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Vyroba lé¢iv zaloZena na dohodach UOCHB
CSAYV - Ferring AB

Licen¢nimi dohodami, zminénymi v predchazejicich
sdélenich'?, ziskala v priibéhu 70. a 80. let od Ustavu or-
ganické chemie a biochemie Ceskoslovenské akademie
véd (UOCHB CSAV) §védska farmaceuticka firma Fer-
ring AB Malmé prava na vyrobu fady analogli a na jejich
distribuci na svétovém trhu mimo staty sdruzené¢ v RVHP
(zkratka pro Radu vzajemné hospodaiské pomoci)®. Tri
z nich nalezly pouziti jako Gspésné 1éky.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginin vasopressin
(Desmopressin)

Design tohoto analogu, jimz zapocala spoluprace
UOCHB s Ferringem'?, vychazel ze stardich znamych
faktdl o vlivech vypusténi N-terminalni aminoskupiny
a D-enantiomerni substituci v pozici 8 na antidiuretickou
a vasopressorickou aktivitu u peptidi vasopressinového
typu. 1-Deamino-L-arginin-vasopressin (dAVP) popsali
v jiz roce 1966 Huguenin a Boissonnas (SANDOZ S.A.,
Basel)® a pozdgji (1974) Sawyer se spolupracovniky®; ob&
laboratote nalezly shodné antidiuretické (1300 a 1390 IU/mg)
a vasopressorické (370 IU/mg) aktivity® proti ptivodnimu
L-arginin-vasopressinu, tedy podstatné zvyseny antidiure-
ticky ucinek pii stejné vasopressorické aktivité. Substituce
D-argininem v poloze 8 arginin-vasopressinu vedla sice
k mirnému snizeni antidiuretické aktivity (z 332 na 257
[U/mg (cit.%), resp. 114 IU/mg (cit.%)), ale zaroveii k pod-
statnému poklesu aktivity vasopressorické (mezi 1,1 a 4,1
IU/mg). Kombinace obou naznacovala, ze by mohlo jit
o zajimavy peptid pro substituéni terapii neurogenni formy
Ziznivky® (diabetes insipidus). Piesto, Ze kumulace struk-
turnich modifikaci v individudlnich peptidech obvykle
nevede k pfedpokladané kumulaci aktivit spojenych
s témito modifikacemi, povéfil feditel UOCHB Frantisek
Sorm skupinu Milana Zaorala, aby peptid s kombinacemi
obou strukturnich zmén syntetizovala’. Vysledek byl vice
nez piekvapivy. Jiz v prvnich antidiuretickych testech
provedenych farmakologickou skupinou UOCHB vykazo-
val kombinovany peptid ve srovnani s 8-L-arginin-vaso-
pressinem (AVP) antidiuretickou aktivitu nejméné padesa-
tindsobné vyssi, aktivitu vasopressorickou testovanou sku-
pinou Ivana Krejéiho z Vyzkumného ustavu piirodnich
1é¢iv® mendi néz 3 %. Standardni farmakologické testy
antidiuretické aktivity nejsou pii tak velkych rozdilech
mezi standardem a testovanym peptidem jednoznacné

*+15.7.2021. Nekrolog dr. Flegela viz Drasar P.: Chem. Listy /15, 575 (2021).

 Po likvidaci RVHP poc¢atkem 90. let bylo toto omezeni bezpfedmétné a firma FERRING rozsifila ¢innost celosvétove.

® Mezinarodni jednotka (IU) oxytocinu je nové definovana jako uterotonicka aktivita 1,68 ug mezinarodniho standardu
NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control); viz https://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575.pdf.
V piepoétu: 1 mg (nového) mezinarodniho standardu (ca. 10~° mol oxytocinu) = 595 IU. Stary standard (lyofilizované ho-
vézi neurohypofyzy) uvadél 500 IU.

¢ U klinickych ptipadt popsanych v tehdejsich sdélenich §lo velmi pravdépodobné o neurogenni (centralni) formu Ziznivky
(d.i. centralis). U jeji renalni formy (d.i. renalis), nezavislé na plasmatické koncentraci vasopressinu, jde zpravidla o mutaci
genu vasopressinového receptoru V2R ¢i jeho celularni signalni drahy.

4 Pozdg&ji Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii (VUFB); na testovani se podilela Laboratof endokrinologie III. interni
kliniky vSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

¢ Prepoéteno z dat ve zmin&nych publikacich. Data z VUFB pro anestetizovanou krysu jsou vztazeny na tehdejsi mezina-
rodni standard, pituitrin (extrakt z hovézi neurohypofyzy), po pepoctu ~31 560 [U/mg; v pokusech na neanestetizovanych
krysach (standard: synteticky 8-lysin-vasopressin — LVP) ~25 000 az 50 000 ITU/mg.
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a dostate¢né spolehlivé®: jednotlivé laboratofe udavaly
hodnoty pro dDAVP mezi 870 IU/mg (cit.”) a zhruba 50
000 TU/mg (cit.”'%)* . Hodnotu dolni meze, pozdg&ji znovu
citovanou’, uvadéji autofi prvni (pedbézné) publikace®,
aniz zminuji podstatn€ vysSi aktivity nalezené v tehdy
dosud neukong&enych testech z UOCHB. Tyto pozoruhod-
né diskrepance lze snad Ccasteéné vysvétlit citlivosti
dDAVP na i pomérné malé rozdily v pouzitych testech,
pfedevS§im vsak pouzitim casto zcela rozdilnych testil
a vneposledni fadé nejednotnou numerickou formulaci
aktivit. Udaje antidiuretickych aktivit z jednotlivych labo-
ratofi pochézeji z testll na neastetizovanych krysach hydra-
tovanych jednordzovou peroralni davkou izotonického
hydrata¢niho media'' (s 1-2 % ethanolu, nebo bez alkoho-
lu), nebo krys s trvale udrzovanou hydrataci odpovidajici
8-10 % t&lesné vahy zvifete'>'". Antidiureticky efekt je
vztazen na celkovy objem ¢i vahu vylou¢ené moci, tedy
veli¢inu definovanou ve farmakologickych méfenich jako
AUC (area-under-the curve), hodnotu Casového integralu
diuretické krivky. V pripad¢, kdy aktivita je definovana
jako podil k danému standardu (zde tedy AVP), musi AUC
byt vztazen na definovanou &asovou limitu'. Neni-li tomu
tak, postrada konecny udaj spolehlivou srovnavaci hodno-
tu. (Tak je tomu napf. u nékterych vy3e citovanych dat'®).

