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Farmaceuticky pfipravek pro 1é¢eni virové nebo neoplastické nemoci hepatocitu

Oblast techniky

Vynaélez se tyka farmaceutického ptipravku pro 1é¢eni virové nebo neoplastické nemoci

Dosavadni stav techniky

Existuje mnoZstvi farmakologicky aktivnich molekul, které jsou do organismu poddvény
oralné nebo parenteralné (Casto savciho, typicky lidského). Tyto latky se vyznaduji aktivitou
uvniti builky, naptiklad v cytoplasmé nebo jadfe. Tyto molekuly tudiZ musi projit bunéénou
membranou, neZ se dostanou na misto jejich plsobeni. Dopravovani antivirovych 1é¢iv
(kromé jinych riznych farmakologicky aktivnich molekul) do cytoplasmy nebo jadra je

obzvlasté dilezité pro jejich dikladnou protivirovou aktivitu.

Je zndmo piespodet modifikaci, které ulehcuji transport téchto molekul do cilové buriky.
Napfiklad, nékteré modifikace zahmuji ¢asti celého substratu bunééného transportéru
(naptiklad glukézy pro GLUT-1, polybasické aminokyseliny pro asialoglykoprotein atd.).
Bohuzel tyto modifikace ¢asto zvy$uji molekulovou hmotnost, nebo pfidavaji nevhodnou
metabolickou zaté€Z k farmakologicky aktivni molekule. V zavislosti na chemické struktuie
molekuly nebo typu jeji modifikace mize dojit k vychytavani, zprostfedkovanému receptorem
pfes rizné membranové transportéry. Napfiklad, riznd monokarboxylatova 1é¢iva mohou byt
importovana pomoci monokarboxylatového transportéru, zatimco o nékterych endogennich

aminech a xenobioticich je znadmo, Ze jsou do buriky importovany cestou transportéru
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organickych kationtd. Dal$i transportéry importuji do buiiky nukleosidy v zavislosti na jejich
koncentraci nebo nezévisle na jejich koncentraci. Pfehledny &lanek o riiznych membranovych
transportérech byl publikovan autorem Lee, V.H (Eur. J. Pharm.Sci.11, Suppl. 2 (2 000):41-

50) a je uveden v citované literatufe.

Dalsi modifikace zahrnuji oblast- nebo organ-specifické modifikace. Naptiklad, adukty
ZluCovych kyselin zvySuji ob&h farmakologicky aktivnich molekul v hepatobilidrnim systému.
Nicméné, tyto modifikace maji sklon ke sniZovani rozpustnosti latky, a tudiz potencidlng
snizuji celkovou dosazitelnou koncentraci. V jiném piikladu, modifikace na fosfatové skupiné
(napfiklad tvorba fosfonatového esteru) proméiuje molekulu 1é¢iva na prolééivo, které se
vyznatuje relativné vysokou orgénovou specificitou. Toto prolécivo je posléze opétovné
proménéno v lé¢ivo organ-specifickym enzymatickym systémem. (viz naptiklad US Patent 6
225 460 nebo US Patent 6 110 903). Dalsi modifikace zahrnuji protilaitky nebo jejich
fragmenty, které zvysuji cilovou specificitu farmakologicky aktivni molekuly nesouci tuto
protilatku. Navzdory relativné vysoké selektivit€é protilatek, jsou tyto problematické ve

smyslu imunogenicity a naro¢nosti jejich ptipravy a purifikace.

Ackoliv ve védecké literatuie je mnoho odkazii na rizné modifikace farmakologicky
aktivnich molekul, vSechny nebo jejich vétSina mé jednu nebo vicero nevyhod. Tudiz je
neustale potieba zlepSenych metod a slou€enin pro zvySeni specificity farmakologicky

aktivnich molekul.
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Podstata vynalezu

Vynalez se tyka pouziti latky pro piipravu farmaceutického p¥ipravku pro 1é¢eni virové nebo
neoplastické nemoci hepatocitu, kde latka ma karboxamidovou skupinu , a kde hepatocyt
obsahuje tranportér pro transport latky pfes plasmatickou membranu hepatocytu, pfi¢emz
transport latky neni vyznamné inhibovan ribavirinem, a kde transportér je membranové
asociovany protein nebo proteinovy komplex, ktery napomaha priniku latky plasmatickou
membranou do hepatocytu.

Vyrobeny farmaceuticky piipravek je uréeny k dopravovani 1é¢iv do hepatocytii a k inhibici

rastu flavivird v bunééném systému.

