy jsou u&inné pro prevenci adju-
van¢ni artritidy jenom jsou-li aplikované denné, ale ne pfi kratkodobém Ié¢eni. Imunosupresanty
(ve vysokych davkach) a nesteroidni analgetika jsou i&inné pouze pii predbézném podavani nebo
nasledném podavani.

55
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Je tedy zfejmé (na zaklade blizké pribuznosti mezi pouzitym modelem a odpovidajicimi lidskymi
poruchami), ze NaBPC157 se svym ochrannym u¢inkem na sliznice se miize pouzit pro pisobeni
pii situacich vztahujicich se k akutnimu zanétu a chronické artritidé. Navic se NaBPC157 mize
pouzit pro léceni potizi spojenych s zpozdénym typem hypersenzitivnich poruch a gastrointesti-

5 nalnimi lézemi indukovanymi v riznych castech gastrointestinalniho traktu, zejména takovych,
jaké indukuji ¢inidla jako naptiklad NSAIA.

Priklad 18: Efekt akceptoru volného radikalu
Material a metody:

Hodnotil se hepatoprotektivni u¢inek NaBPC157 v porovnani s referenénimi standardy, jako je
napfiklad bromokriptin, amantadin a somatostatin v rtiznych experimentalnich modelech posko-

15 zeni jater u krys: 24-hodinové podvazani Zlu¢ovodu a jaterni tepny, 48 hodinovy kontrolovany
stres a aplikace CCly (latka indukujici volné radikaly). NaBPC157 se aplikoval bud’ do zaludku
(intragastricky), nebo intraperitonealné.

Vysledky:

20
NaBPC157 vyznamné zabrafioval vyvoji nekrozy jater nebo tukovym zménam u krys, kterym byl
podvazan na 24 hodin Zlu¢ovod nebo jaterni tepna, nebo které se podrobily 48 hodinovému kont-
rolovanému stresu nebo aplikaci CCl, (1 ml/kg i.p., usmrceni po 48 hodinach). Ostatni referenéni
latky mély v téchto pokusech bud’to maly, nebo zadny protektivni (¢inek. Laboratorni testy bili-

25 rubinu ukazaly, ze se SGOT a SGPT pIné shodovaly smakro/mikroskopickymi nalezy.
NaBPC157 se tedy miize pouZit pro IéCeni jaternich onemocnéni. Kromé toho je reprodukovatel-
nym modelem pro studium dynamiky normalizace hematopoetickych elementii myelosuprese
zpusobena ozafenim. NaBPC157 vykazuje prospésné vlivy na poSkozeni kostni dfené indukova-
né subletalnim ozafenim. NaBPC157 se tak muize pouzit k 1é¢eni kostni dfen& poskozené radiaci.

30 Vzhledem k obecné znamému vlivu CCly na vznik volnych radikal@ a tvorbou 18zi, 1ze také oce-
kéavat piinosny efekt aplikace NaBPC157 na Iéze na organech vyvolané dal$imi volnymi radika-
ly, zvlasté ozafenim.

35 Priklad 19: Katecholaminergni systém
Uvod:

Neptimo pisobici sympatomimetické latky, jako amfetaminy, maji spoletné vlastnosti, mezi

40 které patii jak indukce zvySené produkce katecholaminu, tak inhibice nového pfijmu katechol-
aminu (pfedev§im dopaminu) v nervovych zakon&enich centralni nervové soustavy (CNS). Zda
se, Ze vysledkem aktivace dopaminergického systému v corpus striatum je stereotypni chovani.
Obecné se predpoklada, Ze zvysené Splhavé chovani vyvolané amfetaminem je disledkem zvyse-
né hladiny receptoru striatdlniho dopaminu po aplikaci haloperidolu, ktery je antagonistou dopa-

45 minu. To nasledné vyvolava zvysenou citlivost na amfetamin. Aplikace NaBPC157 neovliviiuje
z4kladni chovani ani nevyvolava stereotypy.

Material a metody:

50 Studoval se vliv NaBPC157 na doplitkové piisobeni dopaminu na amfetaminové (10 mg/kg) ste-
reotypy a drazdivost. NaBPC157 se aplikoval bud’ v ramcei spole&ného profylaktického osetient,
nebo v prospésném terapeutickém rezimu (10 pg nebo 10 ng/kg i.p.). Stereotypni chovani a draz-
divost byly vyvolavany u krys.
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Vysledky:

Pravidelné se zaznamenalo zmirnéni a zména (aplikace pfi maximalnim amfetaminovém rozruse-
ni) stereotypniho chovani a zvySené drazdivosti (napt. nahlé silné zaskuby, panické vyskakovani
5 autek).

Pozornost se dale zaméfila na sledovani G¢inki NaBPC157 na zvy$ené $plhavé chovani mysi.
Mysi byly predem osetieny, antagonistou dopaminu, haloperidolem (5,0 mg/kg i.p.) a nasledné se
aplikoval amfetamin (20 mg/kg i.p. 1, 2, 4 a 10 dni po aplikaci haloperidolu), coZ je bézny postup
10 pfi studiu stimulaniho G¢inku amfetaminu na supersenzitivitu v chovani. Pokud by se tedy uka-
zalo, Ze potlaceni amfetaminového stereotypniho chovani je zpiisobeno antagonni aktivitou (pti-
mou nebo nepfimou) testovaného NaBPC157 na dopamin, bylo by mozné ocekavat, Ze haloperi-
dol vyvola zvySené amfetaminové $plhani. Kdyz vsak byl NaBPC157 podan spole¢né s halo-
peridolem, bylo zaznamenano téméf Uplné potladeni. Uvedené vysledky dokazuji interakci
15 NaBPCI157 s dopaminovym systémem. Navic interakce NaBPC157 s centralnim dopaminovym
systémem se prokazala i u dalSich experimentalnich modelt (napf. pfi ochrané proti stresovym
viedim). Interakce s dopaminovym systémem byla zjisténa jiz dfive u mnoha znamych peptidd
(neurotensin, CCK, atd.). Aplikace NaBPC157 také rusi zmény v chovani vyvolaném LSD (napf.
0,3 mg/kg i.p.). NaBPC157 ma schopnost vyvolavat zmény dopaminového systému. V podmin-
20 kach zvySeného uvoliiovani a syntetizovani dopaminu indukovaném amfetaminem, by
NaBPC157 mohl jak pfedchazet, tak branit naslednému rozru$eni zménam chovani (nap¥. stereo-
typnimu chovani). NaBPC157 by také mohl vyrazné oslabit nasledky blokace receptori dopami-
nu haloperidolem. To sveéd¢i o tom, ze G¢inek NaBPC157 zahrnuje také nahrazeni jinak zcela
nedostate¢ného dopaminového systému. Tim je zabranéno nasledné supersenzitivité dopa-
25 minovych receptorl a zvy§enému amfetaminovému rozruseni.

NaBPC157 je tedy uZiteCny prostiedek pro 1é¢eni schizofrenie, vlivu amfetaminu (schizofrennich
forem psychézy) a zneuzivani drog.

30
Priklad 20: Stres

Uvod:

35 Stres je definovan jako nespecificky jev, ktery vede k poskozeni riznych organii. Stresova reakce
Je definovéna jako odezva namifena proti riznym poskozujicim vlivim. Jednim z nejéastéji pou-
zivanych zvifecich stresovych modeli je stres zptisobeny omezenim vedouci k zavaznym streso-
vym gastritickym 1ézim u krys. Poskozeny mohou byt i dalsi organy.

40 Material, metody a vysledky:

Pokud byl NaBPC157 aplikovan v davce 10 pg nebo 10 ng/kg tél.hm., i.p. nebo i.g. 1 hodinu
pfed vyvolanim stresu, branil NaBPC157 vyrazné jinak nevyhnutelné tvorbé tézkych gastritic-
kych lézi. Byla-li doba mezi aplikaci latky snizujici stres a indukci stresu (déle jen ,,perioda®)
45 prodlouzena, byly standardné pouzivané protiviedové latky prakticky netiginné, narozdil od jas-
ného pozitivniho G¢inku testovaného NaBPC157. NaBPC157 si zachoval tuto 1édebnou aktivitu i
pfi extrémné prodlouzené period® na 48 hodin. Ochranny ¢inek NaBPC157 zahrnoval zeslabeni
[ézi, které se jinak pravidelné objevuji na dalSich organech (napf. jatrech, nadledvinkéch, ledvi-
néch, varlatech, srdci, slinivce, slezing). Protoze i dal$i obecn& znamé stresové parametry jsou
50 méné naruseny (tj. thymolymfatickd involuce a kortikalni hypertrofie nadledvinek), je zjevné, Ze
NaBPC157 by mohl byt aplikovan pii riznych stresovych podminkéch. NaBPC157 ma pozitivni
Iécivy ucinek na léze objevujici se na riznych orgénech souvisejicich s nespecifickou stresovou
patologii. Vzhledem k podobnym fetézovym udalostem u lidi jako u pouZitého modelu, je efekt
jesté mnohem vyraznéjsi, protoze NaBPC157 ma léebny alinek dokonce je-li aplikovan pii
55 pokrocil€ stresové patologii (napi. 24 hodin po indukci stresu).
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Priklad 21: Ukazka cytoprotektivniho Gi¢inku
Uvod:

5 Cytoprotekce byla piivodné definovana jako schopnost chranit bunky pied riznymi $kodlivymi
latkami, tento efekt nezavisly na zalude¢ni kyseliné byl zjistén u Zaludeéni sliznice. Pozdgji byla
tato definice rozsifena o ochranny uéinek mimo gastrointestinalni trakt zahrnujici 1éze na rznych
organech (cytoprotekce—organoprotekce). Pro hodnoceni pozitivniho cytoprotektivniho uéinku
NaBPC157 byl zvolen pivodni Robertsiiv model pouzivany pfi testovani cytoprotektivnich latek

10 na gastritickych lézich vyvolanych etanolem.

Material, metody a vysledky:

NaBPC157 (10 pg nebo 10 ng/kg i.p.) mél profylakticky uéinek (pokud byl aplikovan 1 hodinu
15 pred nebo soucasné s 96 % etanolem (1 ml/krysa i.g.) a 1é&ebny efekt (byl-li aplikovan 1 hodinu
po aplikaci etanolu v dobé maximalni tvorby 1ézi).