Referat

V ptipad¢ nerovnobéznych zavislosti davka-ucinek je tu-
diz pojem relativni specifické aktivity neadekvatni
a dovoluje jen srovnani ekvipotentnich davek (davek dvou
latek piisobicich stejny ucinek) na riznych Grovnich G¢inku.

Obr. 1 znazoriiuje spektrum publikovanych antidiure-
tickych a  vasopressorickych  aktivit jednotlivych
-mezistupni*“ vyvoje dADAVP a zaroven i index preference
pro antiduretickou aktivitu (Cisla mezi svislymi Sipkami),
zde ad hoc definovany jako produkt poméru antidiuretic-
ka/vasopressoricka aktivita x relativni antidiureticka akti-
vita. Jeho vysoké hodnoty pro uddvané meze antidiuretic-
ké aktivity dokumentuji jeho pfednost mezi analogy poten-
cidln€ pouzitelné v substitucni terapii Ziznivky.

Pokud jde o délku trvani u¢inki dDAVP: prodlouze-
ny ucinek byl jeden z parametru, ktery byl jiz od planova-
né syntézy predpokladan a pozadovan. Autofi prvni klinic-
ké publikace'® udavaji pro dDAVP 12,75krat pomalejsi
eliminaci G¢inku ve srovnani s pituitarnim standardem (tj.
AVP), coz by svédcilo o vysoké metabolické stabilit¢ ana-
logu v cilovych tkénich. Jejich Udaje (obr. 1 v citované
publikaci) vsak svéd¢i o tom, Ze neslo o kinetickou analy-
zu a udavana vysoka charakteristika perzistence neni dve-
ryhodna. Srovnani smérnic linearnich ¢asti zavislosti dav-
ka-uginek'* naznaGuje piiblizny index perzistence L)
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Obr. 1. Schéma designu dDAVP predpokladajiciho kumulaci poZadovanych aktivit peptidii s izolovanou strukturni zménou. Anti-
diureticka (krouzky) a vasopresoricka (Ctverce) aktivita analogll arginin-vasopressinu (AVP), deamino-arginin-vasopressinu (dAVP),
D-arginin-vasopressinu (DAVP) a kombinovaného peptidu deamino-p-arginin-vasopressinu (dDAVP, ¢erné symboly). Rozdily obou
aktivit jsou oznacCeny svislymi teCkovanymi spoji, ¢isla mezi nimi udavaji ,,ad hoc index preference® pro antiduretickou aktivitu: produkt
poméru antidiuretickd/vasopresorickd aktivita x relativni antidiuretickd aktivita (analog/AVP). Dva udaje antidiuretickych aktivit pro
dDAVP odpovidaji rozdilnym tidajim z riznych zucastnénych laboratofi, pouzivajicich Casto rozdilné antidiuretické testy (viz text); nizsi
hodnota se vztahuje k extrapolované (prahové) davce peptidu, specificka aktivita pro vyssi davky'® neni jednoznaéné definovana (x ozna-
Cuje pfibliznou horni hranici dat uvadénych v literatuie). Schéma naznacuje, ze v piipadé¢ dDAVP byl piedpoklad kumulace strukturnich
modifikaci v riiznych polohach peptidového fetézce do znaéné miry splnén. Pro srovnani jsou uvedeny aktivity dCDAVP (Sedé symboly;
viz text). Antidiureticka aktivita (2200 TU) byla testovéna na neanastetisované kryse®'; jeji hodnota v testu (krysa v ethanolové narkéze) je
podle autorl velmi vysoka a standardni metodou neméfitelna. Index preference je tudiz ve srovnani s dDAVP mnohem vyssi.
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vmezich 2,5 a3,9. Rovnéz udaje polocasu diurézy
v nasledujici publikaci® dovoluji hruby Gdaj inexu perzis-
tence (pouZitim napf. pfepoftu podle Kimury
a Yokoyamy'), v disledku volby neadekvatnich experi-
mentalnich podminek vSak neumoziuji detailni analyzu.
Nicméné, pfepocet naznacuje I, =~2, tedy hodnotu bliz-
kou predpokladu. Ackoliv v pracich T. Bartha a jeho sku-
piny na UOCHB byla kineticka analyza riznych fad neu-
rohypofyzarnich peptidi provadéna velmi dukladné,
dDAVP do téchto studii zahrnut nebyl. ZvySenou perzis-
tenci a s ni spojeny prodlouzeny ucinek je patrné spojen
s hydrolyzou N-termindlni peptidové vazby (cystein-
tyrosin), kterd v analogickych ptipadech vede k dvoj- az
¢tyinasobnému zvyseni indexu perzistence. Udavané ex-
trémni hodnoty perzistence v citované publikaci'® jsou

United States Patent
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tedy patrné dusledkem piedavkovani tohoto velmi Géinné-
ho antidiuretika v citovanych pokusech.