Jednim z hledisek pfedkladaného vynalezu farmaceuticky piipravek uréeny k dopravé 1é¢iva
do hepatocytu, ktera zahrnuje krok, vyuZivajici antivirovou nebo protinadorovou sloudeninu,
obsahujici karboxamidinovou skupinu. Dal§im krokem je dikaz, Ze hepatocyt obsahuje
transportér, ktery transportuje slouceninu pres plasmatickou membranu hepatocytu, pfi¢emzZ
transport slouceniny neni vyznamnym zplsobem inhibovan ribavirinem, a déle, transportér je

vystaven u¢inku slouceniny.

Jinym hlediskem piedkladaného vynélezu je, Ze uvaZovana sloufenina obsahuje nukleosid
s heterocyklickou béazi napojenou na cukr, kde baze je s vyhodou monocyklickd baze (napfi.
1,2,4-triazol) a cukr s vyhodou zahrnuje beta-ribofuranozu. Obzvlasté¢ vyhodné sloudeniny

zahrnuji D- a L- Viramidin ™,

Dal3im hlediskem pieklddaného vynélezu je, Ze v uvaZované sloudening je karboxamidinova

skupina v hepatocytu pfeménéna na karboxamidovou skupinu, a dale je s vyhodou, Ze je




3 Exaee oo .

sloufenina enzymaticky fosforylovdna a tudiZ je akumulovdna v hepatocytu. Dal§im
hlediskem je, Ze hepatocyt je napaden napfiklad virovou infekci. UvaZované transportéry

specificky zahrnuji ATP-z4vislé transportéry a transmembrénové proteiny.

Dals$im hlediskem ptedklddaného vyndlezu je metoda inhibice ristu vird z Celedé flavivirg,

v bunééném systému, pii¢emZ metoda zahrnuje krok, ve kterém se podava farmakologicka




slouCenina nesouci karboxamidinovou skupinu. V dal$im kroku je k buiice v bunééném
systému pfidan farmakologicky prostfedek, ktery je transportovan pfes bunéénou membranu

buriky, pfi¢emz transport prostfedku neni vyznamné inhibovan ribavirinem.

Dalsi obrazky, charakteristiky, hlediska a vyhody. pfedkladaného vynalezu budou ziejmé

z dalsiho detailniho popisu pfedkladaného vynélezu, spole¢né s doprovodnymi obrazky.

Strucny popis obrazkii

Obr. 1 znézortiyje vychytavani nukleosidi riznymi bunéénymi liniemi jaternich bunék.
Obr. 2 znazoriiuje kompetici vychytavani [’H]-Viramidinu Ribavirinem a Viramidinem™
v HepG2 burikéch.

Obr. 3 =znéazorfuje graf demonstrujici kompetici [*H]-Viramidinu Ribavirinem a

Viramidinem™ v HepG2 butikéch.

Studie zaméfené na transport 1-beta-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-karboxamidu (Ribavirin)
do lidskych erytrocytii naznaovaly, Ze Ribavirin vstupuje do erytrocytd cestou
nukleosidového transportéru citlivého na 6-[(4-nitrobenzyl)thio]-9-beta-D-ribofuranosylpurin
(NBMPR). Rovnéz bylo prokazano, Ze transport Ribavirinu do erytrocytli lze inhibovat
NBMPR v dédvce ICsp pfiblizné 0,99 nM (viz napf. Jarvis et al., 1998).

Piekvapivé bylo zjisténo, Ze transport blizce pfibuzné slouceniny 1-beta-D-ribofuranosyl-
1,2,4-triazol-3-karboxamidinu (Viramidin™) do hepatocytti zahrnuje jiny bun&¢ny transportér
neZ ten, ktery transportuje do hepatocytli Ribavirin. Ribavirin a ViramidinTM jsou slouCeniny

obecnych vzorcu I a II:
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Navic bylo zjisténo, Ze rychlost vychytavani do bunék, jako i celkovd koncentrace
Viramidinu™ v hepatocytech je ve srovnani s Ribavirinem vyznamné vy$$i. Viramidin™

tudiZ pfedstavuje novou cestu ke zvySeni efektivni koncentrace antivirové latky v hepatocytu.

Pro zjisténi, zda-li Ribavirin a Viramidin™ vyuzivaji podobného zptisobu vstupu do lidskych
hepatocyti, pfedkladatelé vynalezu provedli nékolik experiment. V prvnim z nich byly riizné
linie hepatocytit (Hep3B, HepG2 a Huh7) inkubovany s riznymi nukleotidovymi analogy
(napf. Ribavirin, Levovirin (L-isomer Ribavirinu) a Viramidin™). Vysledek experimentu s
vychytavanim nukleosidii je zndzormmén na Obr. 1. Testovand data vychytavani jasné
naznaduji, Ze vSechna tfi triazolova nukleosidové analoga jsou v testovanych hepatocytech
vychytdvéana, atkoli riznou rychlosti a v rizném mnoZstvi. Specifi¢téji, D-isomer Ribavirinu
byl vychytdvan 0¢inn&ji, neZ L-isomer Ribavirinu. Vyznamnym zji§ténim bylo, Ze Ze
karboxamidin-obsahujici nukleosidovy analog Viramidin™ byl vychytavan vyznamné
vyraznéji ve vSech tfech testovanych bunéénych liniich nez karboxamidin-obsahujici

nukleosidova analoga v D- a L-konformaci.




