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Smés pro 1écbu pes equinovarus a farmaceuticky pripravek ji obsahujici

Oblast techniky

Predkladané feseni se tyka smési latek efektivng rozkladajici kolagen a farmaceutického ptipravku,
obsahujiciho tuto smés. Farmaceuticky piipravek je vhodny kvyuziti pii 1écbé
fibroproliferativnich komplikaci riiznych chorob. Pisobi vysoce ucinné pti aplikacich vyzadujicich
snizeni mnozstvi kolagenu ve tkani a nasledné uvolnéni této tkdn€ z kontrahovaného stavu. Smeés
nebo piipravek mohou byt aplikovany pii 1é¢bé ortopedické deformity pes equinovarus, naptiklad
injekéni aplikaci do postizené (kontrahované) ¢asti nohy pacientl s t€zkym relapsem onemocnéni
pes equinovarus s cilem zefektivnit standardni 1écbu recidivy (relapsu) tohoto onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

V soucasnosti neexistuje zadné 1é¢ivo, které by umoznilo (¢i jen usnadnilo) 1éCbu pacientt, trpicich
recidivujici ortopedickou deformitou pes equinovarus (vrozend deformita nohy vyskytujici se
s incidenci 1/1000 novorozenct). Na trhu neni zZadna latka, kterd by ptisobila takovym zpisobem,
ktery by vedl k lokalnimu snizeni nahromadéného kolagenu v patologické tkani. V soucasnosti
neni biochemickou aplikaci standardné feSena zadna diagndza spojena s kontrahovanou
fibroproliferativni tkani pes equinovarus. Standardni 1éCba pes equinovarus pouziva prevazné tzv.
Ponsetiho metodu, spocivajici v postupné korekci deformity pomoci sadrovych obvazi, pfipadné
s tenotomii Achillovy Slachy a v nasledném dlouhodobém noseni tzv. abdukéni dlahy pro udrzeni
dosazené korekce. Zhruba v 50 % pfipadli dochdzi k recidivé deformity, kdy je znovu zahéjena
1é¢ba dle Ponsetiho. Asi u 40 % téchto pacientt s recidivujicim onemocnénim je 1é€ba netuspésna
ato zejména u déti nad 3 roky, kdy je jiz v patologické tkani vytvofena tuha fibroticka tkan
obsahujici nadbyte¢né mnozstvi kolagenu. U téchto pacientd jsou indikovana operativni feseni,
ktera vSak maji fadu vedlejSich nezddoucich ucinkd. Indikované operativni feSeni jsou narocna
a pro pacienty velmi zatézujici.

Podstata technického feSeni

Predkladané technické feSeni se tykd smési minoxidilu a matrixové metaloproteinazy MMP-2.
Minoxidil efektivné snizuje aktivitu enzymu lysyl hydroxylazy, ktery je zodpovédny za zvysSenou
tvorbu urcitého typt kroslinkit mezi molekulami v nove tvotenych kolagennich vlaknech. SniZeni
mnozstvi tohoto typu kroslinkli vede ke vzniku fibrilarniho kolagenu typu I, ktery je snaze
degradovatelny enzymy. Enzym matrixova metaloproteinaza MMP-2 je schopen rozkladat jiz
vytvoreny fibrilarni kolagen typul. Tato smeés inhibuje bunécnou proliferaci u bunék
produkujicich kolagen, snizuje tak produkci nového kolagenu a zaroven sniZzuje v daném Case
nadbytek kolagenu ve tkéni pozvolnym enzymatickym Stépenim jeho prebytkl. Vysledkem je
snizovani objemu jiz deponovaného kolagenu isniZzeni nové depozice kolagenu. Celkoveé
rozvolnéni tuhé fibrotické tkané tak podpofi standardni 1é¢bu bez nutnosti chirurgickych zasahd.