Terapeuticky potencial dDAVP byl ovSsem rychle
odhadnut a substance sama byla kryta americkym paten-
tem'® (US 3,497,491; Feb. 24, 1970; obr. 2). Eventudlni
dalsi patenty se tedy mohly tykat pouze produkéniho po-
stupu, pfipadné novych aplikaci. V tomto sméru mél Fer-
ring v dobé udéleni patentu jiz vybudovanou potiebnou
infrastrukturu a licen¢ni podminky byly tudiz pro ob¢ stra-
ny — CSAV a Ferring — vyhodné. Licenéni dohoda mezi
Ceskoslovenskou akademii vé&d (podpis na dohodg:
K. Friml, Secretary General), Poly‘technouf (dva necitelné
podpisy) a Ferringem (S. Matarasso, Managing Director;
J. Mulder, Research Director) byla uzaviena v Praze v roce
1971.

3,497,491
Patented Feb. 24, 1970

Office

1

497,491

1-DEAMINO-8-D. ARGININE VASOPRESSIN
Milan Zaoral, Ivan Vavra, Alena Machova, and Frantisek
Sorm, l’tague. Czechoslovakia, gnors to Cesko-

slovenska Akademie Ved., Prague, Czechoslovakia
No Drawing. Filed Sept. 14, 1967, Ser. No. 667,679

Claims priority, application Czechoslovnkm,

Sept. 15, 1966, 5,996/66
Int. Cl. C07¢ 103/52 A61k 17/00; CO7d 93/36

U.S. CL 260—112.5 1 Clail

ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

Mep-Tyr-Pbe-Gln-Asa-Cys-Pro-D-Arg-Gly-NH;
il S R e e 8 9 I
wherein Mep is g-mercaptopropionic acid (Mep) at posi-
tion 1 and D-arginine is at position 8.
The compound of the invention has a high and specific
antidiuretic action.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Compounds exhibiting a high and specific antidiuretic
activity are important in the therapy of diabetes insipidus.
Such compounds are well known and represent structural
modifications of the vasopressin molecule. The most suit-
able properties have been observed in the case of 1-de-
amino-Phe?-Args-vasopressin (cf. the table below).

SUMMARY OF THE INVENTION
It is an object of the present invention to provide for

an antidiuretic that has a higher degree of activity and |
is more specific in its action than the just named vasopres- *

sin compound.
This is accomplished by a polypeptide of *
mula ¥

10

—

20

25

30

2

which latter is then oxidized, preferably with potassmum
ferricyanide in an aqueous solution at pH 6.5-7 to give
the polypeptide of Formula I.

The protected octapeptide derivative of Formula II can
also be obtained by other procedures such as are conven-
tional in the preparation of polypeptides. The compound
II may be thus prepared by a stepwise synthesis starting
with the amino terminal group as well as the carboxylic
terminal group, or by coupling of polypeptides containing
the partial amino acid sequences of the final polypeptide
of Formula I. The temporary protection of the amino
groups, mercapto (sulfhydryl) groups and of the guani-
dine group may be performed by means of substituents
that are conventional in the synthetic chemistry of poly-

5 peptides. E.g., a t-butyloxycarbonyl, o-nitrophenylsulfenyl

or trityl group can be used for blocking of the amino
groups, a trityl, benzoyl, or benzylthiomethyl group for
the protection of the sulfhydryl function, and a tosyl or
benzyloxycarbonyl group for the protection of the guani-
dine group.

The protective groups are then removed in the usual
manner in one stage or successively. Oxidation of the re-
duced form of the polypeptide of Formula ITI to the cyclic
rolypeptide of Formula I may be accomplished by meth-
ods known per se, for instance, in an aqueous solution or
in a mixture of water and solvents miscible with water.

Preferably, the following method is used. Condensation
of g-benzylmercaptopropionyl chloride with tyrosine meth-
yl ester leads to the so far unreported g-benzylmercapto-
propionyl-L-tyrosine methyl ester. By the action of hydra-
zine hydrate, the latter compound is converted to the so
far likewise unreported hydrazide and is then coupled
with L-phcnylalanmc methyl ester. The resulting dipeptide
ester derivative is condensed, anmn |n the form of tha
azide, with L-glutaminyl-L-acnn~=snias »
methyl -~

Obr. 2. U.S. patent chranici dDAVP jako substanci a piivodni postup jeji syntézy, anor 1970