Tyto a dali experimenty (data neuvedena) naznaovaly, Ze vychytdvani nukleosidl
Ribavirinu a Viramidinu™ muZe skuteéng probihat jinymi mechanismy. Pro osvétleni
provedli predkladatelé vynéalezu experimenty zaloZené na méfeni kompetice vychytavani
radioaktivnd znaceného Ribavirinu a Viramidinu™ a neznafeného Viramidinu™ a
Ribavirinu. Vysledek téchto ‘experimentii je uveden na obrazcich 2 a 3. Pfekvapivé bylo
zjisténo, Ze oba expe_rimenty ukazovaly na alespon astenou kompetici mezi Ribavirinem a

Viramidinem™, coZ jasnd naznaduje rizny mechanismus vychytavani Viramidimu™ a

Ribavirinu hepatocyty.

Nasledné bylo uzavieno, Ze se hepatocyty vyznacuji buné¢nym vychytdvanim a transportnim
systémem pro Viramidin™ nebo jiné karboxyamidin-obsahujici sloudeniny, které jsou
alespoti &astedn, jestli ne zcela odlidné od transportniho systému pro Ribavirin (fj. NBMPR-
citlivy nukleosidov;"v transportér). TudiZ lze pfedpokladat, Ze hepatocyt mize byt cilend
ovlivnén farmakologicky aktivnimi latkami, které selektivné vyuZivaji Viramidinového
vychytavaciho a/nebo transportniho systému. Termin ,transportni systém™ a ,,transportér” je
v ptedkladaném vynélezu pouZivan zaménné a pfedstavuje membranove —asociovany protein
(transmembranovy protein nebo protein leZici nebo zakotveny ve vn€jsi nebo vnitini vrstvé
membrény) nebo proteinovy komplex, ktery umoZiuje prostup sloucenin do buriky pfes
bunéénou membranu. Typicky, tyto transportéry jsou zavislé na doddvce energie (napf.
ATP-z4vislé) a mohou byt déle regulovany riznymi faktory (napf. membrinovy potencial,
koncentrace Ca®* iontdl, cGTP atd.). Navic, vhodné transportérové systémy lze inhibovat dalSi

slougeninou, ktera nese karboxamidinovou skupinu.




S ohledem na uvedené farmakologické sloueniny si lze pfedstavit, Ze vhodné molekuly
nezahmuji pouze Viramidin™, ale rovnéZ velké mnoZstvi modifikaci Viramidinu™,
Napfiklad, uvazované modifikace zahrnuji L-isomer Viramidinu™. Dal$i modifikace zahrnuji
hlavné mono-, di- a trifosfatové formy Viramidinu™ a viechny chemicky nebo fyziologicky
relevantni prolé¢ivové formy. Pfiklady téchto proléiv jsou uvedeny vPCT piihlaSce
PCT/US01/08713 s nazvem ,,Nukleosidové sloudeniny a jejich pouZiti“, zaloZeny 15. bfezna

2001 a uvedeny zde v citované literatufe.

Navic, dal¥i vhodné nukleosidy a nukleosidovd analoga zahruji nukleotidovd analoga
nesouci karboxamidinovou funkéni skupinu, nebo modifikovanou karboxamidinovou funk¢ni
skupinu, pfi¢emz termin ,,modifikovana karboxamidinova funkéni skupina“ zahrnuje skupiny

obecného vzorce

kde Ry, R, a R; nezavisle zahmuji H, alkyl, alkenyl, alkynyl, aryl a alkaryl, pfi¢emz vSechny
mohou byt linearni nebo v&tvené, a dalsi zahmuji funké&ni skupiny. Zv143té s vyhodou pouZité
funkéni skupiny zahrnuji polarni, basické, kyselé, elektrofilni nebo nukleofilni skupiny
(karboxyiét, thiol, terciarni nebo kvartérni amoniové skupiny, estery, hydroxyly, amidy,
imidy, ethery atd.) a halogeny. Daldim alternativnim hlediskem je, Ze baze vhodnych

nukleosidi nebo nukleotidovych analogli zahrnuji pirodng se vyskytujici jako i syntetické




baze, obzvl4sté guanin, hypoxantin, uracil, cytidin, adenin, fluorouracil, monocyklické baze

(napt. 1,2,4-triazol) atd.