Aby bylo vytvoreno prostiedi prosté kyselin pro cytoprotektivni studie, byla provedena celkova
gastrektomie 24 hodin pred indukci viedi. Skodlivé G&inky cysteaminu (400 mg/kg s.c., usmrce-
20 ni po 24 hodinach), ktery je dosud povazovan za kysely duodenalni ulcerogen, a cytoprotektivni
acinek NaBPC157 (10 pg nebo 10 ng/kg i.p.) a dalsich referenénich cytoprotektivnich latek (citi-
medin (50), ranitidin (10), omeprazol (10), bromocriptin (10) a atropin (10) (hodnoty uvadéji
mg/kg i.p., | hodinu pfed cysteaminem), byly hodnoceny za nepfitomnosti Zaludku a Zalude&nich
kyselin. U neoSetfenych krys s intaktnim Zaludkem mély viechny pouzité latky pfinosny efekt. U
25 zvifat s odstranénym Zaludkem aplikace sledovanych latek (napf¥. NaBPC157 nebo referenéni
latky pouzité pfed aplikaci cysteaminu) vyznamné branily vyvoji jinak t&zkych duodendlnich
lézi, které byly zaznamendny u kontrolnich cysteaminovych krys s odstranénym zaludkem. U
skupin, kterym nebyl podan cysteamin, nebyl vyskyt 1ézi zjistén (laparotomie a gasteroktomie
pouze 24 hodin nebo 48 hodin po chirurgickém zakroku), ani nebyl zjistén sklon k tvorbé 1ézi u
30 laparotomickych zvifat, kterym byl cysteamin aplikovan. Tyto vysledky (stejné poskozeni cyste-
aminem, stejny ochranny ucinek NaBPC157 a referen¢nich latek u krys po gastrektomii s intakt-
nim Zaludkem a bez zaludku, po$kozujici nebo ochranny uéinek nezavisi na sekreci zaludeénich
kyselin) svéd¢i o cytoprotektivnim a¢inku. Lze pfedpokladat analogii (1éze nesouvisejici se
zaludeCni kyselinou) mezi gastritickymi (napf. etanol) a cysteaminovymi duodendlnimi poskoze-
35 nimi. Vysoka ,.cytoprotektivni kapacita, zjevné nezavisla na kyseling, byla spole&na pro viechny
testované latky, ale nejmarkantnéji se projevila u NaBPC157.

ProtoZe se u¢inek NaBPC157 projevil uz pfi mnohem nizsich davkach nez u ostatnich latek
(napf. pg nebo ng/kg vs. mg/kg), jeho ucinnost (a terapeutické pouziti) mize byt rozsifeno i na

40 léze na dalSich organech. Uginnost jinych latek v jinych organech je zpilisobena taktéz jejich
cytoprotektivnim aCinkem (napf. somatostatin: 1éze na nadledvinkach, slinivce, jatrech, plicich a
gastrointestinalnim traktu).

45 Ptiklad 22: Ukdazka organoprotektivniho uginku
Uvod:

Pro rozsifeni ,,cytoprotektivniho® i¢inku na Géinek ,,organoprotektivni* je obecné akceptovano

50 hodnoceni ochrany endotelu. Jasnym indikdtorem poskozeni zalude¢ni sliznice zptisobeného
etanolem u krys je studium pomoci Monastral Blue. Toto poskozeni je dobfe rozpoznatelné diky
schopnosti Monastral Blue vazat se na poskozeny endotel.
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Material a metody:

VSem krysam byl podan Monastral Blue (MB) (Sigma Company, USA) (1,0 ml/kg tél.hm., i.v.) 3
minuty pfed etanolem a zvifata byla usmrcena 1 min po podani etanolu. 1 hodinu pred aplikaci
5 etanolu byl zvifatim poddn NaBPC157 (10 pg/kg i.p.) nebo fyziologicky roztok (5,0 ml/kg i.p.).
Ihned po usmrceni byl Zaludek vyjmut a tvorba 1ézi hodnocena nezavislym pozorovatelem, jak jiz
bylo dfive popsano. Reprezentativni ¢asti Zaludku a dvanacterniku byly pfipraveny pro dal3i his-
tologickou analyzu. Vaskularni poranéni v ¢asném obdobi (1 minutu po aplikaci etanolu) bylo
stanoveno pomoci Monastral Blue. Plocha obarvené sliznice byla zjisténa pomoci TEM.
10
Vysledky:

U skupin oSetfenych NaBPC157 byla shodné zaznamenana silna redukce MB—obarveni. Navic
pfi aplikaci NaBPC157 nebyly zaznamenany zadné negativni uginky, zadny vliv na rdzné
15 zakladni parametry ani toxicita, a to ani pfi vysokych davkach (napf. g/kg tél. hm., i.p.).

Vzhledem k velkému rozsiteni endotelovych vaskularnich tkani v téle a zdsadnimu vyznamu
ochrany endotelu pfi organoprotekci, miize byt NaBPC157 pouzit jako organoprotektivni latka u
riznych orgdnovych lézi.

20

Priklad 23: Akutni pankreatitida

Material a metody:

25
NaBPC157 byl testovan na krysach jako ochranna nebo terapeuticka latka p¥i akutni pankreatiti-
d¢ (vyvolané podvazanim zlu¢ovodu). Ve stejnou dobu byl sledovan efekt NaBPC157 na vznik
privodnich zaludecnich a dvanacternikovych 1ézi.

30 NaBPCI57 (10 ug nebo 10 ng/kg b.w., i.p., i.g.) byl podavan profylakticky 1 hodinu pted podva-
zanim, zatimco terapie byla provadéna denni aplikaci 1 den po podvazani (posledni aplikace
24 hodin pted usmrcenim). Uginek byl hodnocen v dennich intervalech az do konce patého dne
po podvazani.

35 Vysledky:

PFi pfedbézném oSetteni bylo docileno silné ochrany pankreatu. Zjevny 1é&ebny efekt byl opako-
van€ zaznamenan, byla-li latka aplikovana jiz v dobg silné rozvinuté pankreatitidy. U krys oSet-
fenych NaBPC157 se hodnotil vznik nekrézy, otoku, neutrofild a monocytii. Bylo zjisténo zjevné

40 méné nekrdzy, otoku a neutrofilii, ale vice monocytd. Pfi hodnoceni obsahu amylas v séru byl
zjiStén jejich vyrazné nizsi narast (pfi pfedb&zné aplikaci NaBPC157) v porovnani s kontrolou
nebo pokles pivodné€ zvySenych hodnot (pii terapii pomoci NaBPC157). Souéasné s piiznivym
piisobenim na pankreatitidu, byl u krys s podvazanym Zlu¢ovodem zaznamenam pozitivni vliv
NaBPC157 na priibéh tvorby Zalude¢nich a dvanacternikovych l€ézi, jak pfi predbézné tak pfi

45 nasledné aplikaci latky. Celkové vzato miize byt NaBPC157 pouzit pro ofetfeni akutni pankrea-
titidy se sou€asnym pozitivnim u€inkem na gastroduodendlni patologii.

Ptiklad 24: Uginek na kardiotoxicitu
50
Material a metody:

Experimenty byly provadény na krysach Albino Wistar a mordatech Hartley. Kardiotoxicita byla

vyvolana pomoci roztoku chloridu barnatého (10 mg/kg tél. hm.), desipraminu (10 mg/kg), digi-
55 talis (celkova davka 6,5 mg/kg) a isoprenalinu (15 mg/kg) aplikovaného kanylou do kréni zily.
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Navic byla u zvifat indukovana kardiomyopatie podanim doxorubicinu v nékolika davkéach
(3 mg/kg, i.v., jednou tydné po dobu 13 tydni) a jednorazové (7 mg/kg). Kardiotoxicita byla také
vyvolana imobilizaénim stresem jako nefarmakologické poskozeni myokardu. NaBPC157 byl
aplikovan, jak je niZe popséno:

1. Chlorid barnaty

a) predbézné osetteni (1 hodinu pfedem): NaBPC157 50 pg/kg, 10 ug/kg a 10 ng/kg, intra-
peritonedlng;

b) nasledné osetieni (po 60 sekundach): NaBPC157 10 pg/kg a 10 ng/kg, intravendzne;
Desipramin: NaBPC157 50 pg/kg a 50 ng/kg, intraperitonealné 1 hodinu predem;
Digitalis: NaBPC157 50 pg/kg a 50 ng/kg, intravenozné v intervalech 15 minut;
Isoprenalin: NaBPC157 50 ng/kg a 50 ng/kg intraven6zné 15 minut predem;

Imobiliza¢ni stres: NaBPC157 10 pg/kg a 10 ng/kg, intraperitonealné, jednu hodinu pred a
bezprosttedné po spoutani a po 24 a 48 hodinach imobilizace;

15 6. (a) chronicka doxorubicinova toxicita: NaBPC157 10 pg/kg a 10 ng/kg, intraperitonealné
soucasné s doxorubicinem,;

(b) akutni doxorubicinova toxicita: NaBPC157 10 ug/kg a 10 ng/kg, intraperitonealné,
1 hodinu pied doxorubicinem.

20 Pfi sledovani arytmie byl u zvifat pod anestézii priibézn€ zaznamenavan elektrokardiogram. Kaz-
dych 15 sekund nebo pfi poruchach rytmu, byly provadény rozsahlé zaznamy pii 50 mm/s nebo
100 mm/s. U dal$ich modeli byl zaznamenavan elektrokardiogram jednorazové nebo opakované
se zvifaty pod kratkodobou anestézii pti rychlosti posunu papiru 50 mm/s. Toxicita doxorubicinu
byla hodnocena u srdce a dalSich organd makroskopickym a mikroskopickym pozorovanim a
25 biochemickymi metodami. Podobny postup byl pouzit pti hodnoceni imobilizaénich testa.

Vysledky:

V modelovych studiich sledujicich vliv NaBPC157 na arytmie vyvolané chloridem barnatym, byl

30 zaznamenan protiarytmicky efekt latky. Byl-li NaBPC157 aplikovan pfedem, zpomaloval a branil
vzniku arytmii a také snizoval nebo brénil vzniku ischemie. V experimentech, ve kterych byl
NaBPC157 aplikovan az po indukci, zpiisoboval NaBPC157 rychly navrat k sinusovému rytmu a
branil vzniku arytmie.

35 NaBPC157 aplné zabranil poklesu tepové frekvence a porucham vodivosti indukovanych desi-
praminem (PQ prodlouzeni a QRS rozsifeni). NaBPC157 také branil ventrikularni tachykardii
souvisejici s proarytmickym G¢inkem desipraminu a t&€Zkou atrioventrikularni blokaci. Tento 0gi-
nek zavisi na pouzité davce.

40 NaBPC157 ma navic selektivni i¢inek u kardiotoxicity indukované digitalis. NaBPC157 pozi-
tivné pihsobil pfi nahlé zméné tepové frekvence a poruchach rytmu (ventrikularni extrasystola,
ventrikularni tachykardie a atrioventrikularni blokace) tim, Ze témto projeviim predchazel nebo je
oslaboval. Vliv NaBPC157 v ng davkach na zpomaleni vodivosti vyvolané toxickymi davkami
digitalis, nebyl vyznamny. Uginek byl vice patrny pti mikrogramovych davkach NaBPC157.