"Polytechna (dnes: Polytechna Consulting, a.s.) byl statni podnik zahraniéniho obchodu, ktery zprostfedkovaval téZ vimén-

né zdravotnické sluzby, véetné lidské sily v zahranic¢

i. Jeden z autorii (A.P.) upozorfiuje na udaje kolegti-1ékait, ktefi zpro-

sttedkovanim Polytechny odjizdéli pracovat napt. na Maltu nebo do severni Afriky: Polytechna si pfivlastiovala velkou
¢ast jejich vydelkt. Na druhé stran€ bylo znamo, ze ten, kdo vyjel prostfednictvim Polytechny, byl podeziely ze spoluprace

s vladnimi a stranickymi $pionaznimi slozkami (KSC a STB).
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Klinické vyuziti dDAVP bylo pak v druhé poloviné
70. let rozsiteno o hematologické aplikace, vychazejici ze
studii o hemostatickém Uc¢inku vasoaktivnich peptidi.
Cash a spol.17 (Regional Blood Transfusion Centre, Royal
Infimary, Edinburgh) poukazali na zvySené vyplavovani
aktivatoru plasminogenu a koagulac¢niho faktoru VIII po
intravendzni aplikaci neurohypofyzarnich hormond vaso-
pressinového typu, véetné dDAVP. Pozdégji rozsitili tuto
studii o dalsi zajimava analoga'®. Pozoruhodn& vysokou
hemostatickou aktivitu nalezli u 6-karba-analogu dDAVP
(dCDAVP); naproti tomu zcela neti¢inny byl 8-arginin-
vasotocin. Pouziti dDAVP ke zvySeni koncentrace faktoru
VIII u pacientt s leh¢i formou hemofilie A, von Willebran-
dova-Jiirgensova syndromu a trombocytarnich dysfunkcich
popsal pak hematolog Pier Mannuccio Mannucci
z mildnské univerzity se spolupracovniky'®*. Prevalence
téchto poruch hemostaze, zpravidla dédicnych, je zjevné
vy$¥i nez prevalence diabetes insipidus; dDAVP (Minirin®
Ferring, Desmopressin INN) nalezl tak SirSi uplatnéni pfi
akutnich leh¢ich spontdnnich krvacenich a pfi mensich
chirurgickych zéasazich (ku piikladu ve stomatologii)®. To
vSe velice podstatné zvysilo vyznam licence, kterou Fer-
ring dohodou s UOCHB ziskal.

Ptipad dDAVP zaroven demonstruje casté rozdily
v uplnosti farmakologickych a klinickych dat. Zatimco
klinickd dokumentace dDAVP je obsahla a detailni, spo-
lehlivé farmakologické udaje jsou nedostatecné. Ne zcela
vysvétlitelné jsou zminéné rozpory v udajich aktivit mezi
jednotlivymi laboratofemi, chybéjici farmakokineticka
data a ostatné i doklad o tom, ze dDAVP piedstavuje pro
klinické ucely optimalni volbu ve skupiné analogt s velmi
podobnym spektrem aktivit. Publikovana data naznacuji,
ze pro stejné terapeutické aplikace by takovym mohl byt
ku pfikladu pozd&ji syntetizovany karba-6-analog
dDAVP?, 1-deamino-8-p-arginin-6-karba-vasopressin
(dCDAVP, obr. 1). S ohledem na uspéch, ktery dDAVP
v klinickém pouziti doznal, neni ovSem tato akademicka
kritika zcela podstatna.

Triglycyl-8-lysin-vasopressin (Terlipressin)

V podateéni  fazi licen¢nich dohod UOCHB
s Ferringem figurovala vedle dDAVP také skupina analo-
gl neurohypofyzarnich hormont s prodlouzenym peptido-
vym fetézcem na N*-koncové aminoskuping, pro néz se
ujalo (ptivodné pracovni) oznaceni ,,hormonogeny“*. Je-
jich syntéza byla motivovana ptedstavou, Ze prevladajici
inaktivaéni proces oxytocinu a vasopressinu vznika Stépe-
nim peptidové vazby mezi 1-hemicystinem a 2-tyrosinem
aminopeptidasami, patrné enzymem  leucin-amino-
peptidasového typu?. Od prodlouzeni N-konce amidopep-
tidasami Stépitelnou aminokyselinou ¢i kratkym peptido-
vym fetézcem se o¢ekavalo postupné (a docasné) uvolio-
vani aktivniho hormonu a tudiz prodlouzeni piislusného
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biologického uéinku in vivo®*. Tento predpokladany me-
chanismus byl postupné potvrzen syntézou fady analogl
8-lysin-vasopressinu®**2’ a oxytocinu®?*’ s vyrazn& pro-
dlouzenymi U€inky antidiuretickymi, vasopresorickymi
a uterotonickymi, sindexem perzistence I, mezi 1 (pro
lehce Stépitelné aminoacidové substituenty — leucin, tyro-
sin) az 5. N%(Gly)s-[Cys',Lys*]vasopressin, jehoz stand-
ardni biologické aktivity na kryse jsou sice nizké
(antidiureticka 2,7, vasopressoricka 2,1 IU/pmol, t.j. ko-
lem 0,5 % aktivit lysin-vasopressinu), index perzistence
ale vysoky (I, = 5), naznacoval ve farmakologickych tes-
tech moZnost klinického vyuziti jako vasokonstri¢niho spaz-
molytika zvySujiciho periferni vaskularni rezistenci pfi hrozi-
cim hemoragickém Soku. Prodlouzeny terapeuticky tcinek je
vyhodou piedevsim v akutnich stavech ezofagealnim a jiném
gastrointestinilnim krvaceni®, traumatickém a septickém
$oku, u cirhotickych pacienti s portalni hypertensi®' a's tzv.
hepatorenalnim syndromem®. (Struény piehled klinického
pouziti publikovali v roce 2004 Kam a spol.*?).

