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Moduladtor imunitni odpovédi

Oblast techniky

pPredloZeny vynadlez se tykd pouZiti sloleniny pro vyrobu
1é%iva pro modulaci exprese lymfokinG v buiice, které je vhodné

pro lé&&bu virovych infekci.

Dosavadni stav techniky

Mnoho virovych infekci je spojeno s posunem v cytokinovém
profilu od Thl bun&&né odpovédi smérem k Th2 buné&né odpovédi
a neddvné vyzkumy naznaduji, Ze ovlivnéni rovnovadhy mezi Thl
odpové&di a TH2 odpov&di by mohlo byt vyhodné 2z hlediska
navozeni a/nebo udrZeni imunity proti virové infekci. Zvysena
Thl odpovéd se 2zda byt 2zvlast vyznamnd u infekce HIV, kde
dlouho preZivajici pacienti vykazuji dominujici Thl odpovéd,
zatimco v pripad® progrese onemocnéni dominuje Th2 odpov&d.
Napt¥iklad, Barker a kol., pfedpoklddd, Ze progrese onemocnéni
v p¥ripad® HIV vyplyvd =z posunu produkce cytokind u
infikovanédho hostitele od Thl smé&rem k obrazu Th2 (Barker E,
Mackewicz CE, Levy JA Proc Natl Acad Sci USA 1995 Nov 21;
92(24): 11135-9). Podobn&, sniZeni Th2 odpovédi se zda mit
terapeuticky vyznam, s ohledem na to Reiser a kol. popisuje,
Ye Th2 cytokinové hodnoty jsou zvySené u chronické viroveé
hepatitidy C (Reiser, M. et al.; J. Hepatol 1997 Mar;
26(2):471-8). Jsou znamy rizné zpusoby ovliviiovdni Thl/Th2
rovnovahy a mohou byt p¥ibliZné d<clenény na metody spojené s
pouZitim cytokind a na metody, které se s pouzitim cytbkinﬁ
nepoji.

V p¥ipad& zplsobu 1&&by spojenych s pouZitim cytokind,
jsou cytokiny podény s cilem ovlivnit rovnovahu smérem k Thl
nebo naopak k Th2 typu odpovédi. Nap¥iklad, Xnight et al.
stanovil, %e 1&&ba =za uZiti IL-12 (interleukin-12), cytokinu
podporujiciho vyvoj Thl bunék, miZe byt vyuZita jako 1l&lba u
AIDS, na zédklad® toho, Ze podadni IL-12 se wukéazalo jako
efektivni v obnové builkami zprost¥edkované imunity u mysSi

infikovanych mySi formou viru  AIDS nebo Rauscherovym



leukemickym virem (RLV) (Knight, S.C. and Patterson, S., Annu.
Rev. Immunol. 1994, 15: 593-615). V 3jiném ptrikladé, Gracie,
- J.A. a kol. popisuje, Ze podani IL-18 myS$i vykazuje riznorodé
4&inky kritické pro vyvoj Thl odpovédi (Gracie a kol.J. Clin.
Invest. 1999 Nov 15; 104(10):1393-1401). Ac&koliv podani
cytokind typicky vede k relativné specifickému zvySeni
po¥adovanych Thl cytokinl, dlouhodobé podavani cytokint miZe

byt z mnoha divodid




problematické. Napiiklad vyroba rekombinantnich cytokint je pom&mg drah4 a izolace non-
rekombinantnich cytokind z p¥irozeného zdroje je obecng obtiZna, vzhledem k velmi nizké
koncentraci cytokind v pfirozeném zdroji. Dal$im problémem je poZadavek na vysoky stupett
Cistoty cytokinovych preparéti s cilem zabranit alergické reakci po opakovaném podéni. Navic,
v zavislosti na plivodu cytokinu, nemusi pacient cytokiny dobie tolerovat.