Podobng, cukernd skupina miize zahrnovat pfirodni a/nebo modifikované cukry. Napfiklad,
v ptipadech, kde jsou preferovany pfirodni cukry, lze pouZit ne-ribofuranozové cukry jako
naptiklad arabinozu. Na druhou stranu, syntetické cukry mohou svyhodou zahrnovat
konformaéné jednotné cukry, cukry obsahujici substituenty jiné neZ -OH (napf. ethynyl,
halogen, alkyl) nebo deoxy- cukry. Obzvlasté vyhodné nukleosidy se budou vyznaCovat
antivirovou aktivitou proti flavivirtim a obzvlast’ aktivitou proti viru hepatitidy C (napf. HCV

virus nebo pestivirus), nebo protinadorovou aktivitou proti nadorovym hepatocytim.

Je nutno rovndZz zdlraznit, Ze existuje velké mnoZstvi bun€k jinffch neZ hepatocyty (které
mohou nebo nemusi byt nadorové), které se vyznaCuji vychytdavanim Viramidinu™, ktery
neni vyznamng ovlivnén kompetici s Ribavirinem v koncentralnim rozmezi pouZitém
v experimentech na Obr. 2. a 3. Termin ,,neni vyznamné ovlivnén“ je pouZivan ve smyslu
snizeni vychytavani Viramidinu™ o ne vice ne? 15 %, s vyhodou ne vice nez 10 %,
vyhodnéji ne vice neZ 8 % a nejvyhodn&ji o ne vice nez 5 %. S vyhodou pouZité buriky jsou

hepatocyty a obzvl45té nemocné hepatocyty (napi. virova infekce).

Lze tudiZ zdiraznit, Ze toxicita nukleosidu nebo nukleotidové slouceniny miize byt sniZzena
tim, Z¢ se sloutenina modifikuje karboxamidinovou skupinou nebo modifikovanou
karboxamidinovou skupinou jak bylo uvedeno vy3e, pfi¢emZ cilova buiika pro modifikovanou
sloudeninu nese transportérovy systém a necilova butika jej nema. Napiiklad, Ribavirin je
velmi rychle vychytavan erytrocyty a hepatocyty a je v buiice udrZovan po intraceluldrni

fosforylaci, co &asto vede khemolytické anemii u pacientd, ktefi jsou léceni
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vysokodavkovanym nebo dlouhodobé podavanym Ribavirinem. Zajimavé je, Ze Viramidin™
neni vychytdvan erytrocyty, zatimco je vychytdvan hepatocyty. Pfedpokladd se, Ze tento
rozdil ve vychytdvani lze pfipsat chybéni vychytdvaciho nebo transportniho systému pro
Viramidin™. Ve skutednosti, experimenty ukazuji, Ze Viramidin™ neni vychytavan

erytrocyty (data neuvedena) ve vyznamné mife.

Navic, diky relativn€ vysoké hladiné deamindz (deamindzové aktivité hepatocyti)
v hepatocytech, je Viramidin™ v jatrech pfemétiovan na Ribavirin (nepublikované vysledky)
a nasledng je intracelularn€ fosforylovan na Ribavirinmonofosfat, ktery je typicky udrZovan
v hepatocytech. TudiZ, vnesenim karboxamidové skupiny do molekuly a vyuZitim relativné
vysoké hladiny deamindz/deamindzové aktivity hepatocytli, Ize urcité molekuly specificky
sméfovat do jater. S ohledem na uvedené molekuly nesouci —C(NR;)(NR2R3) si 1ze piedstavit,
7e rizné deamindzy/deamindzové aktivity hepatocytd jsou dostatené vysoké k tomu, aby
piemétiovaly tyto sloudeniny z prolétiva do formy aktivniho lé¢iva (napf. aktivita IéCiva se

zvySuje pftomnosti karboxamidové skupiny).

Predpoklada se, Ze konverze sloudeniny obsahujici karboxamidin na odpovidajici karboxamid
obsahujici slou¢eninu zahrnuje enzymatickou konverzi a enzym preméiujici karboxamidin
obsahujici sloudeninu na odpovidajici karboxamid obsahujici sloufeninu (napf. pfeména
ViramidinuTM na Ribavirin) patfi do tfidy aminohydroldz. UvaZované aminohydroldzy

zahrnuji adenosin nebo cytosindeaminazy, aryldeamindzy a glutamatpyruvat transaminazy.