Analoga 8-lysin-vasopressinu acylované glycinovymi
peptidy na N-koncové aminoskupiné byly pGvodné chra-
nény Ceskoslovenskym patentem CS 4,399/64 (1.8.1964),
pozdéji patenty v dalSich zemich véetné Spojenych statd
(US 3,558,590, July 30,1968). Patenty kryji, velmi obecné,
derivaty lysin-vasopressinu N-acetylované ,kratkymi pep-
tidy obsahujicimi glycin®, tedy rozsahlou skupinu peptidi
véetné meziproduktli jejich syntézy uvadéné spolu
s diglycyl- a triglycyl-analogem jako piiklady. Licenci na
jejich produkei ziskal Ferring jiz v prvni fazi spoluprace
s UOCHB a registroval druhy z nich pod nazvem Terli-
pressin (INN, Glypressin®). Z &etnych publikaci po roce
1974 1ze vyvodit jeho rychlé rozsifeni v ¢etnych klinikach,
i kdyZ v omezeném rozsahu aplikaci.

V klinickém zkouSeni byla také ptipadnd moznost
pouziti triglycyl-vasopressinu jako kontraceptiva. Tento
peptid hormonogenového typu ma znacné protrahovany
presoricky ucinek a nizky, vasopressinu podobny uteroto-
nicky efekt. Pfedpokladalo se, ze peptid béhem 1. trimestru
téhotenstvi zpusobuje kontrakéni ¢innost hladké svaloviny
dé€lohy a tim smrt plodu. OdhliZeje od etické stranky testo-
véani podobnych hypotéz, narazi zde fyziologicky vyzkum
na témét nepickonatelné potize: pribéh decidualizace
a struktura placenty jsou u jednotlivych savci zasadné
odlisné a tudiz data ziskana v pokusech na zvifeti nelze
v tomto specifickém pfipadé v humanni mediciné pouzit.
Pokud je ndm zndmo, dalsi kroky v tomto sméru nebyly
podniknuty.

Carbetocin: veterindarni a humadnni uterotonikum

Motivace syntézy a farmakologické zavéry

Carbetocin (INN)", deaminokarba'-2-O-methyltyrosin-
oxytocin, dnes rozsifené uterotonikum, byl syntetizovan

€ Pro zajimavost: dDAVP pronikl, byt epizodicky, i do soudasné anglické beletrie; viz Barbara Vine: The Blood Doctor,

Viking — Penguin Random House, London 2002.
" Generikum pod nazvem DURATOCIN®
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pred rokem 1971 v laboratofi Karla Josta v rimci vyzkumu
potencialnich  antagonisti  oxytocinu. OhlaSen byl
k patentovani v Ceskoslovensku v tmoru 1971; udéleni ¢s.
patentu (CS-149028 B1; 15. 6. 1973)** nasledovalo
v ¢ervnu 1973. Jak je zfejmé, neslo o ochranu latky samot-
né — to nebylo v Ceskoslovenském patentnim fizeni t€ doby
piipustné, nybrz o postup jeji ptripravy. Blizsi popis tehdy
pouzité syntézy spolu s tdaji o biologickych aktivitach byl
popsan v roce 1974 v publikaci o fyzikalné-chemickych
vlastnostech karba-analogii oxytocinu®®. Tato publikace
poprvé zahrnujici téz carbetocin je z ruznych hledisek
pozoruhodna, uvedené biologické aktivity carbetocinu
(zminéné spiSe na okraj) nevzbudily vSak z farmako-
logického hlediska zvlastni pozornost: uterotonicka aktivi-
ta v pokuse na krysi déloze byla zhruba 3,5 % (ex vivo)
a 7 % (in vivo) aktivity oxytocinu; vyrazny antagonismus
ex vivo zprvu prokazan nebyl. Byl vSak dokumentovan
v pozd¢jsich pokusech na izolovanych bunéénych mem-
branach krysiho myometria®®. Stejna studie prokazala, Ze
jde o parcialniho agonistu oxytocinu (maximalni kontrakce
délohy ex vivo dosahla 50 % kontrakce inicializované oxy-
tocinem), patrné v diasledku inhibice ¢asti oxytocinovych
receptort carbetocinem samotnym a jeho postupné vznika-
jicimi metabolity (tab. I, obr. 3). Inhibici oxytocinu in vivo
a s ni spojeny tokolyticky uc¢inek nebylo tudiz mozné pted-
pokladat, peptid vykazoval zhruba 10% nizsi uterotonickou
aktivitu oxytocinu (viz tab. I). PoloCas uterotonického
ucinku in vivo u krysy je relativné k oxytocinu
n&kolikanasobn& del§i’’ (pomér rychlostnich konstant
eliminace je 3,5), pfedevsim patrné v disledku vypusténi
N-termindlni aminoskupiny (farmakologicka data jsou
shrnuta v tab. I). V souhrnu se tedy carbetocin ve srovnani

Tabulka I
Carbetocin a inhibitory uterotonické aktivity oxytocinu
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s oxytocinem jevil jako dlouhodobé plsobici agonista se
slabs§im uterotonickym efektem. V té dobé vSak byla
antagonisticky plisobici oxytocinovd analoga jednim
z prioritnich zajmid prazského UOCHB? a timto zajmem
byla téZ motivovana syntéza carbetocinu. K tomu nékolik
poznamek:

Antagonismem uterotonickych ¢inkli oxytocinu
v §ir§im smyslu se v druhé poloving 60. let zabyval prede-
v§im Josef Rudinger na UOCHB a skupina Ivana Krej¢iho
na VUFB. Jejich studie byly shrnuty v fadé publika-
ci®¥3 Zajem o antagonisty oxytocinu na této bazi byl
podnicen rovnéZ moznosti jejich pouZziti v klinické praxi
pfi hrozicim spontdnnim potratu (abortus imminens)
a trval i po odchodu Josefa Rudingera do Svycarska v roce
1968. Koncem 60. let syntetizoval Karel Jost 1-N®-acetyl-
cystein-2-O-methyltyrosin-oxytocin®, jeden z prvnich
inhibitortt uterotonického ucinku oxytocinu, chranény
patenty ve vice nez dvou desitkdch zemi (ve Spojenych
Statech US 3,752,799; Aug. 14, 1973, US 260-112.5, Int.
Patent No. 3,752,799; cit.‘”). Jeste pred publikaci projevil
zajem o toto potencialni tokolytikum Jan Mulder a spolu
s jednim z nas (V.P.) pfipravoval v fijnu 1969 podklady
pro klinickou registraci ve Svédsku. Doklady o daldim
licenénim jednani s UOCHB nejsou znamy; pravdépodob-
né je, ze licence byla udélena, ale dalsi vyvoj analogu ve
Svédsku nepokradoval. Mozné je, ze dalsi kroky
v klinickych zkouskach byly odlozeny v ocekavani, Ze
nove¢ syntetizované latky budou piipadné mit vyhodné&jsi
antagonistické vlastnosti nez stavajici peptid s pomérné
nizkou inhibi¢ni konstantou — na krysi déloze ex vivo se
udava pd, = 7,03 (cit.*?)'. Zajisté byly dalsi kroky v tomto
sméru ovlivnény i ndhlym umrtim Jana Muldera v roce

Parametry uterotonického

Polocas eliminace [min]

ucinku (krysa)
aktivita [TU/mg] pD, partialni agonismus  antagonismus Clovek krysa®
in vivo ex vivo (relativni Einax) p4,* net¢hotné post
zeny® partum’
(24-48 h)

Oxytocin 470 485 8,28 5,5-6,1 2,5
Carbetocin 45 17,1 7,32 0,52 8,21 41-42,7 60 8,8
Metabolit I° 7,81
Metabolit I1° 8,01
Atosiban 8,29
Ac-Tyr(Me)-OXT" 7,03

* Antagonisticka aktivita viigi oxytocinu in vitro (pA,: viz text, pozn.'). Dolni &ast tabulky zahrnuje dalsi potencialni inhibi-
tory zminéné v textu, véetn& metabolitii carbetocinu. ® Plasmaticka clearance (Sweeney et al. 1990, cit.**); © Clearance od-
vozena z uterotonického uginku (Hunter et al. 1992, cit.*’); ¢ Clearance odvozena z uterotonického uéinku (Barth a spol.
1980, cit.’”); ¢ Identifikované §t&pné produkty carbetocinu®. ' N®-acetyl-2-O-methyltyrosin-oxytocin*’

" p4,: negativni dekadicky logaritmus molarni koncentrace antagonisty redukujici efekt E libovolné koncentace agonisty na

polovinu, £/2.
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v v

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH,

CH,
proteasa chymotrypsinového
typu
Des-GlyNH,’-carbetocin Y
(metabolit 1)

v
CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu

S

l

CH,

Des-(Leu’-GlyNH,’)-carbetocin
(metabolit 1)

CH,

Obr. 3. Potencialni metabolity carbetocinu identifikované in vitro a

S

post-prolinové
Stépeni
v

l

\

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro

S

jejich antagonistické vazby (pA,) na oxytocinovém receptoru

(krysa)*®. V prvnim stupni se predpoklada paralelni §tépeni C-terminalni peptidové vazby leucin-glycinamid (,,chymotrypsin-like enzy-

me*“**2, bily trojuhelnik; metabolit I) a enzymem hydrolyzujicim vazbu Pro’-Leu® (,,postproline cleavage enzyme

3334 gerny trojihel-

nik; metabolit II), v dal$im stupni nasledné §t€peni metabolitu I na kone¢ny metabolit I

1976. Intenzivni vyvoj novych antagonistd v Malmé po-
kracoval po nastoupeni nového feditele vyzkumu Hanse
Vilhardta, pfevazné pod vedenim farmakologa Per Melina.
Jeho vysledkem byl v druhé poloviné 80. let analog
1-deaminocystein-8-ornitin-oxytocin s dal§imi zménami
v poloze 2 (D-O-ethyltyrosin) a 4 (threonin)*, ktery se stal
postupné standardnim inhibitorem v experimentalni
farmakologii a fyziologii neurohypofyzarnich peptida (p4»
8,29) a jako Atosiban (INN) rozsifenym klinickym
tokolytikem** J .

Zda se, ze neprokazatelnost antagonismu u carbetoci-
nu byla pro prazskou peptidovou skupinu zklaméanim a ani
jeho agonistické ucinky neslibovaly vyrazné vyhody ve
srovnani s jinymi uterotoniky. Vysvétlovalo by to okol-
nost, pro¢ tento analog, resp. jeho piivodni syntéza, nebyl
chranén v zemich, jejichz farmaceuticky primysl byl scho-
pen v kratkém Case zajistit jeho produkci. Jeho patentové
kryti nebylo tudiz pfili§ diisledné a fada firem mé carbeto-
cin ve svych nabidkach. Podminky, za jakych pfevzal Fer-
ring v této situaci carbetocin do svého vyrobniho progra-
mu (patrné opét v licenci Cs. akademie v&d), nemohli au-
tofi tohoto sdé€leni zjistit.