45
NaBPC157 jasné branil vzniku ischemie a infarktu myokardu. Uginek byl vice patrny pfi mikro-
gramovych davkéach. Jednorazova intraperitonealni aplikace NaBPC157 formou predbézného
oSetfeni zamezovala vzniku elektrokardiograficky prokazatelné ischémie a histologickému pos-
kozeni myokardu v imobiliza¢nich testech. Ischémii mirnili i nasledné podani NaBPC157 pii

50 zjevnych elektrokardiografickych zménach. Mikrogramové davky NaBPC157 zvySovaly napéti
QRS komplexu, a to zvIasté byly-li podany piedem.
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Aplikace NaBPC157 vede k vyznamnému snizeni patomorfologického nalezu pii kardiomyopatii
(t€zké poskozeni myocytl a cévnich stén, a vakuolizace) vyvolané antracyklinem p#i jednorazové
a, ve v&tsim rozsahu, opakované, aplikaci doxorubicinu. Aktivita LDH je vyznamné sniZena,
piestoze jsou vyrazné€ zvysSeny absolutni hodnoty.

Uvedené vysledky indikuji, Ze NaBPC157 je prospé&Snou antiarytmickou, antianginalni a kardio-
protektivni latkou.

10 Priklad 25: Antidepresivni aktivita
Material a metody:

Rizné antidepresivni latky maji také antiulcerozni aktivitu a modely, béZné pouZzivané pii vyz-
15 kumu viedl a depresi, jsou do zna¢né miry shodné. Moznost u€¢inného ovlivnéni depresivniho

poskozeni primarné antiulcerézni latkou s cyto—/organo—protektivnim Gc¢inkem jako je

NaBPC157 byla sledovana u dvou zplisobt indukce depresi: test nuceného plavani (postup podle

Porsolta) a metoda chronického nepfedvidatelného stresu (po péti dnech neptedvidatelného stresu

podle protokolu, jednordzovéa denni aplikace latky béhem stresovaciho postupu a vyhodnoceni
20 pomoci imobilizacniho testu v otevieném poli ¢tvrty a Sesty den medikace).

Vysledky:

V testu nuceného plavani byla doba imobilizace krys oSetfenych NaBPC157 (10 pug, 10 ng,

25 10 pg/kg, i.p.) srovnatelna s aktivitou zvifat oSetfenych 15 mg nebo 40 mg (i.p.) konvenénich
antidepresiv, imipraminem nebo nialamidem. Po dal$im ztiZzeni experimentalnich podminek pfi
testu chronického nepredvidatelného stresu nebyl imipramin G¢inny, zatimco NaBPC157 (10 pg,
10 ng) zlepSoval mobilitu chronicky stresovanych krys v zavislosti na vy$i podané davky.

30
Pfiklad 26: Model Parkinsonovy choroby

Material a metody:

35 Vexperimentu byly aplikovany latky vyvolavajici Parkinsonovu chorobu, 1-methyl-4—fenyl-
1,2,3,6—tetrahydropyridin (MPTP) (znamy destrukci dopamin nigrostriatalniho systému produkci
volnych radikald) (30,0 mg/kg tél. hm., i.p. jednou denné po dobu Sesti dnii a déle &tyfi dny
Jjedenkrat 50,0 mg/kg tél. hm., i.p.) nebo reserpin (latka vycerpavajici katecholaminové vezikula)
(5,0 mg/kg t€l. hm., i.p.). NaBPC157 (1,50 pg nebo 15 ng/kg tél. hm., i.p.) byl aplikovan

40 15 minut pied nebo 15 minut po podani MPTP. V pokusech s reserpinem byl NaBPC157 (10 pg
nebo 10 ng/kg t€l. hm., i.p.) podan 15 minut pfed reserpinem nebo, v pfipadé jiz vzniklé apiné
katalepsie, 24 hodin poté.

Vysledky:

45
NaBPC157 vyrazné zlepSoval naru$enou somatosenzorickou orientaci vyvolanou pomoci MPTP
a snizoval hyperaktivitu indukovanou MPTP. Dale také NaBPC157 snizoval motorické abnor-
mality (tfes, akinezii, katalepsii, které byly jinak zcela napadné u kontrol oSetfenych pouze fyzio-
logickym roztokem), které téméf zcela odstranil, zatimco u kontrol mélo o3etfeni MPTP letalni

5o pribéh. V experimentech s reserpinem branil NaBPC157 silné rozvoji jinak velmi vyraznych
projevi katalepsie. Pokud byl NaBPC157 aplikovan 24 hodin poté, zvratil pribéh jiz vzniklé
katalepsie. Kromé téchto hlavnich u¢inkdt NaBPC157, bylo také zaznamenano sniZeni reserpino-
veé hypotermie (pfi pfedb&Zném oSetieni NaBPC157) a zabranéni dal§imu teplotnimu poklesu (pii
nasledné aplikaci NaBPC157).

55
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Je zndmo, Ze oba vySe zminéné bézné pouzivané zvifeci modely odpovidaji lidskym porucham a
jejich léCeni. NaBPC157 prokazal vysokou tcinnost byl-li aplikovan jak pfedbézné tak nasledné
v ug a ng davkach, a proto se zda byt vhodnou latkou pro 1é¢eni Parkinsonovy choroby a dalSich
patologii podobnych Parkinsonové chorob&. Navic, pozorovany Gi¢inek na reserpinovou hypo-

5 termii opraviiuje k zavéru, ze NaBPC157 je vhodnou latkou pro 1é¢eni poruch teploty.

Ptiklad 27: Pisobeni na hojeni kostnich defektt
10 Material a metody:

Osteogenni pusobeni kostni dfené a TRIS-BPC157 na hojeni segmentainich kostnich naruseni,
byl sledovan u 42 kraliki po dobu Sesti tydnii po operaci. Po poranéni (byl vytvofen 0,8 cm
osteoperiostealni defekt uprostfed obou radii) byl experiment s pouzitim kostni dien¢ a TRIS-

15 BPCI157 (6 kralikii v kazdé skupiné€) proveden nasledujicim zplisobem: jako kontrola byla pou-
Zita zvitata oSetfena pouze fyziologickym roztokem (2 ml intramuskularné a 2 ml lokalné do
kazdého kostniho defektu) (skupina 1). U druhé a tieti skupiny byl kazdy kostni defekt osetfen
lokalné bud’ 2 ml vlastni kostni diené (7. den po operaci), nebo TRIS-BPC157 (10 pug/kg tél.
hm., 7. a 14. den po operaci). U &tvrté, paté a Sesté skupiny byl TRIS-BPC157 aplikovén intra-

20 muskularné (i.m.) bud’ 7., 9., 14. a 16. den po operaci (10 pg/kg tél. hm.), nebo jednou denné 7.
az 21. den po operaci (10 pug nebo 10 ng/kg t€l. hm.). Jako standardni oetieni bylo v sedmé sku-
piné pouzito vyplnéni kostniho defektu autolognim kortikalnim transplantatem ihned po jeho
vzniku.

25 Vsechna experimentalni zvifata byla usmrcena Sesty tyden po operaci. Hojeni segmentalnich
kostnich defektii bylo hodnoceno dvakrat tydné radiograficky a histologickymi zkouskami.

Vysledky:

30  Paralelni porovnavani radiografi provedenych ve &tyfech ¢asovych obdobich (povrch kalusu,
mikrofotodensitometrie kostniho defektu) a kvantitativni histomorfometrie ukazaly, Ze kostni
dreri injikovana do kostniho defektu a intramuskularni aplikace TRIS-BPC157 (zvlasté p¥i denni
davce 10 pg/kg tél. hm. v pribé¢hu 14 dni) vyznamné zvy$ovala hojeni kosti (p<0,001). Tento
ticinek se shodoval s efektem autologniho kortikalniho transplantatu.

35
Z klinického hlediska je zdvazné, ze kostni dfei a TRIS-BPC157 (zvlasté pfi denni davce
10 pg/kg tél. hm. v prib&hu 14 dni) vyvolavaly hojeni kostnich defekt. Vzhledem k jednoduché
aplikaci a nizkému riziku komplikaci je lokalng aplikovana autologni kostni dfef a zvIasté intra-
muskularné podanéa osteogenni latka, jako napf. TRIS-BPC157, mnohem vyhodné&jsi, nez jiné

40 komplexnéjsi chirurgické metody (napi. kostni transplantaty, vaskularizované kostni transplan-
taty, llizarova metoda) pouzivané k oSetieni takovych poskozeni u lidi.

Ptiklad 28: Pdsobeni na hojeni zranéni
45
Material a metody:

NaBPC157 byl pouZit pro hodnoceni jeho vlivu na riizné prvky procesu hojeni. Za prvky dilezité
v procesu hojeni jsou vznik granulovanych tkani, angiogeneze a produkce kolagenu. Pdsobeni

50 NaBPCI57 na vznik granulované tkang, tvorba kolagenu a angiogeneze, stejné jako sila v tahu,
byl testovan u tfi krysich modeli: 1) koZni fezna poranéni, 2) anastomdza traéniku a 3) esofago—
duodenélni anastoméza. Ve vzorcich byl histologicky testovan kolagen, reticulin a krevni vlaseé-
nice pomoci po¢itani a morfometrickymi metodami.
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Vysledky:

Ve vsech experimentech byl zjistén vyznamny rozdil mezi krysami oSetfenymi NaBPC157 a kon-
trolami. Experimenty ukazuji velmi ptinosny u¢inek NaBPC157 v procesu hojeni. Tohoto ti¢inku

5 bylo docileno pti riznych zpiisobech aplikace, véetné aplikace ingastrické a lokélni. U krys oSet-
fenych NaBPC157 byla také zjiSténa vétsi sila v tahu.

Vzhledem k blizké ptibuznosti zvifeciho modelu s odpovidajicimi poskozenimi u ¢lovéka a vyso-
kému stupni podobnosti hojivého procesu u krys a u lidi, mize byt NaBPC157 pouzit pii hojeni
10 poranéni u lidi.

Ptiklad 29: Pisobeni na respiracni poskozeni
15 Material a metody:

V experimentech byla pouzita morcata (Hartley, obou pohlavi, 500-700 g tél. hm.), u kterych
byla provadéna pletizmografie celého téla pfi anestezii urethanem (1,5 g/kg i.p.), fizeném dycha-
ni pod konstantnim tlakem (0,98 kPa) a pfi uvolnéni kosterni muskulatury suxamethoniem

20 (0,2 mg/kg i.v.). Celkovy objem vdechnutého vzduchu (mm, primér = SD) byl stanoven pied a
po aplikaci spasmogennich latek (histaminu, serotoninu, acetylcholinu, bradykininu, i.v.) nebo
NaBPC157 (10 minut pted opakovanou aplikaci spasmogenu, i.v.).