Predmétem predkladaného technického feseni je smes pro 1éCbu pes equinovarus, ktera sestava
z minoxidilu a matrixové metaloproteinazy MMP-2 (tj. enzymu ze skupiny Zelatinaz)., pficemz
matrixova metaloproteiniza MMP-2 ma sekvenci I: MYNFFPRKPK WDKNQITYRI
IGYTPDLDPE  TVDDAFARAF QVWSDVTPLR  FSRIHDGEAD  IMINFGRWEH
GDGYPFDGKD GLLAHAFAPG TGVGGDSHFD DDELWTLGEG QVVRVKYGNA
DGEYCKFPFL FNGKEYNSCT DTGRSDGFLW  CSTTYNFEKD GKYGFCPHEA
LFTMGGNAEG QPCKFPFRFQ GTSYDSCTTE GRTDGYRWCG TTEDYDRDKK
YGFCPETAMS TVGGNSEGAP CVFPFTFLGN KYESCTSAGR SDGKMWCATT
ANYDDDRKWG FCPDQGYSLF LVAAHEFGHA MGLEHSQDPG ALMAPIYTYT
KNFRLSQDDI KGIQELYGAS PDIDLGTGPT PTLGPVTPEI CKQDIVFDGI AQIRGEIFFF
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KDRFIWRTVT  PRDKPMGPLL VATFWPELPE KIDAVYEAPQ EEKAVFFAGN
EYWIYSASTL ERGYPKPLTS LGLPPDVQRV  DAAFNWSKNK  KTYIFAGDKF
WRYNEVKKKM DPGFPKLIAD AWNAIPDNLD AVVDLQGGGH SYFFKGAYYL
KLENQSLKSV KFGSIKSDWL GC,

a pticemz hmotnostni pomér minoxidilu ku MMP-2 je v rozmezi od 800 do 4200, s vyhodou od
1000 do 3200.

Minoxidil je 6-(1-piperidinyl)pyrimidin-2,4-diamin 3-oxid (CAS 38304-91-5), ktery ma vzorec 1.
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V jednom provedeni ma enzym ve smesi katalytickou aktivitu alespon 25 U/g, s vyhodou od 30 do
50 U/g.

V jednom provedeni obsahuje smés podle predkladaného technického feSeni dale rozpoustédlo,
vysledna smés je tedy roztok. Rozpoustédlem je typicky voda nebo fyziologicky roztok (0,9%
(w/w) vodny roztok chloridu sodného). Optimalni koncentrace minoxidilu v tomto roztoku je od
0,25 do 0,75 mM. Enzym ma optimalné koncentraci 50 ng/ml.

Smés podle predkladaného technického feSeni inhibuje bunécnou proliferaci v médiu piimo
umeérné zvysujici se koncentraci smési v médiu. Smés nepiisobi primarné cytotoxicky a jeji u€inek
je reverzibilni. Zasadnim aspektem je zpomaleni proliferace bun€k a produkce extracelularni
matrix za soucasného zachovani bunécné viability. Z naSich vysledkll pfi pouziti in vitro na
buiikach izolovanych ztkané postizené pes equinovarus vyplyva, Ze smés o koncentraci
minoxidilu 0,25 az 0,75 mM lze povazovat z hlediska tohoto aspektu za efektivni a zaroven
bezpecnou. Podavani vysSich koncentraci vyvolava témeér Uplné zastaveni bunécného rustu.
Signifikantni zmény v mnozstvi a strukturalnim slozeni kolagenu typu I v extracelularni matrix
produkované buiikami je mozné pozorovat jiz pii pouziti koncentrace 0,5 mM latky, a to jak pfi
kratkodobé, tak pii dlouhodobé kultivaci bunek.

Predmétem predkladaného technického tfeseni je dale farmaceuticky ptipravek, ktery obsahuje
smes pro 1écbu pes equinovarus podle predkladaného technického feseni a dale farmaceuticky
ptijatelnou piisadu. Farmaceuticky pftijatelnou piisadou mohou byt nosice, plniva, rozpoustédla,
latky zvysujici integritu, stabilizatory, konzervanty, antioxidanty, latky zvySujici rozpustnost.