Carbetocin jako veterinarni 1é¢ivo

Jeho prvni klinické pouziti ve veterinarni mediciné
spada do druh¢ poloviny 70. let. Patrn€ z popudu Karla
Josta (UOCHB) pievzal veterinarni klinicky vyvoj carbe-

i Tractocile®, FERRING Pharmaceuticals A/S

tocinu a jeho zavedeni do veterinarni praxe Vyzkumny
ustav pro biofaktory a veterinarni 1é¢iva v Pohofi-
Chotouni u Jilového (jeho feditelem byl Bohumil Sevéik;
ustav byl v ¢ervnu 1994 zakoupen firmou FATRO SPA,
Bologna). Dokumentace pro FDA (Food and Drug Admi-
nistration®) ve form¢ ,,Drug Master File* (DMF)'pro 1¢¢i-
vou latku (Depotocin®™) byla sestavena v prazské spoled-
nosti PolyPeptide Laboratories s.r.o. (PPL, viz nize) pro
firmu Veyx-Pharma GmbH, Sachwarzenborn (Hessen).
Deklarovanym cilem bylo usnadnéni a vedeni porodu
u krav a prasnic, predevsim ale snaha dosdhnout synchro-
nizovaného porodu ve velkochovech, v nichz zvifata byla
uméle inseminovana ve stejny den. Ocekavalo se téZ ome-
zeni nutné asistence veterinarnich 1ékaft pfi porodech —
tedy charakteristické cile zkolektivizovaného chovu uzit-
kovych zvifat. Ukazalo se vSak, ze zatimco porod mlad’at
bylo moZno prakticky synchronizovat, porod placenty
probihal nezavisle a mél odliSny priubéh. Presto se stal
carbetocin ve veterinarni mediciné b&zné uzivanym pro-
sttedkem k indukci a vedeni porodu; jevil se jako obecné
Setrn&jSi ve srovnani s oxytocinem uz tim, Ze snizoval
frekvenci porodnich a poporodnich komplikaci. Zdtraziio-

v

a zvla§té u (multiparitnich) prasat*®™, absence tetanické

kontrakce uteru (Casté pii pouziti oxytocinu), zamezeni
poporodni hypoxie/asfyxie selat a urychleni involuce délo-
hy post partum u krav*’.

¥ Statni instance povolujici uziti 16&iv a pozivatin v U.S.A. Jeji rozhodnuti jsou tém&F universalng piebirana i mimo U.S.A..

"https://de.wikipedia.org/wiki/Drug_Master File
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Zde je nutno podotknout, ze vyzkum provadény ve
jmenovaném Ustavu nebyl in extenso publikovan. Prvé
publikace z jinych laboratofi pochazeji zlet 1977-1979.
Vyzkum ve veterindrni mediciné vSak pozdéji usnadnil
zavedeni carbetocinu v huménni mediciné, pfedevsim
v porodnické praxi.

Carbetocin, humanni klinicka aplikace

V humanni mediciné se carbetocin stal v poslednim
desetileti celosvétové pouZivanym lékem pro prevenci
a 1é¢bu porodnického krvéaceni, z hlediska matky nejcastcj-

K fyziologické zastavé porodniho krvaceni dochazi
po porodu ditéte ve III. dobé porodni v disledku redistri-
buce v cirkulaci krve a soucasné k aktivaci hemostatickych
faktortl. Tato zavérecna ¢ast porodu je ¢asove piesné kli-
nicky ohranicena: za¢ina porodem ditéte (plod piestava byt
plodem a stdvd se novorozencem) a konci porodem pla-
centy. Pfi oddé€lovani placenty od stény délohy je hemosta-
za fizena kombinaci dvou mechanismi:

— retrakci hladké svaloviny délohy (myometrium). Tim
vznikd komprese cévniho fecisté, kterym byla zasobe-
na vedle myometria i placenta. Vysledkem je mecha-
nicka hemostaza,

— hemostatickymi faktory z délozni sliznice v té¢ho-
tenstvi (decidua"), kdy pisobi tkafiovy faktor, inhibi-
tor aktivatoru plazminogenu typu 1, syst¢émové koagu-
la¢ni faktory (fibrinogen apod.), které zptisobuji sraze-
ni krve.

V patologickych piipadech dochazi k poruse alespon
jednoho ze Ctyi zacastnénych faktort oznacovanych také
jako 4T (tonus — trauma — tkan — trombin); nasledkem
mize byt zdvazné, az zivot ohrozujici krvaceni. Peripartal-
ni krvaceni (peripartum/postpartum hemorrhage, dale také
PPH) patiti mezi pét nejcastéjSich pii¢in amrti Zen
v souvislosti s t€hotenstvim, porodem a Sestinedélim
(trombembolicka nemoc, hypertenzni choroby, kardiopa-
tie, sepse a PPH). Je tomu tak jak v zemich s vysokymi,
tak i nizkymi pfijmy na obyvatele, i kdyz absolutni riziko
umrti na peripartalni krvaceni v zemich s vysokymi piijmy
je mnohonasobné nizsi.