Vysledky:

25
NaBPC157 inhiboval pokles objemu vdechnutého vzduchu vyvolany serotoninem, histaminem,
acetylcholinem, a bradykininem (10 pg/kg tél. hm., i.v. nebo 10 ng/kg tél. hm., i.v.).

Na zéakladé zjisténého 1é¢ivého ucinku NaBPC157 na bronchokonstrikci indukovanou spasmo-

30 gennimi latkami a zndmé podobnosti mezi pouzitym modelem a témito stavy u cloveka, je mozné
usoudit, ze aplikace NaBPC157 bude uspésna pii 1é¢eni riznych poskozeni souvisejicich s bron-
chokonstrikei a poskozenimi dychaciho traktu.

35 Priklad 30: Vliv na syndrom plicni hypertenze

Material a metody:

Soucasné pokusy popisuji pusobeni agonistli a antagonistd oxidu dusnatého (NO) a pisobeni
40  NaBPC157 na rozvoj syndromu plicni hypertenze a vznik tkanovych 1ézi u kutat. Byly provede-
ny experimenty sledujici akutni toxicitu. V t&chto pokusech bylo jednorazovou aplikaci podano:
fyziologicky roztok (1 ml/kg, i.p.), NaBPC157 (10 pg/kg t€l. hm.), L-NAME (NE - antagonis-
ticka / v davkach 50, 100, 150 mg/kg tél. hm.) a L—arginin (NE — agonisticka / 100 mg/kg t&l.
hm./ s jejich kombinaci (L-NAME + NaBPC157, L-NAME + L-arginin)). Byl proveden histo-
45 patologicky rozbor sleziny, srdce, jater a ledvin a hematologicka analyza. Dale byly provedeny
experimenty sledujici chronickou toxicitu. Zvitata byla oSetfena denné po dobu péti tydnit pomo-
ci L-NAME (10 mg/kg t¢l. hm.), L-argininem (100 mg/kg t&€l. hm.), NaBPC157 (10 pg/kg tél.
hm.) a jejich kombinaci (L-NAME + NaBPC157, L-NAME + L-arginin) intraperitone4lng.
7 kazdé skupiny, véetné kontrol (fyziologicky roztok 1 ml i.p.), bylo kazdy tyden usmrceno sedm
50  zvitat.

Vysledky:

Aplikace L-NAME vyvolala u oSetienych kufat PHS. Tomuto efektu bylo zabranéno pii soudas-
55 né aplikaci L-argininu a NaBPC157. Pii histopatologickém vysetieni jak akutni tak chronické
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toxicity bylo zjisténo, ze L-NAME puisobil tézké poskozeni tkani (nekrozy srdeénich a jaternich
bunék, nekrézy lymfatickych bunék sleziny) zatimco L-arginin vyvolaval pfevazné kongesce,
otoky a hemoragii ve viech organech. Hematologicka analyza prokézala vyznamné snizeni
mnozstvi hemoglobinu a poctu leukocyti ve skupinach kufat oSetienych L-NAME. Uginky L—

5 NAME byly Gspésné inhibovany aplikaci L-argininu a NaBPC157. NaBPC157 nevyvolaval zad-
na poSkozeni tkani ani organd.

Vezmeme-li v ivahu podobnost vyse pouzitého zvifeciho modelu s obdobnymi poskozenimi u
Clov€ka, mize byt NaBPC157 pouzit pii léCeni syndromu plicni hypertenze. Navic je ziejmé, Ze
10 jej lze s vyhodou pouzit v komerénich chovech.

Ptiklad 31: Experimentalni hypertenze
15 Material, metody a vysledky:

U hypertonickych (Goldblattova hypertenze) zvifat se dvéma ledvinami (2K1C) nebo jednou
ledvinou (1K1C), snizoval NaBPC157 rychle krevni tlak (napf. 5 nebo 10 minut po injekci).
Tento a¢inek trval 20 minut u 1K1C krys nebo 12 hodin u zvifat 2K1C. Tento G&inek byl opako-

20 vané zjistén po druhé nebo tieti aplikaci po 24 az 48 hodinach. Podobné také u krys krmenych
delsi dobu stravou s vysokym obsahem fruktézy (80 %) nebo soli (15 %), NaBPC157 vyrazné
snizoval krevni tlak na normalni hodnotu. Tento terapeuticky uginek je dlouhodoby a nevytvotila
se k nému tolerance ani po Sestimési¢nim uZzivani. Nebyl zaznamenan zadny vliv NaBPC157 na
hodnotu bazalniho krevniho tlaku.

25
Kromé snizeni jinak zvySeného krevniho tlaku, NaBPC157 vyrazné zeslaboval nebo dokonce
odstranil léze a poskozeni, které se za normalnich podminek objevuji na riznych organech, jako
byly (po tfitydennim krmeni zvifat stravou se zvySenym obsahem soli): velmi t&zk4 hyalinni
degenerace s vyraznymi parenchymovymi hemoragiemi, degenerace stén artérii, vakuolizace

30 srdeCnich bunck, t€7ké kongesce (zvlasté medularni) v nadledvinkach, t€Zké kongesce, paren-
chymatické hemoragie s hematurii v ledvinach a hemosiderdza a erytrocytofagie ve slezing. U
krys oSetfenych NaBPC157 byly cévy mnohem méné poskozeny a také byla zji§téna mensi
vakuolizace stén a neptitomnost hemoragii. Navic byla také u krys oSetfenych NaBPC157 jasné
potvrzena ochrana proti poskozeni fundu.

35
Pfi pouziti riznych modeld hypertenze u zvifat byly v pfipadé NaBPC157 (v davce 10 pg nebo
10 ng/kg t€l. hm., i.v., i.p. nebo i.g.) dosazeny shodné vysledky v riiznych rezimech.

Vezmeme-li v iivahu podobnost vyse pouzitého zvifeciho modelu s obdobnymi poskozenimi u
40 Cloveka, mize byt NaBPC157 pouzit pti 1é€eni hypertenze a riiznych poskozeni organii zpiisobe-
nych hypertenzi.

Priklad 32: Vliv na délku krvaceni

45
Material a metody:
Byl hodnocen efekt 2-AMP-BPC157 na délku krvaceni u mysi a krys (s nebo bez predb&zného
oSetfenim heparinem) v souvislosti s jeho in vitro aktivitou na parametry krevni sraZlivosti lidské
50  krve.

Vysledky:

V zékladnich podminkdch (2-AMP-BPC157, 10 pg, 10 ng, 10 pg, 1 pg, 10 fg/kg tél. hm., i.p.
55 souCasné s ustiizenim ocasu) byla jasné prokazana redukce délky krvaceni u mysi a krys a jeji
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uroven zavisela na pouzité davce latky. V experimentech, ve kterych byl pouZzit heparin
(1000 1U/kg i.p.) (2 hodiny pfed zaCatkem krvaceni) k predbéZnému oSetieni, bylo pravidelné
zjistovano vyrazné snizeni doby krvaceni u zvifat, jimz byl podan 2-AMP-BPC157 (10 pg nebo
10 ng/kg t€l. hm., i.p.). V in vitro experimentech s lidskou krvi nebyl zaznamenan zadny vliv

5 latky 2-AMP-BPC157 v koncentraci 10 pg/ml, inkubace 1 hodinu) na parametry krevni srazli-
vosti. Lze tudiZ oCekavat piisobeni na vrstvu endotelu.

Vezmeme-li v ivahu blizkou podobnost mechanizmi krvaceni u lidi a zvifat a obecné uznavany
vyznam modeld pouzitych pro testovani latky, miZze byt 2-AMP-BPC157 pouZit k oSetfeni
10 poruch koagulace (napf. heparinizace).

Ptiklad 33: Puasobeni na experimentalni diabetes
15 Material, metody a vysledky:

Experimenty na krysach prokéazaly, Ze intraperitonedlné podany NaBPC157 (i.e. 10 ng/kg tél.
hm.) brénil rozvoji diabetu indukovaného alloxanem nebo streptozotocinem. V prib&hu &trnacti
dni byla zjiSténa sniZzena glykosurie a méné ostrivkovych lézi. V nasich pfedbéznych pokusech
20 jsme zjistili, Ze byl NaBPC157 uéinny i v pfipadé, byl-li aplikovan v dobé jiz vzniklych &trnacti-
dennich lézi vyvolanych alloxanem. V dalSich experimentech bylo studium antidiabetického
Gc¢inku NaBPC157 zméfeno na aktivitu latky pfi intragastrické aplikaci. NaBPC157 (v davkach
10 pg a 10 ng/kg tél. hm.) byl kombinovan s aplikaci alloxanu v davce 300 mg/kg s.c. nebo
200 mg/kg tél. hm., s.c., pedem (24 hodin nebo 1 hodinu pfed alloxanem, soucasné nebo po
25 (48 hodin po aplikaci alloxanu). NaBPC157 obecné snizoval zvySeny obsah glukozy v séru a
vyznamn€ zvySoval pfeZivani zvifat oSetfenych alloxanem (tento efekt byl zvIast’ patrny pfi vys-
Sich davkach alloxanu). Je zajimavé, ze kromé& zvy$ené hladiny glukozy v séru u zvifat, kterym
byl aplikovan alloxan, byl zaznamenan zvySeny vyskyt 1ézi v Zaludku u kontrolnich diabetickych
krys. NaBPC157 vyznamné sniZoval u vSech variant zavaznost viedl nezavisle na zpiisobu oset-
1 30 feni. U mysi byly ziskany v podstaté stejné vysledky.

Vzhledem k podobnosti lidské patologie a uvedenych modeli a jejich Sirokému pouziti pii testo-
vani aktivity latek, mize byt NaBPC157 pouzit pfi 1é¢eni diabetu.

35
Ptiklad 34: Pisobeni proti bolesti

Material a hodnoty:

40 Pasobeni NaBPC157 proti bolesti bylo hodnoceno porovnanim s referenénimi standardy aspiri-
nem a morfinem u riznych experimentalnich modelii pfimé nebo nepfimé bolesti a neurotoxicity:
svijeni zvifat (kyselina octova/siran manganaty), §tipnuti do ocasu, hork4 deska a aplikace kapsa-
cinu.