Objasnéni vykresa

Obr. 1: Zpomaleni proliferace bun¢k kultivovanych dle Pikladu 1. Stav bun¢k v kultute po 3 dnech
kultivace v médiu obsahujici minoxidil (MXD) a smés obsahujici 0,5 mM minoxidil a enzym
MMP-2 (50 ng/ml) podle ptredkladaného technického feSeni (horni fada) a po dalSich 3 dnech
kultivace bez pfitomnosti sméesi podle predkladaného technického feSeni (spodni fada). Méftitko:
50 pm.
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Obr. 2: Zpomaleni metabolické aktivity bunék kultivovanych dle Ptikladu 1. Grafy zobrazuji efekt
koncentrace minoxidilu (2A) a smési obsahujici minoxidil a MMP-2 (2B) na viabilitu a proliferaci
bunék, stanovovany podle miry metabolické aktivity bun€k po 4 dnech kultivace.

Obr. 3: Inhibice depozice kolagenu po 8 dnech a 21 dnech kultivace s pfidavkem minoxidilu
a smesi obsahujici minoxidil a MMP-2 prostfednictvim dat z obrazové analyzy fluorescen¢nich
mikroskofotografii a hydroxyprolinové eseje dle Piikladu 2.

Obr. 4: Vizualizace zmén v mnozstvi kolagenu typu I prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie
po 8 dnech kultivace dle Prikladu 2. Mnozstvi kolagenu typu I (zeleny signal, horni fada) se
postupné snizuje se zvysujici koncentraci pfidaného minoxidilu (4A). Pfi pfidani smési obsahujici
minoxidil a MMP-2 podle piedkladaného technického fesenti je tento efekt posilen (4B). Dokladem
nizké toxicity smesi je neproporcionalni pomér kolagenu typu I (zeleny signal) vici poctu bunck
(modry signal, spodni fada, obrazky slouceny s horni fadou). Méritko: 200 um.

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Materialy a metody

Lidska matrixovd metaloproteiniza MMP-2 o sekvenci I MYNFFPRKPK WDKNQITYRI
IGYTPDLDPE = TVDDAFARAF QVWSDVTPLR  FSRIHDGEAD IMINFGRWEH
GDGYPFDGKD GLLAHAFAPG TGVGGDSHFD DDELWTLGEG QVVRVKYGNA
DGEYCKFPFL  FNGKEYNSCT DTGRSDGFLW  CSTTYNFEKD GKYGFCPHEA
LFTMGGNAEG QPCKFPFRFQ GTSYDSCTTE GRTDGYRWCG TTEDYDRDKK
YGFCPETAMS TVGGNSEGAP CVFPFTFLGN KYESCTSAGR SDGKMWCATT
ANYDDDRKWG FCPDQGYSLF LVAAHEFGHA MGLEHSQDPG ALMAPIYTYT
KNFRLSQDDI KGIQELYGAS PDIDLGTGPT PTLGPVTPEI CKQDIVFDGI AQIRGEIFFF
KDRFIWRTVT  PRDKPMGPLL VATFWPELPE KIDAVYEAPQ EEKAVFFAGN
EYWIYSASTL ERGYPKPLTS LGLPPDVQRV  DAAFNWSKNK  KTYIFAGDKF
WRYNEVKKKM DPGFPKLIAD AWNAIPDNLD AVVDLQGGGH SYFFKGAYYL
KLENQSLKSV KFGSIKSDWL GC byla ziskdna postupem rekombinantni produkce exprimaci
v E. coli. Lidskou matrixovou metaloproteinazu MMP-2 se stejnymi UCinky je mozné ziskat
v ¢istoté > 98% od komercniho producenta jako standardizovany produkt Merck — Sigma Aldrich
¢. SRP3118. Minoxidil byl ziskdn v cCistot€ >99 % od komeréniho producenta jako
standardizovany produkt Merck — Sigma Aldrich ¢. M4145.

Priklad 1: Zpomaleni proliferace bunék produkujicich kolagen

Bunky (fibroblasty) produkujici kolagen, odebrané z tkané pes equinovarus, byly kultivovany
v médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s ptidavkem 10% fetalniho bovinniho séra
a smesi podle predkladaného technického feseni ve 4 riznych testech o 5 riznych koncentracich
minoxidilu, ato 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM a2 mM (dodavatel Cinidel firma Sigma),
a koncentraci enzymu MMP-2 20 az 50 ng/ml.