Nasledng, metoda dopravovani 1é€iva do hepatocytu zahrnuje krok, ve kterém se vyskytuje
antivirovd nebo protinadorova sloudenina nesouci karboxamidinovou skupinu. V dal$im

kroku je nutné, aby hepatocyt obsahoval transportér, ktery transportuje slouceninu pies
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bunéénou membranu hepatocytu, pii¢emZ transport slouCeniny neni podstatné ovlivnén
ribavirinem. Termin ,,neni podstatn& ovlivnén ribavirinem* oznacuje inhibici ne vét§i nez
8 %, piitemz koncentrace Ribavirinu je mezi 100 pM a 2 mM v testovacich podminkach jak

bylo popséno v experimentalni ¢asti. V dalsim kroku, transportér je vystaven slou¢ening.

Dalsim hlediskem ptedkladaného vynalezu je, Ze rist specifickych rodin vird, specifi¢téji
flavivirG, miZe byt inhibovan v bun&éném systému tim, Ze se do bunééného systému pfida
néktera z vy$e uvedenych sloudenin, obzvlasté hydrochloridova sil Viramidinu™ (1-beta-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-karboxamidin*HCl (data neuvedena). Rodina flavivird si
v posledni dob& ziskala pozornost v diisledku nékolika vyskytii encefalitidy viru zdpadniho
Nilu ve vychodni &4asti USA, &ehoz vysledkem bylo 7 hlaSenych tmrti a nejméné 62 ptipadi
t&Zkych onemocnéni. Navic, viry podobné viru hepatitidy C (a HCV virus) rovné€Z patii do
rodiny flavivird, coz dale pfidava na duleZitosti flavivirim z hlediska zdravi populace a

jednotlivce. TudiZz je opravnéné si myslet, Ze zvySeny transport Viramidinu™*HC1 je

mimofadng vyhodny pro 1é¢bu flavivirové infekee.

Niasledng, infekce vhodné pro 16¢bu Viramidinem™*HCI zahrnuji hepatitidu C (HSV),
encefalitidu zpisobenou virem zdpadniho Nilu, Zlutou zimnici, Kokobera virosu, encefalitidu
tidoli Murray, Kunjun virosu a Lagnat virosu a nemoci vzniklé na podkladé klistové

encefalitidy, japonské encefalitidy a skupiny nemoci zpsobenych virem Dengue.

Tudi?, metoda inhibice ristu viru patiictho do rodiny flaviviri v bunééném systému zahrnuje
krok, ve kterém je podavan farmakologicky pifpravek obsahujici karboxamidinovou skupinu.

V dalim kroku, buiice v bun&éném systému je predkladan farmakologicky piipravek, pficemz
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sloutenina je transportovdna pfes plasmatickou membrdnu bufiky a pfiemZ transport
slouéeniny neni vyznamné inhibovan ribavirinem. Obzvlast€¢ vyhodny je systém, ktery
obsahuje in vitro (tj. Petriho miska nebo bunééné kultura) a in vivo systém (napf. savci a

obzvlasté &loveék). Vhodné butiky zahrnuji hepatocyty infikované virem.

Viramidin™*HCl (bud vD- anebo L- konformaci) je podavan v jakékoli vhodné
farmakologické podob& a podle jakéhokoli vhodného protokolu. Podavéani miiZe byt ordlni,
parenteralni (zahrnujici podkoZni injekce, intravenézni, intramuskularni, intrasternalni injekce
nebo infizni techniky), inhala¢ni (inhalatnim sprejem), rektdlni, mistni atd. Déavkové
formulace zahruji b&Zné netoxické farmakologicky piipustné nosice, adjuvancia a vehikula.
Viramidin™*HC] miZe byt formulovan ve smési s farmakologicky piipustnym nosicem.
Naptiklad, Viramidin™*HC] miiZe byt podavan orélné jako farmakologicky piipustnd sl.
Protoze je Viramidin™*HC] tém&f rozpustny ve vodg, lze jej podavat intravendzné
rozpudtény ve fyziologickém roztoku (napf. pufrovany na pH pfiblizné¢ 7,2 aZ 7,5). B&iné
pouZivané pufry, jako naptiklad fosfatové, bikarbonatové nebo citratové lze pouzit pro tyto
ficely. Samoziejmé, odbornik voboru miZe modifikovat uvedené zpiisoby podavani a
pizpisobit tak 1é¢ivo specifickému podavani, aniZ by se stal Viramidin™*HC] nestabilnim
nebo aniz by doSlo ke sniZeni jebho terapeutické aktivity. Obzvlast€, modifikace
Viramidin™*HCI, které zpiisobi, Ze je Viramidin™*HC] 1épe rozpustny ve vod& nebo jiném
vehikulu, lze snadno provést drobnymi zmé&nami (solnd formulace, esterifikace atd.), které
jsou odbornikovi dobfe znamy. Odbornik miiZe rovnéZ modifikovat zpisob podani a
davkovaci rezimy konkrétni sloudeniny tak, aby bylo u konkrétni slouceniny dosaZeno