45 Vysledky:

NaBPC157 (v davce pohybujici se v ng nebo pg/kg, i.p.) vyznamné redukoval svijeni (zanétlivé a
nezanétlivé), zavislé a nezavislé na prostaglandinu) a na testovani $tipanim do ocasu. PFi testech
na horké desce, nemél NaBPC157, narozdil od morfinu, zadny vliv u normélnich zvifat.
50 NaBPC157 byl podavan formou pfedbézného oSetieni nebo jednou denné po dobu 14 dni po
injekei kapsaicinu. V téchto experimentech NaBPC157 silng snizoval capsaicin-allodynia. Toto
snizeni (¢inku kapsaicinu nenastalo, pokud byl NaBPC157 aplikovan po vznik somatosenzorické
degeneraci neuronii zplsobené kapsaicinem (aplikace pouze 14. den po kapsaicinu). Pokud tedy
Ize denni aplikaci NaBPC157 zcela zamezit, jinak nevyhnutelnému somatoneuron depletion
55 vyvolanému kapsaicinem, je také mozné, Ze by G¢inky NaBPC157 mohly specificky souviset
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s celistvosti somatosenzorickych neuront citlivych na kapsaicin a jejich ochranou (tj. primarné
aferentni neurony s malym primérem a unmyelinated (C—) nebo slabé myelinated (A-8) vlakny.

Vzhledem k tomu, Ze kapsaicin miiZze vyvolavat v podstaté stejnd poSkozeni jak u lidi, tak u zvi-
5 fat, mize byt NaBPC157 pouzZit pii [éCeni riznych bolestivych stavii a také v pfipadech provaze-
nych oslabenim somatosenzorické funkce neuronti.

Priklad 35: Pusobeni na kiece
Material a metody:

Uinek KBPC157 byl sledovan pii ke¢ich vyvolanych bicculinem, picrotoxinem, strychninem a
isoniazidem. KBPC157 (100 pg, 10 pg nebo 10 ng/kg tél. hm.) byl aplikovan (i.p.) soucasné

15 nebo 15 minut pied aplikaci latek vyvolavajicich kiece (mg/kg tél. hm., i.p.): picrotoxinu (3),
strychninu (6, 3 nebo 1,5), bicucullinu (2,5) a isoniazidu (800 mg).

Vysledky:

20  KBPCI157 opakované pozitivné pisobil proti kie¢im, vyvolanym v8emi pouzitymi latkami (v
zavislosti na Case a davce). Vzhledem k podobnosti téchto pouzitych modelG s podminkami u
¢loveka, miize byt KBPC157 pouzit pfi oSetfeni kieGovych stavil.

25 Priklad 36: Poskozeni patete
Material a metody:

PoSkozeni patete bylo zplisobeno u samct krys Albino Wistar Fizenym tlakem (vaskuldrnim klip-

30 sem Aesulap 0,10-0,15 N) na odkryté patefi (na urovni Th12) po dobu 30 sekund. Zvifata byla
oSetfena pomoci KBPC157 (10 ng, 10 ng/kg t€l. hm., i.p.) nebo fyziologickym roztokem ihned
po poranéni a pak jednou denné¢ az do desatého dne po poranéni. Zvitata byla usmrcena 24 hodin
po posledni davce.

35 Vysledky:

Experimenty byly hodnoceny pomoci podrobné klinické (hodnoceny denné, bodovym hodnoce-
nim 1 az 5) a mikroskopické analyzy. Pfi vyhodnoceni bylo zjiiténo vyrazné zeslabeni jinak pie-
trvavajici paralyzy (u kontrolnich krys) u krys ofetfenych NaBPC157. Uvézime-li podobnost

40 téchto pouzitych modeld s podminkami u ¢loveka, miZe byt NaBPC157 pouzit pti terapii posko-
zeni patefe.

Priklad 37: Chronicka intoxikace alkoholem
45
Material a metody:

Byl zkouméan vliv NaBPC157 na chronickou intoxikaci alkoholem. V pokusech byli pouziti krysi
samci Albino Wistar. Krysam byl podavan po téi mésice alkohol, a to bud’ komeréni whiska,
50 nebo etanol (10 az 20% vodny roztok). Podavani NaBPC157 (10 pg, 10ng/kg brutto véhy), pro-
pranololu (10mg/kg brutto vihy) a ranitidinu (10 mg/kg brutto véhy), (kontrolnim krysam byl
podavan stejny objem fyziologického roztoku (5.0 ml/kg)), se délo bud’ pfimo do zaludku, nebo
intraperitoneaIn€. Podavani piipravkd slouzilo bud® jako profylaxe (bylo podano 10 dni pred
zatatkem podavani alkoholu), nebo jako 1é¢ivo soudasné s podavanim alkoholu, &i jako 1é&ivo,
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kdy podavani zacalo po skonceni dvoumésiéni periody, to znamena v prub&hu posledniho mésice
pokusu.

Vysledky:

Ptimé stanoveni krevniho tlaku ve vratnici jasné ukazalo, ze NaBPC157, stejné tak propranolol
(podavané v jakémkoli vySe zminéném usporfadani) prokazateln& zabranuji, nebo dokonce snizuji
zvySeni krevniho tlaku, ktery se zvysil u kontrolnich krys. Naopak ranitidinova terapie vedla
dokonce k vétsimu zvySeni krevniho tlaku v Zilach, nez tomu bylo u kontrolnich zvitat. Mimoto,

10 podavani NaBPC157, vice nez tomu bylo u propranololu, je schopno znaéné zmirnit vyskyt
vyvinu poskozeni Zaludku u krys, kterym byl podavan alkohol. Podobny prosp&ny vliv byl
pozorovan také u poskozeni dalSich organi, to je naptiklad u ledvin a srdce.

Vezmeme-li v Gvahu tyto existujici pozitivni vlivy a vieobecn& znamy fakt, 7e zvySeny pfijem
t5 alkoholu se projevuje podobnymi zménami také u lidi, je zfejmé, Ze podavani NaBPC157 je uzi-
te¢né v léceni poskozeni vyvolanych piijmem alkoholu.

Ptiklad 38: Vlivy na mozkové ischemické poruchy
20
Material a metody.

Aplikovalo se NaBPC157 (10 ug nebo 10ng/kg brutto vahy, i.p.) nebo fyziologicky roztok
(5.0 ml/kg, brutto véhy, i.p.), a to jednu hodinu pied nebo jednu hodinu po tom, co byly obé arte-
25 rie (karotidy) u krys podvazany na dobu 3 az 6 hodin.

Vysledky:

Byl patrny silny pozitivni vliv podavani NaBPC157, a to u obou usporadani pokusu, to znamena

30 jak pfi poddvani u krys jednu hodinu pted podvazanim, tak u podavani jednu hodinu po podvéaza-
ni. Toto pozitivai pisobeni bylo patrné ve vSech uspofadanich pokusu, jak u pg tak ng mnoz-
stvich, jak u tfthodinové, tak i Sestihodinové studie. Bez pouziti danych preparati, byly nejéastéj-
$imi charakteristickymi pozorovanimi vazné perivaskularni a mozkové tkafiové otoky s mozko-
vymi kongescemi. Také byly pozorovany oblasti s demyelinizaci, obzvla§té v oblasti malého

35 mozku. VSechny tyto projevy se vyskytovaly ve znadné mensi mife u skupin zvitat odetfenych
NaBPC157, a to bez ohledu na podminky Ié&eni.

Co se tyka vaznych ischemickych poskozeni, které byly zaznamenany u kontrol a dale zjevnych
podobnosti mezi ischemickymi poruchami vyskytujicich se u krys a lidi, neni pochyb o vyhodach
40 aplikace NaBPC157 pro lé¢eni poskozeni mozku u lidi.

Ptiklad 39: Vliv na poranéni nervu
45 Material a metody:

Zkoumal se vliv NaBPC157 na regeneraci periferlnich nervii. U krysich samct Wistar (225 az
250g) v anestezi byl odhalen pravy sedaci nerv, o€istén od zbytké vodivého pletiva a pierusen
5cm distaln€ od ischiatické incizury. K anastoméze byly pouZity tii perineuralni stehy
50 (10.0 Ethilon, Ethicon), tak aby byla obnovena spravna funkce svalu. Zvitata byla o$etiena déav-
kou I ml (2 pg/ml nebo 2 ng/ml) NaBPC157, bud’ lokalné v misté anastomézy, nebo do zaludku
Ci intraperitonealn€ (10 pg nebo 10 ng/kg brutto vahy) ihned po provedeni anastomézy. Kontroly
obdrzely stejny objem fyziologického roztoku. V ur&eny den po provedeni chirurgického zakroku
(3, 6,9, 12 a 30 den) byly provedeny testy na funk&nost. Testy obsahovaly test na horkou vodu
55 (60 °C), studenou vodu (2 °C), analyzu drahy, kterou krysy usly, EMG-distélni latenci a ampli-
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tudu CMAP. Také byly zahrnuty histologické a morfometrické analyzy. V dalsich pokusech za
pouziti stejnych chirurgickych metod a toho samého nervu, bylo zpiisobeno zranéni mackanim
pomoci chirurgickych pinzet po dobu 60 sekund a NaBPC157 bylo aplikovano lokalné. Posouze-
ni vysledki bylo provedeno po 2, 7, 10, 50 a 100 dnech.

Vysledky:

Aplikace NaBPC157 byla posouzena bud’ klinicky, nebo mikroskopicky a zvlasté aplikace
v raném stadiu se projevila zlepSenim zdravotniho stavu krys.

Z dokézané podobnosti mezi poskozenim zvifat a lidi se ukazuje, ze 1é¢eni aplikaci NaBPC157
se jevi byt pouzitelné pro poranéni perifernich nervi.

15 Ptiklad 40: Vliv na neuroleptické poruchy
Byl zkouman vliv NaBPC157 na poruchy vyvolané neuroleptiky.

Material, metody a vysledky:

20
Aplikace NaBPC157 (10 pg nebo 10ng/kg brutto véhy, i.p.) zasadn& zeslabila chorobnou strnu-
lost svald (katalepsii) vyvolanou ob&éma neuroleptiky podavanymi v malych naslednych davkach,
to je haloperidolu a fluphenazinu (haloperidol 0.625, 1.25, 2.5, 5.0 a 10.0 mg/kg brutto vahy, i.p.;
fluphenazin 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5 a 5.0 mg/kg brutto véhy, i.p. (4ml/kg). Kromé tohoto blaho-

25 darného pusobeni pfi nizkych davkach neuroleptik, se projevil silny prosp&$ny antikatalepticky
efekt NaBPC157 také s vysSimi davkami obou neuroleptik, a to jak u pg, tak u ng davek
NaBPC157. Tento blahodarny vliv byl zaznamenan také na somatosenzorickou orientaci u zvifat,
kterym byl podavan sulpirid v davkach (20, 40, 80 a 160 mg/kg brutto véhy, i.p.), aviak u kont-
rolni skupiny mysi, kterym byl podavan sulpirid, nebyla pozorovéna katalepsie.

30
Je zfejmé, Ze aplikace NaBPC157 ma velmi blahodarny vliv na 1é¢eni potizi spojenych s dopami-
novymi systémy, kataleptickymi potizemi a neuroleptickymi poruchami.