U zplisobu 1éEby, ktery neni spojen s pouZitim cytokind, jsou k ovliviiovani rovnovéhy mezi
Thl a Th2 odpovédi vyuZivany jiné imunomoduladni latky neZ cytokiny. Napiiklad, Sprietsma
J.E. ptedpoklada (Sprietsma J.E.; Med Hypotheses 1999 Jul;53(1):6-16), Ze zinkové ionty (Zn™)
a oxid dusnaty (NO), spolu s glutathionem (GSH) a jeho oxidovanou formou, GSSG, mohou
pomoci regulovat imunitni odpovéd’ na antigen. Autor ve vétSich detailech popisuje, Ze deplece
Zn™, NO a/nebo GSH posouva Th1/Th2 rovnovahu smérem k Th2 a e dopln&ni Zn**, NO
a/nebo GSH muiZe posunout Th1/Th2 rovnovahu smérem k Th1. Pod4vani Zn*" nebo
GSH/GSSG je zvlasté vyhodné, vzhledem k tomu, Ze tyto latky nejsou toxické ani ve zvySené
koncentraci a jejich vyroba neni draha. Navic, Zn™ a GSH/GSSG mohou byt podavany
perorélng, &imZ vyznamné snizuji riziko alergickych reakci, zvl4st& v ptipadg, kdy preparaty
nejsou extrémné ¢isté. Zda se viak, Ze podavani Zn"" a/nebo GSH/GSSG je prosp&iné pouze
k obnoveni Th1/Th2 rovnovahy ze stavu Th2 dominance, zatimco neni jasné, zda miZe podani
Zn"" a/nebo GSH/GSSG zvyiit Thl odpovéd ze stavu normélni Th1/Th2 rovnovahy.

V jiném piikladé, patentové piihlaSce US 09/156 646, zminéné zde formou odkazu, je
popisovan postup, ve kterém vynalezce vyuZiva nukleosidovy analog Ribavirin (1-(5-deoxy-B-

- D-ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-3-karboxamid) k ovlivn&ni rovnovahy Th1/Th2 odpovédi. Pouiti
Ribavirinu je zv1ast€ vyhodné u 1éEby virovych infekci, protoZe Ribavirin nejenom posouvé
imunitni odpovéd smérem k Th1 odpovédi, ale plisobi také jako Einidlo inhibujici replikéci viru.
Ribavirin byl, napfiklad, usp&sn& pouzit v 16&b& Hepatitis C. Cast tohoto efektu byla piipisovana
antivirovym 0¢inkim a €st cytokinové balanci.

Agkoliv Ribavirin vykazoval poZadovany vliv na mnoZstvi viru a stav imunity, dlouhodobé
podévani Ribavirinu v pomé&rmné vysokych davkéach bylo &asto spojeno s mnoZstvim neZadoucich
Cink1, zahrnujicich leukopenii a hemolytickou anémii. S cilem redukovat &etné nezadouci
uginky, bylo zavedeno spoletné podavani Ribavirinu s IFNo, —2B (Reichert, O., et al. 1998;
Lancet 351:83-87). Spoletné podavani Ribavirinu s IFNo. ~2B vsak vyrazné prodraZilo 1é&bu.
Navic, dlouhodobé podavéani IFNa 2B zvysilo riziko vzniku novych vedlejsich tinkd
spojenych s IFNa, —2B.

Navzdory pomérné Gsp&§nému podavani Ribavirinu pii 165b& virovych onemocnéni, zlistava

pouZiti Ribavirinu problematické vzhledem ke vzniku riiznych vedlejsich G&inkd. Proto zde




vznika pot¥eba poskytnout lepsi zpusoby a prosttedky
ovliviiujici Thl/Th2 rovnovadhu s relativné nizkymi nebo Zadnymi
toxickymi vedlejsimi G&inky vzniklymi pri 1&&b&€ virovych

infekeci.

Podstata vynalezu

PredloZeny  vynalez se zamé¥uje na pouzZiti latky
Levovirin™ (1- (R-L-ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-3-karboxamid)
pro pripravu lé&iva pro 1léleni virové infekce, kde virovou

infekci je HIV, HCV nebo HBV infekce.