maximalng i¢inné farmakokinetiky u pacienta.
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U urgitych farmakologickych davkovych forem jsou s vyhodou pouZity prolécivové formy
sloutenin, hlavné zahrnujici acylované (acetylované a jiné) derivaty, pyridinové estery a
rizné formy soli predkladanych sloudenin. Odbornik okamZité zjisti, jakym zplisobem
modifikovat pfedkladané slouceniny na prolééivové formy tak, aby se zlepSilo dopravovani
aktivnich slou&enin na cilové misto v organismu pacienta. Obornik rovnéZ vyuZije vyhodnych
farmakokinetickych parametrti prolé¢ivové formy lé¢iva tak, Ze tam, kde je to mozné, dopravi
predkladané sloudeniny na cilova mista v organismu za uéelem maximalizovat kyZeny efekt

slouceniny.

Navic, Viramidin™*HCl lze podavat samostatné nebo vkombinaci sjinymi latkami
uréenymi k 16¢b& vyse uvedenych infekci nebo nemoci. Kombinované terapie z hlediska
- predkladaného vynalezu zahruji podavani alespoii jedné slouceniny pfedkladaného vynalezu
nebo jeho funkéniho derivétu a alespoii jedné farmakologicky aktivni slozky. Aktivnf slozka
(slozky) a farmakologicky aktivni latky 1ze podavat samostatné nebo soucasn€. V pkipadg, Ze
jsou tyto podavany samostatng, 1ze je podévat v jakémkoli potadi. MnoZstvi aktivni latky a
farmakologicky aktivnich latek a relativni nadasovani podavéni se urci tak, aby bylo dosaZeno
kyZeného kombinovaného terapeutického efektu. S vyhodou, kombinovana terapie zahrnuje
podavani Viramidin™*HCI] nebo jeho fyziologicky aktivnich derivatd a jedné z latek

uvedenych niZe.

Ptiklady jinych latek nebo aktivnich sloZek, které jsou i¢inné v kombinaci s Viramidinem™

jsou antivirové latky jako napfiklad rizné interferony, zahrnujici, ale neomezujici se na
interferon o a vy, Ribavirin, acyclovir a AZTTM, antifungalni latky jako naptiklad tolnaftat,
FungizonTM, Lotrimin™, MycelexTM, Nystatin a Amphotericin, antiparazitarni latky jako

naptiklad Mintezol™, Niclocide™, Vermox™ a Flagyl™, latky ovliviijici zaZivaci @stroji
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jako naptiklad Immodium™, Lomotil™ a Phazyme™, protinadorové latky jako napiiklad
interferon a a v, AdriamycinTM, CytoxanTM, Imuran™, Methotrexat, Mithracin™,
Tiazofurin™, Taxol™, dermatolbgicky aktivni latky jako naptiklad Aclovate™, Cyclocort™,
Denorex ™, Florone™, Oxsoralen™, dehet a kyselina salicylova, preparaty pro 1é¢bu migrény
jako napiiklad sloueniny ergotaminu, steroidy a imunosupresiva, kterd v pfedkladaném
patentu nebyla uvedena jako naptiklad cyklosporiny, Disprosone™, hydrokortison, Floron™,
Lidex™, Topicort a Valisone, metabolika jako naptiklad insulin a jiné latky, které nemusi
zcela zapadat do vySe uvedenych kategorii, zahrnujici cytokiny jako napiiklad IL-2, IL-4,
IL-6, 1L-8, IL-10 a IL-12. Obzvl4sté s vyhodou pouZita primérni 1é¢iva zahmuji AZT, 3TC,
8-substituovanad guanosinova analoga, 2,3-dideoxynukleosidy, IL-2, interferony jako

napiiklad IaB, tukaresol, levamisol, isoprinosin a cyklolignany.

Piiklady daldich podobnych terapeutickych latek zahrnuji latky, které jsou u¢inné v modulaci
imunitniho systému nebo pfi poruse imunity spojenou s nemoci. Piiklady t€chto latek zahrnuji
AZT, 3TC, 8-substituovana guanosinova analoga, 2,3-dideoxynukleosidy, IL-2, interferony
jako napiiklad IoB, tukaresol, levamisol, isoprinosin a cyklolignany. Urtité slouCeniny
vzhledem k ptedkladanému vynilezu mohou byt Géinné pii zvySovani biologické aktivity
urditych latek predkladaného vynalezu tim, Ze redukuji metabolismus nebo inaktivuji jiné

slougeniny. Jako také jsou podavany spoleéng za i¢elem dosaZeni kyZeného efektu.