35 Ptiklad 41: Aplikace pii 1é¢eni Soku

Material a metody:

Byl zkoumén hemoragicky Sok u uspanych krys (kanyla byla zavedena do krkavice a kréni Zily).
40 Byly provadény kontrolni odbéry krve bud’ az do smrti zvifete, nebo az bylo dosazeno stabilizo-
vané nizké hodnoty tlaku krve (30 az 35mm Hg). V t&chto pokusech byl podavan CaBPC157
(10 ug nebo 10ng/kg brutto vahy) nebo u kontrol intraperitonealné fyziologicky roztok
(5.0 ml/kg brutto véhy), a to 15 minut pfed vykrvenim nebo intraven6zné (3.0 ml/kg) v pétiminu-
tovych intervalech od dosazeni nizké stabilni hodnoty tlaku krve.
45
Vysledky:

V porovnani s kontrolami, u krys o3etfenych CaBPC157 mohly byt odsaty podstatné vyssi obje-
my krve (které byly zavislé na davce podaného preparatu) nez nastala smrt zvitete. U zvitat, kte-

50 rym byl odsat urCity objem krve a také u zvifat s nizkym krevnim tlakem, kterym byl podan
CaBPC157, se ihned projevilo trvalé podstatné zvyseni tlaku krve a nedoslo k smrti zvitete. Ten-
to poznatek je v rozporu s pozorovanim kratkodobého zvyseni slabého krevniho tlaku v experi-
mentalni periodé 45 minut pfed smrti u 75 % krys z kontrolni skupiny.
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U krys, které byly podrobeny pouze chirurgickému vykonu v narkéze a nebyla jim odebirana
krev, podani CaBPC157 (i.p. nebo i.v.) nemélo po 65 minutové stabilizaini periodé vyznamny
vliv na hodnoty tepenného krevniho tlaku, ktery byl méfen po stejnou dobu po podani. Ziskané
vysledky naznacuji, ze CaBPC157 by mohl byt a¢inny pii zlepSeni nasledku ztraty krve.

Z dokazané podobnosti mezi pouzitym zvifecim modelem a pokozenim u lidi se ukazuje, Ze
aplikace CaBPC157 se jevi byt pouzitelna pro Iéeni Sokovych stavil.

10 Priklad 42: Vliv na abnormalni lymfocyty
Material, metody a vysledky:

Byly zkoumény imunologické nalezy u dvou pacientek Zenského pohlavi trpicich vzacné se vys-
15 kytujici klinickou formou dédi¢né eosinofilie spojené s intraepidermélni puchyikovou dermatiti-
dou a subakutni sklerotizujici panencefalitidou. Byl zkouman vliv NaBPC157 (in vitro) na chro-
mozomové aberace lymfocytll a proliferaci T bun&k. NaBPC157 vyznamné sniZzuje vazné chro-
mozomové aberace (to znamena, Ze lymfocytové nalezy se normalizuji) a je prokdzan stimulaéni
vliv na mitotické cykly
20

Priklad 43: Vliv na malformace

Material a metody:
25
Byl zkouman vliv NaBPC157 na malformace vyvolané u mysi vitaminem A.

Byl podavan NaBPC157 (10 pg nebo 10ng/kg brutto vahy, i.p.) nebo fyziologicky roztok
(5ml/kg brutto véhy, i..p.) spole¢né s vitaminem A (15,700 IU/kg, brutto véhy, i.m.) desaty den

30 tehotenstvi. Jako kontroly slouzily mysi, kterym nebyl podavan vitamin A, ale které obdrzely
stejnou davku fyziologického roztoku ve stejnou dobu.

Vysledky:

35 Vitaminem A se indukoval urcity poget malformaci. Toto mnoZstvi bylo vyrazné snizeno ve sku-
piné mysi, kterym byl poddn NaBPC157. Je zfejmé, Ze aplikace NaBPC157 ma blahodarny vliv
na léceni poskozeni plodu.

40 Piiklad 44: Chirurgické odnéti vajeéniku
Material a metody:

Ovariektomie byla provedena obvyklym zpisobem. NaBPC157 byl aplikovan v davkach 10 pg
45 nebo 10ng/kg brutto véhy, i.p., a to bud’ jednou denn& po dobu 28 dni, &i jednou denné po dobu
14 dni; zaCatek podavani pfipravku byl v tomto ptipadé 15 den po ovariektomii. V t&chto dlou-
hych pokusech byla posledni davka podana 24 hodin pted usmrcenim. Dalsi skupina obdrzela
jednu pg davku 15 den po ovariektomii. Jako kontrola bylo pouZito pét skupin zvifat: 2 skupiny
byly podrobeny ovariektomii, byl jim podan fyziologicky roztok. Zvifata byla usmrcena bud’
50 15, nebo 28 den po ovariektomii. Jedna skupina nebyla podrobena ovariektomii, ale byla o3etfena
fyziologickym roztokem, dvé skupiny nebyly podrobeny ovariektomii, ale byly oSetfeny
NaBPC157 (10 pg nebo 10ng/kg brutto vahy, i.p.) po dobu 28 dni. Kazdému zvieti byly 5 minut
pied chirurgickym zdkrokem odebrany vagindlni stéry, a to 9,14 a 28 den pokusu a tyto byly
obarveny Pap na histologické ohodnoceni. Stupefi zralosti vaginalniho epitelu byl vyjadien
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pomoci hodnot maturace. Po usmrceni se z kazdého zvifete odebralo maximalni mnoZstvi kosti,
které slouzilo k biomechanickému testovani, které je popsano dale.

Biomechanické testovani:

VSechny kosti byly zkontrolovany z hlediska riznych momentii ohybani (jednobodovy ohyb)
(moment ohybu=Nm) v riznych smérech, dopredu, dozadu a do stran. K témto pokusim byly
pouzity kosti stehenni a holenni. Tyto kosti byly upevnény kostnim cementem (Palacos) do 1 cm
dlouhych kovovych trubi¢ek. Kovové trubicky byly upevnény v zaté€Zovacim zafizeni. Kosti byly
10 kontinualn¢ udrzovany ve vihkém stavu. Méfila se délka volnych &asti kosti, to znamena délka od
bodu uchyceni k bodu nataZeni. Pokus byl provadén podle principu ohybu kosti upevnénych
v jednom bodé¢ az do bodu hraniéni elasticity. Zatizen bylo 0.1, 0.2, 0.5, 0.7 a 1.0 N. Deformita,
neboli uhel ohybu byl méfen jako uhel ohybu laserového paprsku, ktery byl odrazen malym
zrcadlem upevnénym na konci kosti.Véha zrcadla byla ptipoétena k aplikované ohybové sile.
15 Milimetrovy papir, na ktery byl laserovy paprsek naméien, byl vzdalen asi 1.5 az 1.8 m od kosti
s upevnénym malym zrcadlem. Uhel ohybu byl stanoven pomoci trigonometrickych metod, a to
béhem kazdého jednotlivého zatizeni, nasledné deformace (a nasledného vraceni do pivodni
polohy). Po pferuseni zatizeni se kost vratila do své plivodni startovni polohy, coz je diikaz, Ze
nenastaly zadné strukturdlni zmény kosti a Ze zatiZeni se provadi v rozsahu limitu elasticity
20 daném Hookovym diagramem. Pozorovani prokézala, Zze kaZzdou kost miizeme natdhnout dvakrat
v rizném sméru, aniz by se zmeénila jeji struktura. Nebyla-li béhem dvou nasledujicich minut
sledovana dalsi deformace, nebo nebylo-li dosazeno vraceni do ptivodniho stavu, byl tento bod
povazovan za konecny (obecné se Casy méfeni pohybovaly v rozmezi 30 sekund u kontrol po
ovariektomii nebo 16 minut u zdravych zvitat). Uhlové deformita kosti (zatizeni a navratnost po
25 zatizeni) byla vyjadfena v mm/sec.

Vysledky:

Denni podavani dvou davek NaBPC157 se projevilo vyznamnym zvySenim hodnoty maturace
30 vporovnani s atroficky sniZenou hodnotou maturace u neléenych krys. Z tohoto pozorovéni
vyplyva, Zze Na BPC157 je schopen zabranit vaginalni atrofii zpisobené kastraci u krys.

U kontrolnich skupin krys podrobenych ovariektomii byla pozorovana nejniz$i amplituda ohyba-
ni v nejkrat$im Case, stejné tak nejnizsi amplituda navraceni do piivodniho stavu. Stejné nizké
35 hodnoty byly ziskany u obou kontrolnich skupin usmrcenych bud’ 15, nebo 28 den. Toto pozoro-
véani bylo uskuteénéno u obou krys podrobenych ovariektomii, kterym byl podavan fyziologicky
roztok, které byly usmrceny bud’ 15, nebo 28 den po odejmuti vaje¢nikii. Pozitivni tendence byla
pozorovana ve skuping, kterd obdrzela jednu davku NaBPC157 (mikrogramové mnozstvi) 15 den
po odejmuti vajeCnikd. Srovnateln¢ lepsich vysledki bylo dosazeno ve vsech dal3ich skupinach
40 oSetfenych NaBPC157, a to jak v nano, tak mikrogramovych mnozstvich. Nejlepsich vysledk
bylo dosaZeno ve skupiné, ktera obdrzela denn¢ NaBPC157 v mikrogramovych mnozstvich po
dobu 28 dni. VSechny parametry sledované u krys podrobenych ovariektomii byly vyrazné lepsi
a hladiny zlepSeni mély tendenci dosahnout parametri ziskanych u skupiny zdravych zvifat.
Zadné rozdily nebyly zaznamendny mezi skupinami zdravych krys bez ohledu na to, zda byly

45 oSetreny fyziologickym roztokem, nebo NaBPC157 (ug nebo ng davky).

Vezmeme-li v avahu obecné ptijimany vyznam tohoto zvifeciho modelu pro podminky provede-

ni ovariektomie u lidi, obé pozorovani, ktera maji vliv na atrofii pochvy a vyvoj osteoporosy,

dokazuji, zZe NaBPC157 by mohl byt prosp&sny v lé&eni stavii spojenych s odejmutim vajeniki.
50

Priklad 45: Nadory

Material, metody a vysledky:
55
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Jeden z bézné pouzivanych modelid experimentalnich tumord zahrnuje ureni poltu metastz
karcinomu a melanomu B—16 u mysi. Stejné jako je tomu u dalSich experimentalnich nadorq, tyto
tumory sdileji mnoho podobnosti svych projevil s projevy poskozeni u lidskych pacientd. Byl-li
podle riznych protokolti podavan NaBPC157, doslo u 1é¢enych mysi v porovnani s odpovidajici-

5 mi kontrolami ke sniZeni po¢tu metastaz, Ehrlichiv asciticky tumor (EAT) je nador, ktery miize
rist ve vSech kmenech mys$i. Mize rist v ascitické nebo pevné formé, coz zalezi na zplsobu
podani nadorovych bunék. Ackoli obecné feceno, zvifeci nadory sdileji jen nékteré rysy s nadory
lidskymi, pouziti tohoto modelu nalezlo velkou odezvu diky snadnému aplikovani v protinadoro-
vém vyzkumu.