Je popsdno pouziti slouceniny se strukturou I pro vyrobu
lé&iva pro modulaci exprese lymfokind v bulice, ve kterém se
butice dodavad sloulenina v koncentraci G&inné pro modulaci

exprese lymfokind, p¥ic¢emZ strukturou I je
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kde modulace je UG¢innd pro osSett¥eni podminky, kterd je spojena

s expresi cytokinu Thl.

Jednim z hledisek zkoumané problematiky je, Ze Levovorin™
zvyduje u pacientd Thl odpovéd v poméru k Th2 odpovédi a Ze,
co? se zejména pYredpoklddd, Thl odpovéd roste absolutné&.
Daldim hlediskem p¥edm&tu vyndlezu je podavani Levovirnu™ in
vivo, prednostné intravendzni injekci nebo peroradlné, pridemZ

doporudend davka Levovirinu™ je mezi 0,1 mg/kg a 1,0 mg/kg.

V pouziti podle p¥edloZeného vynalezu je Thl odpovéd
vybrdna ze skupiny sestéavajici z prumérného pikového naridstu
hodnoty IL-2 vzhledem k hodnoté& aktivované kontroly nejméné o
70 % hmotn., prumérného pikového narlistu hodnoty IFN-y vzhledem
k  hodnoté aktivované kontroly nejméné o 20 % hmotn.,
pramérného pikového naridstu hodnoty TNF-o vzhledem k hodnoté

aktivované kontroly nejméné o 50 % hmotn., a prumérného
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pikového nartstu hodnoty vzhledem k hodnoté& aktivované
kontroly IL-2, IFN-y a TNF-a 42 % hmotn., 125 % hmotn. a
p¥ipadné 72 % hmotn.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu néarlst v Thl odpoveédi
zahrnuje prumdrny pikovy nartst vzhledem k hodnoté aktivované

kontroly IL-2 alespoil 70 % hmotn.

V  daldim vyhodném provedeni nartist v Thl odpoveédi
zahrnuje pram&rny pikovy nartst vzhledem k hodnoté aktivované

2]

kontroly IL-2 alesponl 20 % hmotn.

V dald%im vyhodném provedeni ndrist v Thl odpovédi
zahrnuje prim&rny pikovy narust vzhledem k hodnoté& aktivované

Q

kontroly TNF-o alesponl 50 % hmotn.

V daldim- vyhodném provedené narist v Thl odpovédi
zahrnuje prum&rny pikovy narist vzhledem k hodnoté aktivované
kontroly IL-2, IFN-y a TNF-o 42 % hmotn., 125 % hmotn. a
pfipadné 72 % hmotn.

RGzné zaméry, znaky, ohledy a‘ vyhody p¥edlozeného
vyndlezu se stanou vice z¥ejmé 2z nésledujiciho podrobného
popisu vyhodnych provedeni vyndlezu spolu s predloZenymi
vykresy, ve kterych Jjsou jednotlivé sloZky reprezentovany
Ciglicemi.

Vyraz "virova infekce" se vztahuje k jakémukoliv stadiu
virové infekce, vietné inkubadni doby, latentniho nebo
dormantniho stadia, aktutniho stadia a vzniku a pretrvani
imunity proti viru, jak bude pouZit i déle. V této
souvislosti, md vyraz "oSet¥eni" zahrnovat aspekty vzniku nebo
navozeni imunity dimunitniho systému pacienta, stejné& Jjako

potladeni nebo inhibici virové replikace.

Jak bude chdpano i dale, lymfokiny 3Jjsou podskupinou
cytokin®, kterou produkuji pomocné T lymfocyty, a obecné se
soudi, %e spadaji do dvou podt¥id, Thl a Th2. Thl bunky
(nov&ji znadmé jako buiky typu 1) produkuji interleukin 2 (IL-
2), tumor-nekrotizujici faktor (TNF-a) a interferon y (IFN-y) a
jsou primdrn& odpov&dné za builkami zprost¥edkovanou imunitu,
jako je  hypersenzitivita odddleného typu nebo protivirova

imunita. Ve srovndni s tim, Th2 builky jako hypersenzitivita
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(novéji nazyvané butky typu 2) produkuji interleukiny IL-4,
i1L-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13 a primdrn& se angazuji v
podpofe humordlni odpov&di, kterou vidime pfi reakci na
alergeny, nap¥. IgE a IgG4 izotypovy presmyk (Mosmann, 1989,

Annu Rev Immunol, 7:145-173).