Latky predkladaného vyndlezu lze podévat v riiznych alternativnich ddvkach, zahmujicich
davky v rozmezi 1 aZ% 200 mg/den a mensi. S vyhodou, vhodné davky se pohybuji v rozmezi
od 10 do 200 mg/den. Jedté vyhodné&ji, davky se pohybuji v rozmezi od 50 do 200 mg/den a
jesté vyhodngji, mezi 5 aZ 100 mg/den. Obecné, vhodna davka zavisi na mnoha parametrech,

jako naptiklad typu virové infekce, stavu virové infekce, kyZené plasmatické koncentraci
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Viramidinu™, trvani 168by atd. Napiiklad, zatimco lze doshnout tspéchu 16&by nékterych
virovych infekci pfi relativné nizkych plasmatickych koncentracich Viramidinu™, jiné virové

infekce miZou vyZadovat relativng vysoké davky.

Podavani aktivni slouCeniny miZe byt bud’ kontinuélni (intravenosni infuze), nebo miize byt
ve form& n&kolika ordlnich davek v priibéhu dne (napiiklad Q.I.D.) a miZe zahrnovat
podévani oralni, mistni, parenteralni, intramuskularni, intravenosni, subkutanni, transdermalni
(miize obsahovat latku zvySujici prostupnost 1é¢iva kiiZi), bukalni a ve formé Cipkd, spole¢né

s jinymi zpisoby podévani.

Pro piipravu farmakologického prostfedku pfedklddaného vynalezu, terapeuticky Uc€inné
mnoZstvi jedné nebo vicero sloutenin piedkladaného vyndlezu se smiché s farmakologicky
piijatelnym nosi¢em podle b&Znych farmakologickych technik za vzniku lékové davky. Nosi¢
miize mit riznou formu v z4vislosti na kyZené formé& urené pro podavani, napi. oralni nebo
parenteralni, P¥i pfipravé farmakologického pfipravku v ordlni davkové formé lze pouZit
kteréhokoli farmakologicky vhodného ‘média. Tudiz, pro ordlni davkové formy, jako
napiiklad suspenze, elixiry a roztoky, vhodné nosie a aditiva zahrnuji vodu, glykoly, oleje,
alkoholy, aromatizujici latky, konzervancia, barviva apod. Pro pevné orélni davkové formy,
jako napiiklad prasky, tablety, capsule a pro pevné davkové formy jako naptiklad Cipky,
zahrnuji vhodné nosife a aditiva naptfiklad 8krob, cukerné nosife, jako jsou napiiklad
dextroza, manitol, laktoza a pfibuzné nosiCe, rozpoustédla, granulujici latky, lubrikancia,
pojiva, dezintegrujici latky apod. V ptipadé potfeﬁy lze tablety nebo kapsule ‘potéhnout
enterosolventnim obalem nebo jinou standardni technikou zajistit prodlouZené uvoliiovéani

aktivni latky z 1ékové formy léciva.
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Pro parenteralni podavani, nosi¢ obvykle zahrnuje sterilnf vodu nebo vodni roztok chloridu
sodného, alkoli 1ze pouZit i jiné latky, které napomahaji disperzi. Samoziejmé, v piipadech,
kdy se pouZije sterilni voda a pfipravek ma zistat sterilni, je nutné, aby vSechny slozky
piipravku byly rovnéZ sterilizovany. Injekéni suspenze lze pfipravit rovnéZ, a v té€chto

piipadech se pouziji vhodné tekuté nosice, suspendujici latky apod.

Priklady pouZiti vvnilezu

Vychytavani Ribavirinu, Viramidinu™ a Levovirinu™ riiznymi liniemi lidskych nddors

Hep3B, HepG2 a Huh7 bun&éné linie byly pouZity v koncentraci 50 000 bun€k/jamku na 24
jamkové destiCce a byly inkubovany s [PH]-znatenym Ribavirinem, Levovirinem™ a
Viramidinem™ (20pCi/ml) a v pfitomnosti 10 pM neznageného nukleosidu po dobu 4 hodin
pfi 37 °C. Poté byly buiiky promyty PBS a lyzovz’my a radioaktivita bunécného lyzatu (tj.

mnoZstvi znadeného nukleosidu vychytaného butikami) byla zméfena pomoci scintilatniho

pocitace.