Preziti (dny) mysi, kterym byly injekéné aplikovany buriky Ehrlichova ascitického nadoru, se
pohybovalo ve vétsiné piipadi pod hranici méng& nez 25 dni. Pfedchazejici inkubace nadorovych
bun¢k s NaBPC157 (2 pg/ml) vedla k prodlouzeni Zivota zvifat, kterym byly tyto buiiky injek&né
aplikovany. Vice nez 90 % zvifat se dozilo konce sledovaného obdobi 45 dnii. Navic, vétSina

15 cytostatickych 1éCiv indukuje, jak u pokusnych zvifat, tak u lidskych pacientli neutropenii.
K vyvolani neutropenie se b&iné¢ pouziva cyklofosfamid. P¥i aplikaci fosfamidu v davce
180mg/kg, i.p. bylo nalezeno prokazatelné poskozeni. NaBPC157 chrani pfed neutropenii, a to
tim, Ze snizuje hladinu retikulocyti a zlepSuje hladiny hemoglobinu.

20 Lze tedy dojit k zavéru, Ze proti nadorové aktivita NaBPC157 je ziejma. Vezmeme-li v Givahu
podobnosti mezi zvifecim modelem a lidskym organizmem a dale prosp&$ny vliv ptipravku
v podminkach in vivo, ale také in vitro, ukazuje se mozné pouziti NaBPC157 v proti nadorové
terapii. NaBPC157 je vhodny pro zeslabeni $kodlivych projevi cytostatik.

25
Priklad 46: Protivirova aktivita

Material a metody:

30 ARBO viry (virus encefalltldy pfenaSené klistaty (TBE), Bhania virus, Denguel,2,3,4, Sinbis,
west Nile, Ealovo), virus hepatitidy A, lymfatické chorlomenmgmdy (LCM) a Herpes virus 1
byly apllkovany bud’ i.c., nebo p.o. (post operatné) — virus hepatitidy A jako virova suspenze,
v fedéni 107 (0. 02ml/mys) NaBPC157 (20 ug/kg brutto vahy) nebo 0.9% NaCl (0.02ml/mys)
byly aplikovéany bud’ i.c., nebo i.p., a to nasledovné:

35 pred aplikaci viru
soucasné s aplikaci viru
4 dny po projeveni infekénich ptiznaki odpovidajicich dané nemoci.

Vysledky:
40
Pfi simultanni aplikaci NaBPC157 a viri se projevilo zpozdéni ptiznakii nemoci a z nich vyply-
vajici smrti (u kontrolnich zvifat se pfiznaky projevily 4 az 5 den po infekci). Byl-li piipravek
podan az pfi projevu vaznych ptiznaki infekce, vysledky potvrdily prodlouzeni &asu preziti. Pro-
kazatelné bylo pfi a aplikaci NaBPC157 pred infekei kompletni neprojeveni se priznakid nebo
45 amrti,

K potvrzeni ziskanych vysledki se zkoumala virulence pouzitych virovych suspenzi (ARBO
viril) testovanim pomoci oSetfeny NaBPC157 nebo roztokem soli a piezily pokus (NaBPC157) (i
pies aplikaci viri) nebo spontanné zemtely (i kdyz byly oSetreny fyziologickym roztokem). Na

50 rozdil od mozkovych suspenzi z mysi osetfenych fyziologickym roztokem (které se nelisily od
virovych suspenzi mysi inokulovanych fyziologickym roztokem), ve skupiné mysi inokulova-
nych mozkovymi suspenzemi pfipravenymi z mysi osetfenych NaBPC157 se neprojevily zadné
pfiznaky nemoci ani Gmrti. Mysi byly sledovany 50 dni po provedeni inokulace mozkovymi sus-
penzemi.
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ProspéSny vliv NaBPC157 byl nezavisly na zvySeni teploty béhem inkubace (56 °C po dobu
30 minut).

Vezmeme-li v (tvahu, Ze tyto viry vyvolavaji podobné piiznaky i u lidi, NaBPC157 by mohl byt
5 pouzit v 1écbé téchto virovych onemocnéni, zejména v t&ch terapiich, kdy je obecn& kondice
pacienta oslabena (to znamena pii AIDS nebo AIDS— podobnych podminkach).

Ptiklad 47: Zazivaci poruchy
Material a metody:

U krys byl zkouméan vliv NaBPC157 (10 pg nebo 10ng/kg brutto vahy, i.p., i.g.) v porovnani
s referencnimi standardy v experimentdlnich modelech Zaludenich viedii: (48 hodin trvajici

15 stres, cysteamin subkutdnné, intragastrické testy na zaludeéni viedy vyuZivajici 96% alkoholu,
NAIA-Iéze, DNFB (dinitrofluorbenzén), jicnovy reflux nasledujici po spojeni jicnu a laéniku
pomoci anastomozy) (vSe pii podani pripravku pfed, spoleéné a po zakrocich).

Vysledky:

20
Jen u testovanych modeld, které zahrnovaly aplikaci NaBPC157, se projevil kladny vliv na pri-
b&h nemoci.

Pipravky bromocrriptin, amatidin, cimetidin a somatostatin byly zcela neti¢inné (odstranéni

25 stresu) nebo jen Castené ucinné (bromocriptin, DNFB- intestialni 1ézel; sucralfat, ranitidin,
cholestyramin— jicnovy reflux). Co se tyké referenénich peptid, ochrana nastala v zavislosti na
davkovani (cysteamin) a Caste¢ny pozitivni vliv (zavisejici na podminkach lé&eni) (etanol) byl
ziskan s glukagonem, NPY a sekretinem, zatimco CCK/26-30/ byl neaktivni.

30 Vzhledem k tomu, Ze se viechny tyto modely b&zné pouzivaji pro vyzkum lé&eni gastrointestinal-
nich poruch, tak se aplikace NaBPC157 jevi prosp&sna pro Ié¢eni poruch celého intestinalniho
traktu.

35 Ptiklad 48: Vliv na poruchy vnimani
Material a metody:

Aplikace anticholinergnich ptipravki (scopolamin, atropin, 11mg/kg brutto vahy, i.p.) vedla
40 k prikaznému deficitu vnimani u krys, pozorovéani asp&iné reprodukovala odhad chovani zvitat
po delSi dobu uzavienych ve vodnim T—labyrintu.

Vysledky:

45 V porovnani s kontrolou, vedla aplikace scopolaminu a atropinu k pozorovani zvyseného poétu
chyb u pozorovanych krys. Tento deficit ve vnimani byl zcela zruden (ziskané hodnoty byly rov-
ny kontrolnim hodnotdm) pomoci nasledného podavani NaBPC157 (10 pg nebo 10ng/kg brutto
vahy, i.p.).

50 Vzhledem k vyznamu téchto velmi hojng pouzivanych modelé pro vyzkum poruch funkei vni-
mani u lidi se jevi terapie pomoci NaBPC157 pouzitelna pro 1é&bu poruch vnimani.
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Priklad 49: Vliv na abstinen¢ni poruchy
Material, metody a vysledky:

5 NaBPC157 vykazuje protikfeCové ucinky interakci s GABAergickym systémem a zlepSuje Géin-
nost diazepamu, je-li podavan v davkach (10 pg nebo 10ng/kg brutto vahy, i.p.) soudasng
s diazepamem (5.0mg/kg, i.p., dvakrat denné po 10 dni). NaBPC157 zeslabuje toleranci diaze-
pamu a oddaluje abstinencni poruchy a fyzickou zavislost. V kvalitativnich rozborech tolerance
méfenych 42 hodin byla po navykaci Zivotospravé pti 16¢b¢ isoniazidem (800mg/kg i.p.) pozoro-

10 vana krat8i prekonvulzivni latence nez u zdravych mysi, byl-li my$im dfive 1é&enym pouze dia-
zepamem znovu poddvan diazepam (5.0mg/kg i.p.). Tento stav nenastal u zvifat lé¢enych
NaBPC157 (ob€ davky) a diazepamem. V méfenich fyzické zavislosti (provadénych 6,14,42 a 72
hodin po navykacim oSetieni) byly pozorovany kratsi prekonvulzivni latence u mysi navyklych
na diazepam, kterym byl nasledné podan isoniazid, a to 24 a 72 hodin po zvykaci 1é¢bé, nez u

15 nenavyklych zdravych mysi. Létba NaBPC157 (davka 10 ug/kg) kombinovana s diazepamem
oddaluje tento vliv az do konce sledovaného intervalu. V této skupiné po 3estihodinovych inter-
valech, na rozdil od mysi, kterym byl podavan diazepam, isoniazidové prekonvulzivni latence
byly dokonce delsi nez u odpovidajicich kontrol. NaBPC157 nevyvolava zadny navykovy efekt.

20 Vezmeme-li v avahu vyznam téchto modeld pro vyzkum v oblasti lidské mediciny, je jasné Ze
NaBPC157 je pouzitelny v [é8eni abstinen¢nich poruch.

Piiklad 50: Vliv na poruchy ledvin
25
Materidl a metody:

Podavani chloridu rtutnatého (1mg/ml i.v.) nebo cysplatiny (10mg/kg s.c.) vyvolava u pokusnych
zvifat akutni selhani ledvin. Je-li toto selhani ledvin indukovano u zvitat timto zptisobem, silng

30 koreluje s odpovidajicim lidskym poskozenim. Nasledkem toho, poskozeni indukované u krys
vykazuje velky stuperi podobnosti s odpovidajicim poskozenim u lidskych pacients.