Zvysujici se koncentrace minoxidilu a smési obsahujici minoxidil a MMP-2 v médiu zptsobuji
zpomaleni proliferace bun€k i jejich metabolické aktivity, pfiCemz pii pouziti nejvySSich
koncentraci minoxidilu dochazi témér az k zastaveni bunécné proliferace, viz Obr. 1 a Obr. 2.
Tento efekt je vSak reverzibilni, viz Obr. 1 (spodni fada). Pro analyzu dat hodnoceni metabolické
aktivity bylo pracovano s primérem naméfenych hodnot a standardni chybou priméru (SEM).
Statisticka signifikance v porovnani ke kontrole kultivované bez pfidavku minoxidilu ¢i smési
minoxidilu a enzymu podle predkladaného technického teseni (vehikularni kontrola): *** p<0,001,
** p<0,01.
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Ptiklad 2: Inhibice depozice kolagenu

Bunky péstované podle Ptikladu 1. Mnozstvi kolagenu typu I vytvoieného buiikami po kratkodobé
kultivaci s pfidavky minoxidilu a smési obsahujici minoxidil a MMP-2 podle predkladaného
technického teSeni (8 dni kultivace pfi teploté 37 °C, s vlhkosti atmosféry cca 95% as 5%
koncentraci oxidu uhli¢itého) bylo stanoveno pomoci imunofluorescencni mikroskopie (znaceni
kolagenu typul) jako procento plochy fluorescenéniho signalu na mikrofotografiich,
normalizovaného na pocet bunék na prislunych mikrofotografiich. Uginky pii dlouhodobé
kultivaci (21 dni) byly stanovovany pomoci hydroxyprolinové eseje (standardizovany produkt
Merck, ¢. MAKO0O08-1KT), ktera je bézné pouzivana pro piimou kvantifikaci nativniho kolagenu
ve vzorku, a oveéfeny pomoci konfokalni mikroskopie (generovani signalu druhé harmonické —
SHG). Bylo zjisténo, Ze zmény v mnozstvi a strukturdlnim slozeni kolagenu typu I v extracelularni
matrix produkované buiikami je mozné pozorovat jiz pfi pouziti koncentrace minoxidilu ve smeési
od 0,25 mM, ato jak pii kratkodobé, tak pti dlouhodobé kultivaci bun¢k. Pro analyzu dat bylo
pracovano s medianem hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil), minimem a maximem. Statisticka
signifikance v porovnani ke kontrole kultivované bez pfidavku minoxidilu a smési obsahujici
minoxidil a MMP-2 podle predkladaného technického feseni (kontrola): *** p<0,001. Depozice
kolagenu po 8 dnech (kratkodoba) a 21 dnech (dlouhodobd) je znazornéna na Obr. 3.

Mnozstvi kolagenu typu I vizualizovaného na mikrofotografiich z fluorescenéniho mikroskopu
(zeleny signal, horni fada) se postupné snizuje se zvysujici koncentraci pfidaného minoxidilu
(Obr. 4A). Pti pridani smesi obsahujici minoxidil a enzym podle predkladaného technického feseni
je tento efekt posilen (Obr. 4B). Dokladem nizké toxicity smési je neproporcionalni pomér
kolagenu typu I (zeleny signal) vii¢i poctu bunék (modry signal, spodni fada, slouc¢ené obrazky).

Ptiklad 3: Rozvolnéni tkane odpovidajici tkani pes equinovarus

Zvoleni optimalni koncentrace degrada¢niho enzymu MMP-2 a zaroven jeho schopnost pronikat
do tkané je zcela zasadni z hlediska bezpecnosti budouci aplikace této latky pro 1€kaiské ucely. Pro
test rozvolnéni tkané pomoci MMP-2 byla na zaklad¢ piedchozich vysledkt vybrana koncentrace
50 ng/ml (250 pl enzymu na 100 mg tkan¢). Rozvolnéni tkan¢€ bylo hodnoceno pomoci stanoveni
mnozstvi kolagenu uvolnéného do media, prinik enzymu do tkané¢ pak pomoci SHG signalu
kolagennich vlaken v rizné hloubce tkané.