Terminy Thl a Th2 "odpov&d™ maji zahrnovat cely rozsah
G¢inkd vyplyvajici z aktivace Thl a Th2, respektive, jak bude
uZito i dale. Mimo 3Jiné, tyto odpovédi zahrnuji zvySenou
produkci odpovidajici cytokini, zvydenou proiiferaci

odpovidajicich lymfocytl a dal&i nasledky spojené




se zvySenou produkei cytokinl, v&etnd migraéniho efektu. Thl odpovéd je obecné
charakterizovana zvySenim IL-2, TNF-a a IFN-y, zatimco Th2 odpovéd’ je typicky
charakterizovana zvySenim IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10.

V doporugené davce obdrZi pacienti infikovani HIV s po&tem CD4" lymfocyté okolo 500
bunék na mikrolitr jednou denng, po dobu triceti dni, jednu injekci vodného roztoku
Levovirinu™ v celkové davce 0,5 mg/kg télesné hmotnosti.

Z dalsiho mozného hlediska zkoumané problematiky, HIV infekce nemusi byt limitovana na
po&et CD4" lymfocytd okolo 500 bungk na mikrolitr, ale mii¥e zahrnovat i niZi poc‘ief CD4"
lymfocytl, vetn& hodnot mezi 500 a 300, 300 aZ 150 a méné neZ 150 CD4" lymfocytii. Podobné
se zvaZuji i vy$§i hodnoty CD4" lymfocyti (napt.>500). M&lo by se déle ptipomenout, Ze
pfijatelné mohou byt riizné dald klinické markery, jiné neZ titr protildtek a hodnota CD4"
lymfocytt, vEetné pfimych a nepiimych metod urleni piitomnosti HIV. P¥imé metody jsou,
napfiklad, kvantitativni kultivace PBMCs a plasmatického HIV, kvalitativni a kvantitativni
metody PCR a atp. Nepiimé metody zahrnuji kvalitativni a kvantitativni ELISA metody, atd.

S ohledem na typ virové infekce se predpoklada, Ze 1é¢ba virové infekce neni omezena na
specificky typ nebo subtyp HIV viru a je vhodné si uvédomit, Ze jsou zvaZovany také jiné viry
nez HIV. Obecné se pfedpoklada, Ze jiné virové infekce zahrnuji ty infekce, které mohou byt
lé¢eny Ribavirinem, D-izomerem Levovirinu™. Jiné, zvl4§t& zamyslené virové infekce, zahrnuji
HCV a HBYV infekci.

Mezi dalsi pohledy nové popsané problematiky patfi, Ze aplikace Levovirinu™ nemusi byt
omezena na jednodenni injekce podévané po dobu tficeti dni, ale miZe zahrnovat jiné frekvence
i formy aplikace. V pfipad€ potfeby podani pomérné vysokého mnoZstvi Levovirinu™ se
uvazuje o dvou aZ Styfech nebo i vice injekcich za den. Podobné v piipadé, kde jsou poZadovany
vysoké plazmatické koncentrace Levovirinu™ po delsi obdobi, se zvaZuje permanentni aplikace.
Staly pifisun miZe, napiiklad, zahmovat pouZiti kontinualni infuze, osmotické pumpy nebo
implantatu s usnadnénym uvoltiovanim. Mélo by se zdiraznit, Ze forma podéni neni omezena na
formu injek¢ni, ale vhodné podani miize zahrnovat aplikaci peroralni, transdermalni,
intranazalni, inhala¢ni, atd. V souvislosti s tim, piipravky moZnych preparati Levovirinu™
mohou zahrnovat tablety, sirupy, gely, aerosole, atd. Dale se také zvaZuje moznost podani
Levovirinu™ in vitro. Urené mnoZstvi celé krve nebo krevnich derivatd tak miiZe byt,
napiiklad, preinkubovéno s Levovirinem™ in vitro, s cilem bud’ podpofit nebo navodit imunitni
reakci sméfujici k imunitni obrang.