Vysledky:

35 NaBPCI157 vyznamné zeslabuje poskozeni krys, a to jak pfi podani pred i po 16¢b&. Unilateralni
nefrektomie (chirurgické odnéti ledviny) se projevuje funkénim pretizenim a funké&ni hypertrofii
zbylé ledviny. Lé¢eni NaBPC157 zvy3uje vyludovani moéi ledvinou u zvifat s odfiatou ledvinou
a snizuje hypertrofii zbyvajici ledviny. TudiZ vyjadfeno pomoci termint funkéni teorie kompen-
zaCni renalni hypertrofie, tyto nalezy zdiraziiuji zlepsenou funkci zbyl¢ ledviny. Je to také potvr-

40 zeno dodateCnymi biochemickymi vysledky. Co vice, tato data jsou v tplném souladu s vlivy
pozorovanymi u hypertenznich krys s renalnim chorobnym ziizenim arterie nebo s unilateralni
nefrektomii. Je zfejmé, Ze aplikace NaBPC157 v lé&eni poruch ledvin je prosp&sna

45 Pfiklad 51: Buné&cna imunitni odpovéd’ perifernich leukocytii v krvi

Sledovala se bunétna imunitni odpovéd’ perifernich leukocytii v krvi na BPC u kontrol a u
pacientdl s riznymi nemocemi vyjmenovanymi v tabulce 2. Odpovéd® perifernich T bunék na
BPC byla testovana metodou popsanou deSmetem a dalsimi (deSmet MD a dalsi: v .Cellular
50 immune responces of patients with uveitis to retnal antigens and their fragments. Am. J. Ophtal.,
110:135-142,990) v sedmidennich kulturach. Buriky byly inkubovany bez antigenu a s antige-
nem (BPC157 pentadekapeptid) v koncentraci 20 pg/ml. pro kazdého pacienta byl vypoéitan
stimulacni index délenim primérného po&tu antigenem stimulovanych kultur a primérmého poctu
kontrolnich buné¢nych kultur bez pfidaného antigenu, to znamena BPC157 pentadekapeptidu.
55 Tyto vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.
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Kontrolni hodnoty mensi nez 2 méfené u kontrolnich subjektd (tabulka 2) odpovidaji hodnotam
namefenym jinymi pracovniky pro peptidy s odpovidajici molekulovou hmotnosti, to znamena,
Ze nebyla shleddna Zadna citlivost perifernich lymfocyti v krvi k BPC157 pentadekapeptidu. U
5 pacienti trpicich riznymi nemocemi je patrna bunééna odpovéd’ vyvolana BPC (tabulka 2), ktera
se projevuje senzibilizaci systémovych lymfocytd vyvolanou timto peptidem z Zaludedni $tavy.
Ziskan4 data jasn¢ demonstruji pritomnost BPC—podobnych poskozeni u pacientd trpicich riizny-
mi nemocemi. Z téchto poznatkii vyplyva moznost aplikace BPC—podobnych latek (to znamena
napiiklad soli pentadekapeptidu BPC157) v imunomodulaéni terapii odpovidajicich poruch.

10

Tabulka 2:

Zvysena stimulace indexu periferalnich krevnich T bunék u 11 pacientd trpicich riznymi nemo-
15 cemi

NEMOC POHLAVI INDEX STIMULACE
kontrol. heodnoty <2

PEPTICKY VRED / 26.82
ROZTROUSENA SKLEROSA Z 13.80
SUBAKUTN: SKLEROTIZACE y/ 2.54
PANENCEFALITIDA
OPTICKA NEURITIDA M 3.54
OPTICKA NEURITIDA A 9.53
UVEITIDA / 16.87
UVEITIDA M 15.21
UVEITIDA pA 22.30
SERONEGATIVNI Z 4.99
SPONDYLOARTHROPATIE
DEDICNA EOSINOFILIE A Z 2.70
PUCHYRUJIC! DERMATITIDA
UVEITIDA Z 4.75

Vysledky vySe popsanych farmakologickych vyzkumi ukazuji vyhodnou aktivitu soli BPC pep-

20 tidu pfi ochran€ organismu proti stresu a nemocim, obecné v normalizaci funkce organismu. Soli
peptidii podle vyndlezu jsou také uginné v prevenci a terapii nékolika lidskych & zvitecich
chorob a poruch.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sal peptidu BPC, Body Protection Compound, skladajici se z 8 az 15 aminokyselinovych
zbytkd, kde je anion této soli negativné nabity peptid obsahujici sekvenci osmi aminokyselino-
vych zbytkii obecného vzorce

[Zaa Pro Pro Pro Xaa Yaa Pro Ala] O™ @),

kde

Xaa je neutralni zbytek alifatické aminokyseliny,

Yaa je zbytek bazické aminokyseliny a

Zaa je zbytek kyselé aminokyseliny

a kde kation sole je kation anorganické nebo organické netoxické baze.

2. Sil podle néaroku 1, kde je kation vybran ze skupiny sestavajici se z alkalickych kovi, kovii
alkalickych zemin, Zn**, primarnich, sekundarnich a tercidrnich amina, zvIasts pak Na’, K", Li",
Cs’, Ca’’, NHy., triethanolaminu®, cyklohexylaminu®, 2-AMP" (coz je 2—amino—1-propanol) a
TRIS" (coZ je Tris—(hydroxymetyl}-aminometan).

3. Sl podle naroki 1 a 2, ve které

Xaa je Ala, bAla, Leu, lle, Gly, Val, Nle nebo Nva,

Yaa je Lys, Arg, Orn nebo His a

Zaa je Glu, Asp, Aad nebo Apm.

4. Sil podle kteréhokoliv z naroki 1 az 3 s peptidovou sekvenci obecného vzorce

Xaa Laa Pro Pro Pro Xaa Yaz Pro rie Asp Zza
5 i0

5. Sul podle kteréhokoliv z narokii 1 a7 3, kde peptid je vybran ze skupiny skladajici se z
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=eu Glv Pro Pro Pro Gly Llys FPro Ala Asp Asp
5 0
Xla Leu Gly Val;
5
G.v Glv Pro Pro Tro Gly lyvs Pro Rla Asp Bsd

5 10

kla Giy Leu Val:

$ 4

weu Giu Prc Pro Pro Leu Lys Pro a Asp Asp
5 10

¥

%

leu Glu Pro Pro Pro Leu Lys Pro kla Asp &la
5 10
Leu Gly Val;

Giy Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro &la Bsp kEla

3 10
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- -“’—.
Glu Pro Pro Pro Leu Lyvs Pro Liz;
s 2
- - " ~ ', - -
ksp Pro Pro Pre Ile Arg Prc Rle ksp;
5 o
-~ - - - b
Git Pro Pro Pre Leu Lys Pro Rl Rsp:
g S
. - - . v
Leu Glu Pro Pro Prc Leu Lys Pro Zlsz Rsy Rlz
- - r
ol v
~ Te Y .
«~8u Gly Val;
24
. - - -
Gly &ov Pro Pro Pro Gly Rrg Pro Lla Asp a
- 5
z it
ol - b N . .
Giu Pro Pro Pro Leu Lys Prc Lliz 2snh.
z [
A -

6. Sul podle kteréhokoli z predchozich narokii, kde je peptid cyklizovén, zvIasts pak amidickou
vazbou mezi prvnim a poslednim aminokyselinovym zbytkem.

5 7. Sil podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd, ktera je rozpusténd ve vodném roztoku, nebo
v roztoku voda/alkohol, nejlépe s pH v rozmezi od 6,0 do 8,5.

8. Farmaceuticka smés, stabilni pfi skladovani, vyzna&ujici se tim, e obsahuje
farmaceuticky ¢inné mnozstvi soli BPC peptidu podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd a
10 ptipadné fyziologicky pfijatelny nosig.

9.  Farmaceuticka smés podle naroku 8 pro peroralni podavéani, vyzna &u jici se tim,
Ze jako fyziologicky pfijatelny nosi¢ obsahuje trehalézu.

15 10. Diagnosticka smés, stabilni pfi skladovani, vyznaéujici se tim, 7 obsahuje diag-
nosticky G¢inné mnozstvi soli BPC peptidu podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd.

11. Pouziti soli BPC peptidu podle kteréhokoli z narokii 1 az 7 pro pfipravu farmaceutické
smési, stabilni pti skladovani, podle naroku 8, pro 1é¢ent:

20 poruch spojenych bud’ s tvorbou oxidu dusnatého (NO), nebo s narusenim funkci systému NO,
zvlaste pak hypertenze, anginy, impotence, ob&hového a septického Soku, mrtvice, zanétu,
syndromu respiracni tisng, adheze a agregace krevnich destidek a leukocytii, endotelové dys-
funkce, gastrointestinalnich 1ézi, poruch peristaltiky, pankreatické cukrovky, hypotenzi a Parkin-
SOnNovy nemoci;

25 dysfunkee ¢i hyperfunkce somatosenzorickych nervi, zvIast pak senzorické neuropatie, posther-
petické neuralgie, atopické dermatitidy, k zhordenému hojeni poranénych pletiv, ziskané chladné
¢i teplé koptivky, lupénky, bulézniho pemfigoidu, ekzém, fotodermatozy, chronické artritidy,
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gastrointestinalnich poSkozeni a specifické a nespecifické hyperreaktivity hornich a dolnich cest
dychacich, astma, ryma;

poskozeni endotelu;

poranéni, viedi;

5 podminek vztahujicich se k akutnimu ¢i chronickému zanétu, zv14sté pak chronické artritidy a
poskozeni vyskytujicich se u opozdéného typu hypersenzitivity a gastrointestinalnich 1ézi;
poSkozeni jater, organové léze zpisobeného volnymi radikaly specificky vyvolanymi zafenim;
poSkozeni spojena s poruchou katecholaminergniho systému, zvIasté pak schizofrenie, vlivli
vyvolanych amfetaminem, pii zneuZivani 1éki;

10 podminek souvisejicich se stresem;
akutni pankreatitidy; zvlasté pak s privodnimi gastroduodenalni patologii;
srdecnich poruch;
depreseivnich stavi;
Parkinsonovy nemoci a patologickych projevii podobnych Parkinsonové nemoci;
15 poruch teploty;
poskozeni kosti;
poskozeni rliznych organi vyvolaného hypertenzi;
poruch koagulace;
bolestivych poruch;
20 kieCovitych poruch;
zranéni michy;
poskozeni alkoholem, ktera jsou zpiisobena zneuZitim alkoholu, nebo jeho zvySenym ptijmem;
mozkovych ischemickych poruch;
poskozeni perifernich nervi;
25 kataleptickych potiZi a neuroleptickych poruch;
poruch spojenych s abnormalnimi ¢i mutantnimi lymfocyty;
poskozeni plodu;
vaginalni atrofie a vyvoj osteopordzy zplisobené ovariektomii;
tumort;
30 virovych onemocnéni, zvIasté pak AIDS nebo ARC;
gastrointestinalnich 1ézi;
poruch vnimani;
abstinenénich poruch;
poskozeni ledvin a
35 poSkozeni bunééné imunitni odpovédi.

12. Pouziti BPC peptidové sole podle kteréhokoli z narokéi 1 az 7 pro pripravu farmaceutické
smési stabilni pfi skladovani, podle naroku 8 jako ochranného &inidla pro butiky a organy.

40 13. Zpisob ptipravy soli BPC peptidu podle kteréhokoliv z nérok 1 a% 7, vyznaéujici
se tim, Ze se alespofi jeden BPC peptid smicha ve vodném rozpoustédle nebo v rozpoustédle
voda/alkohol s jednou nebo vice bazemi za vzniku soli peptidu BPC, kde kationtem soli je kation
anorganické nebo organické netoxické béze.

45

7 vykrest
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