Test probihal simultanné ve dvou rezimech, ve statickém a dynamickém systému, pficemz
dynamicky systém vice odpovida redlné situaci v tkani pes equinovarus, ktera je mechanicky
zat€Zzovana. Z divodu nutnosti homogenity vzorku byla pro tento pokus pouzita lidska tkan
kloubniho pouzdra z ky¢le. Tkan byla uchycena v pfistroji Strex Cell Stretching system (firma
STREX, Japonsko) pomoci specialniho drzédku podle vlastniho navrhu a chirurgickych niti,
a kultivovana po dobu 24 h v mediu DMEM s pfidavkem MMP-2 (50 ng/ml DMEM, dodavatel
¢inidel firma Sigma). V dynamickém systému byla tkan mechanicky zatizena natahovanim o 6,7 %
délky pfi frekvenci 0,5 Hz. Pro porovnani mechanického vlivu na prinik enzymu do tkan€ byly
vzorky simultdnné inkubovany staticky.

Po 24 hodinach byly tkdn€¢ zmrazeny, nakrajeny na tenké fezy v hloubce 60, 240, 300, 420, 480,
900 um a v jednotlivych rovinach byl nasnimén SHG signal. Obrazové analyza SHG signalu je
uvedena v Tabulce 1.



Tabulka 1
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Obrazova analyza SHG signalu

o | kg sy | Mechaniek
60 0,9892 + 0,0080 0,6297 +0,1814
240 0,9845 + 00,0063 0,8412 + 0,1095
300 0,9863 + 0,0000 0,9160 + 0,0568
420 0,9665 +£0,0114 0,9591 £ 0,0360
480 0,9650 +0,0311 0,9629 + 0,0071
900 0,9899 + 0,0043 0,9486 + 0,0329

Pomoci obrazové analyzy byla stanovena velikost plochy zaujimané kolagennimi vlakny na
celkovou plochu mikrofotografie. Zaroven bylo pomoci hydroxyprolinové eseje stanoveno
mnozstvi kolagenu uvolnéného z tkdn€ do media béhem kultivace (Tabulka 2). Pro analyzu dat
obrazové analyzy SHG signalu ipro stanoveni hydroxyprolinu bylo pracovano s primérem
naméfenych hodnot a smérodatnou odchylkou (SD).

Tabulka 2

Mnozstvi uvolnéného kolagenu (hydroxyprolinova esej)

Staticky stav

Mechanicka stimulace

Hydroxyprolin (ug/ml)

2,2432 +0,2432

3,9166 + 0,1209

Pti zvolené koncentraci MMP-2 nedoslo k nezadoucimu rozpadu tkang pii statické ani dynamické
kultivaci. Vétsi prunik do tkané i vyss$i mnozstvi uvolnéného kolagenu byly naméteny v ptipadé

dynamického zatéZovani tkan€.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Smés pro lécbu pes equinovarus, vyzna€ena tim, Ze sestava z minoxidilu a enzymu matrixové
metaloproteinazy MMP-2,

pri¢emz tato matrixova metaloproteinaza MMP-2 ma sekvenci I: MYNFFPRKPK WDKNQITYRI
IGYTPDLDPE = TVDDAFARAF QVWSDVTPLR  FSRIHDGEAD IMINFGRWEH
GDGYPFDGKD GLLAHAFAPG TGVGGDSHFD DDELWTLGEG QVVRVKYGNA
DGEYCKFPFL FNGKEYNSCT DTGRSDGFLW  CSTTYNFEKD GKYGFCPHEA
LFTMGGNAEG QPCKFPFRFQ GTSYDSCTTE GRTDGYRWCG TTEDYDRDKK
YGFCPETAMS TVGGNSEGAP CVFPFTFLGN KYESCTSAGR SDGKMWCATT
ANYDDDRKWG FCPDQGYSLF LVAAHEFGHA MGLEHSQDPG ALMAPIYTYT
KNFRLSQDDI KGIQELYGAS PDIDLGTGPT PTLGPVTPEI CKQDIVFDGI AQIRGEIFFF
KDRFIWRTVT  PRDKPMGPLL VATFWPELPE KIDAVYEAPQ EEKAVFFAGN
EYWIYSASTL ERGYPKPLTS LGLPPDVQRV  DAAFNWSKNK  KTYIFAGDKF
WRYNEVKKKM DPGFPKLIAD AWNAIPDNLD AVVDLQGGGH SYFFKGAYYL
KLENQSLKSV KFGSIKSDWL GC,