Nukleosidova kompeticni esej

50 000 HepG2 bunék na jamku bylo vyseto na 24 jamkovou destitku a inkubovano s
[’H]-znatenym nukleosidem (20pCi/ml). Kompetiéni experiment byl proveden pomoci
zvy3ujici se koncentrace neznageného (0, 100pM, 500 pM a 2 mM) kompetiéniho nukleosidu.
Inkuba¢ni doba byla 2 hodiny pfi 37 °C. Poté byly buiiky promyty PBS a lyzovany.
Radioaktivita bungtného lyzatu (tj. mnoZstvi znadeného nukleosidu vychytaného buiikami)

byla zmé&fena pomoci scintilaéniho poditace.
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Piedkladany vynélez uvadi specifickou metodu dopravovani 1éCiva do hepatocytid a lécbu
flavivirové infekce. Odbornikovi je zajisté ziejmé, Ze existuji mnohé modifikace kromé téch,
které jsou uvedeny v predkladaném vynalezu. Pfedkladany vynélez tudiZ neni omezen pouze

na vyse uvedené. PHi interpretaci specifikaci a patentovych néroki, vSechny polozky by mély

Konkrétng, terminy ,,zahrnuje a ,zahrnujici“ je nutné interpretovat jako terminy spojené
s elementy, komponenty nebo kroky, naznadujicimi, Ze uvedené elementy, komponenty nebo
kroky se mohou vyskytovat nebo mohou byt pouZity nebo se mohou kombinovat s jinymi

elementy, komponenty nebo kroky, které nejsou doslovn€ uvedeny.
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PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti latky pro ptipravu farmaceutického piipravku pro lé¢eni virové nebo neoplastické
nemoci hepatoajtu, kde latka ma karboxamidovou skupinu , a kde hepatocyt obsahuje
tranportér pro transport latky pies plasmatickou membranu hepatocytu, pfi¢emz transport
latky neni vyznamné inhibovéan ribavirinem, a kde transportér je membranové asociovany
protein nebo proteinovy komplex, ktery napomaha pruniku latky plasmatickou membranou
do hepatocytu.
2. Poutiti podle naroku 1, kde latka obsahuje nukleosid, ktery ma na bazi navazany cukr.
3. Pouiti podle naroku 2, kde baze obsahuje monocyklickou bazi.
4. Pouziti podle naroku 3, kde monocyklicka baze obsahuje 1,2,4-triazol.
5. PouZiti podle naroku 2, kde cukr obsahuje -ribofuranozu.
6. Pouziti podle naroku 2, kde nukleosid obsahuje 1-beta-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-
karboxamidin.
7. Pouziti podle naroku 2, kde nukleosid obsahuje 1-beta-L-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-
karboxamidin.
8. Pouziti podle naroku 1, kde karboxamidinova skupina je pfeménéna na karboxamidovou
skupinu v hepatocytu.
9. PouZiti podle naroku 8 , kde karboxamidova skupina je enzymaticky fosforylovana a je
tudiz akumulovéana v hepatocytu.
10. PouZiti podle naroku 1, kde antivirova aktivita pfedstavuje antivirovou aktivitu proti
flavivirim.
11. Pouziti podle naroku 10, kde antivirova aktivita proti flavivirim pfedstavuje antivirovou
aktivitu proti pestiviriim a viru hepatitidy C.
12. Poutziti podle naroku 1, kde protinddorové aktivita zahrnuje protinddorovou aktivitu proti

nadorovym hepatocytim.
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13. Pouziti podle naroku 1, kde transportér obsahuje ATP-zavisly transportér.

14. Pouziti podle naroku 1, kde transportér obsahuje transmembranovy protein.

15. Pouziti podle naroku 1, kde hepatocyt je nemocny.

16. Pouziti podle naroku 1, kde transport latky obsahuje transport, ktery je inhibovan druhou
slou¢eninou nesouci karboxamidinovou skupinu.

17. Pouziti latky pro pfipravu farmaceutického pfipravku pro lééeni virové nemoci , kde
latka mé karboxamidovou skupinu , a kde latka je transportovana transportérem pies
plasmatickou membréanu buiiky, pfic¢emzZ transport latky neni vyznamné inhibovan
ribavirinem, a kde transportér je membranove asociovany protein nebo proteinovy komplex,
ktery napomahd priniku latky plasmatickou membranou do buriky, inhibujici replikaci viru
patficiho do rodiny flavivirti v buiice.

18. Pouziti podle naroku 17, kde virus je virus hore¢ky zdpadniho Nilu.

19. Pouziti podle naroku 17, kde virus je virus hepatitidy C.

20. Pouziti podle néroku 17, kde bunéény systém je in vitro systém.

21. Pouziti podle naroku 17, kde bunéény systém je in vivo systém.

22. Pouziti podle naroku 21, kde in vivo systém obsahuje alespoii jeden hepatocyt, ktery je
infikovén virem.

23. Pouziti podle naroku 17, kde latka obsahuje 1-beta-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-
-karboxamidin*HCI.

24. Pouziti podle naroku 17, kde latka se vyskytuje v L-konformaci.




Vychytavani [°H]-znageného nukleosidu (cpm)

Vychytavani ["H]-zna&eného ribavirinu (cpm)
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