Pro snizeni rizika PPH u vSech vaginalnich porodii ve
III. dobé porodni a po vybaveni plodu pii porodu
cisaiskym fezem, byl dosud Ilékem prvni volby
intravendzné nebo intermuskularné aplikovany oxytocin.
Od druhé poloviny 90. let minulého stoleti se v klinické
mediciné ke stejnym ucelim stale Castéji uplatiluje
carbetocin. Mechanismus ucinku obou peptidl je stejny,

Referat

ve IIIl. dobé porodni (porod placenty) zvySuji stazeni
(retrakci) délohy, a tim pusobi proti hypotonii nebo
dokonce atonii délohy, coz byva az v 80 % pficinou
peripartalniho Zivot ohrozujiciho krvaceni (podle definice
se jedna o krevni ztratu vyS$si nez 1500 ml krve matky). Ve
srovnani s oxytocinem je vyraznou piednosti carbetocinu,
jako uterotonika v této kritické porodnické situaci, jeho
podstatné del$i eliminacni polocas (ptiblizn¢ 8krat
unetéhotnych Zen*, 10- az 20krat 24-48 hodin post
partum®). Mé tudiz mnohem delsi G&inek neZ oxytocin.
Podava se pouze intravenozné, rychlosti 100 pg béhem
jedné minuty. V pfipadé -carbetocinu nejsou pfitom
popisovany zavazné vedlejsi ucinky.

V dusledku netplného patentového chranéni carbeto-
cinu jako substance produkuje od pocatku 21. stoleti n¢ko-
lik firem na jeho bazi 1 veterindrni IéCiva
(Depotocin®:Veyx Pharma, Germany; WDT, Germany;
Veyx-Pharma, Netherlands a  Tettnang, Baden-
Wiirttemberg, BRD; Decomoton®: Calier Polska; Labora-
torios Calier SA, Barcelona; atd.)° . Ferring AB vSak zGsta-
va nejvyznamnéjs$im distributorem jeho Iékovych forem
(pod rtiznymi jmény® ) pro humanni medicinu.

Carbetocin, navrzeny a poprvé syntetizovany
v laboratoti Karla Josta na prazském Ustavu organické
chemie a biochemie, se tak stal dik uzké spolupraci se
Svédskou firmou UCinnym, casto pouzivanym lékem
v kritickych porodnickych stavech.
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Czech Republic,  Department of Chemistry of Natural
Substances, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue, Czech Republic): Neurohypophyseal Peptides from
Prague and Swedish Laboratories Used as Pharmaceu-
ticals. Part 2: Desmopressin, Terlipressin, Carbetocin —
Pharmacology and Clinical Applications

Licence agreements between the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of
Sciences, Prague (IOCB), and the pharmaceutical compa-
ny Ferring AB Malmé enabled the Swedish company to
produce and commercialize worldwide a number of neuro-
hypophyseal peptides designed at the IOCB. Several of
them found therapeutic applications.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginine-vasopressin ~ was
designed in one of the IOCB peptide laboratories
(M. Zaoral and F. Sorm) in 1967. It displayed an extreme-
ly high antidiuretic activity (various tests indicate a 2- to
50-fold increase, as compared to arginine vasopressin) and
a very low pressor activity. The peptide (covered by the
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U.S. Patent No. 3,497,491, 1970) has been used as a pre-
ferred drug in the substitution therapy of the central form
of diabetes insipidus (Minirin®, today as Desmopressin
INN). Besides, as later discovered (Mannucci et al. 1977),
dDAVP increases the plasma concentration of the blood-
clotting factor VIII. This fact extended its clinical use as
haemostatics in cases of milder forms of haemophilia A,
von Willebrand-Jiirgens syndrome and some thrombocyte
dysfunctions. Despite of the clinical success of dDAVP,
a closer look reveals certain inadequacies in the presently
available pharmacological data: several reports declare
activity values and the prolongation effect (index of persis-
tence) in very broad ranges.

Triglycyl-8-lysine-vasopressin (Terlipressin), a pep-
tide with lysine vasopressin chain extended at the
N-terminal by a triglycine residue, acts mainly as a pro-
drug (releasing lysine vasopressin after aminopeptidase
splitting at the N* group). The analogue belongs to the so-
called ,,synthetic hormonogens®; individual peptides carry-
ing various acylating groups were synthesized in the mid-
sixties at the IOCB and legally protected by U.S. Patent
No. 3,558,590 (1968). It was a part of the licence agree-
ments mentioned above. The activities of triglycyl-8-lysine-
-vasopressin (both antidiuretic and vasopressor) are about
100 times lower than those of lysine vasopressin, but its
persistence is 5 times longer. As such, it is occasionally
used in emergency medicine in cases of esophageal (and
other gastroenteral) bleeding, traumatic or septic shock, in
cirrhotic patients and patients with portal hypertension. Its
use as an early abortion drug was discussed but not pur-
sued.
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Carbetocin (deaminocarba'-2-O-methyltyrosin-
-oxytocin) was synthetized in the laboratory of Karel Jost
at the IOCB before 1971; its synthesis was covered by
a Czechoslovak patent (CS-149,028 B1) in June 1973 (at
that time, Czechoslovak patent law did not provide for the
patentability of substances as such) and first published in
a biophysical communication by Fri¢ et al., 1974). As
a part of the licence agreement, it was included in the pro-
duction program of Ferring AB, but marketed later also by
several other pharmaceutical companies due to an incom-
plete patent protection. The peptide is a moderately active
uterotonic partial agonist and as such has been utilized in
veterinary obstetrics for delivery induction in cows and
(multiparous) pigs: its milder and better-controlled utero-
tonic action was found preferential as compared to oxyto-
cin so far used for these purposes. In the last two decades,
carbetocin has been commonly used also in the human
obstetrics, especially to prevent the peri- and post-partum
haemorrhage, from the maternal side the most frequent and
most severe delivery complication. It became a life-saving
drug in emergency obstetrics.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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