a pticemz hmotnostni pomér minoxidilu ku MMP-2 je v rozmezi od 800 do 4200, s vyhodou od
1000 do 3200.

2. Smg¢s podle naroku 1, vyznaena tim, Ze enzym ma katalytickou aktivitu alespon 25 U/g.

3.  Smes podle kteréhokoliv z predchozich narokli 1 nebo 2, vyznacena tim, ze déle obsahuje
rozpoustédlo, vybrané ze skupiny zahrnujici vodu a fyziologicky roztok, pfi¢emz koncentrace
minoxidilu je v rozmezi od 0,25 do 0,75 mM.

4. Smés podle naroku 3, vyznacena tim, Ze enzym ma koncentraci 50 ng/ml.

5. Farmaceuticky ptipravek pro 1éCbu pes equinovarus, vyznaceny tim, Ze obsahuje smés podle
kteréhokoliv z ptfedchozich narokli 1 az 4 a dale farmaceuticky pfijatelnou piisadu.

3 strany sekvenci
+

3 vykresy
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SEQUENCE LISTING
<110> Fyziologicky dstav AV CR, v. w. i.
Nemocnice na Bulovce, Ortopedickd kKlinika

Masarvkova nemocnice, 0.2., Erajskd zdravotnl, &.:=.

<120 35mé&3 pro lédbu pes2 equinovarus a farmaceuticky pFfipravek ji
opzahujici

<130> TUM130%CZ00
<1le0> 1

<170> PatentIn wversion 3.5

<210 1
«<211> 553
<212» FPRT

<213> E. coli
<400> 1

Ile Met Tyr Asn Phe Phe Pro &Zrg Lys Fro Lys Trp &Zs=sp Lys Bsn Gln
1 L 10 15

Ile Thr Tyr Arg Ile Ile Gly Tyr Thr Fro Asp Leu L=sp Pro Glu Thr

Val Rap Rsp Ala Phe RAla Arg Rla Phe Gln Val Trp Ser Asp Val Thr
35 40 45

Pro Leu Lrg Phe Ser Arg Ile His Asp Gly Glu &Ala L=p Ile Met Ile
50 5 &0

B=n Phe Gly Arg Trp Glu His Gly Asp Gly Tyr Pro Phe Asp Gly Lys
&5 70 75 ao

Azp Gly Leu Leu Als His Ala Phe Ala Pro Gly Thr Gly Val Gly Gly
ES 90 1)

Azp Ser His Phe Asp Asp Asp Glu Leu Trp Thr Len Gly Glu Gly Gln
100 105 110

Val WVal Arg Val Lys Tyr Gly Rsn Ala Asp Gly Glu Tyr Cys Lys Phe
115 120 25

Pro Phe Leu Phe RAan Gly Lys Glu Tyr Aan Ser Cys Thr Asp Thr Gly
130 135 120

BArg Ser L=zp Gly Phe Leu Trp Cys Ser Thr Thr Tyr L=n Phe Glu Lys



Thr

Trp

Cys

225

Pro

Thr

Ser

Glu

305

Thr

Leu

Thr

Leu

Tyr

&3n

Ser

Cys=

210

Pro

Cys

Ser

Tyr

a0

%]

His

Lys=s

Iyr

Len

Gly
370

e Ile

Val

Glu

Ela

Tyr

185

Gly

Glu

Val

Lla

Lap

273

Fhe

Ser

L=n

Gly

w0y
L B
[N
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