S.ohledem na davkovani Levovirinu™ se zvaZuje, Ze jsou pfipustné i rizné moZnosti

davkovani zahrnujici davky mezi 0,5 mg/kg a 0,1 mg/kg a méng, ale také davky mezi 0,5 a 1,0




mg/kg a vice. Obecnd bude vhodné davkovant zaviset na mnoha faktorech, v&etné typu virové
infekce, stadiu virové infekce, poZadované plazmatické koncentraci Levovirinu™, trvani 1é¢by,
atd. Zatimco u nékterych virovych infekci muze byt, napfiklad, dosaZeno uspésné 1écby pii
pomérné malych plazmatickych koncentraci Levovirinu™, jiné virové infekce mohou vyzadovat
davky pomeérné vysoké.

Mezi dal§i pohledy nové popsané problematiky jesté patii moZnost kombinace Levovirinu™
s jinymi farmaceuticky aktivnimi latkami podporujicimi 1é¢bu virové infekce. Pridatné
farmaceuticky aktivni latky, které jsou zvaZovany, zahrnuji antivirova Cinidla a
imunomodulatory. Piikladem antivirovych ¢inidel jsou inhibitory protedzy, nukleotidy nebo
nukleosidové analogy a imunomodulétory mohou zahrnovat cytokiny.

Ackoliv neni Zddouci omezit se na néjakou konkrétni teorii, pfedpoklada se, ze podéani
Levovirinu™ koreluje u pacientli se zvySenim odpovédi Thl relativn€ k odpovédi Th2 a zv1aste
se piedpoklada, Ze pomé&mé zvyseni Thl odpoveédi vzhledem k Th2 odpovédi se déje na zakladé
absolutntho narGstu Thl odpovédi. Hladiny cytokint mohou tak byt zvySeny jednotlivé nebo
spole¢né. Predpoklada se napiiklad, Ze oSetieni aktivovanych lidskych PBMCs Levovirinem™
mizZe vést k primérnému pikovému nardstu hodnoty IL-2 nejméné o 70 hmotn. % vySSimu, neZ
je hodnota aktivované kontroly. Piipadné se predpoklada, ze pfidani Levovirinu™
k aktivovanym PBMCs mutiZe vést k primérmému pikovému nartistu hodnoty IFN-y nejméné o
20 hmotn. % vy$§imu, neZ je hodnota aktivované kontroly nebo k primérnému pikovému
narustu hodnoty TNF-a nejméné o 50 hmotn. % vySSimu, nez je hodnota aktivované kontroly
(viz také obr. 3A-C). V jiném piikladé€ se pfedpoklada, Ze zvySeni Th1 odpovédi mize zahrnovat
pramérny pikovy nartist oprbti hodnotam aktivované kontroly u IL-2, IFN-y a TNF-a 0 42
hmotn. %, 125 hmotn. % a 72 hmotn. %, respektive. ‘

Meélo by se zvlasté zdiraznit, Ze zatimco spektrum lé€itelnych virovych infekci se mezi
Ribavirinem a Levovirinem™ pon&kud prekryva, Levovirin™ m4 podstatng sniZenou toxicitu.
Napfiklad, zatimco peroralni podéani Ribavirinu krysam v davce 180 mg/kg po dobu &yt tydnt
vedlo k vaZzné hemolytické anémii a leukopenii, Levovirin™ nezpiisobil Zadnou klinicky
pozorovatelnou patologii. Dale se zvlaste posuzuje, Ze 1é¢ba virovych onemocnéni
Levovirinem™ je prednostné zaloZena na ovlivnéni Th1/Th2 rovnovahy ve prospéch prevazujici
Thl odpovédi a nezaklada se hlavné€ na pfimém antivirovém G¢inku. Vyraz , pfimy antivirovj’r“
ucinek nebo aktivita, jak je uZito i dale, se vztahuje k bezprostfednimu (&inku nebo aktivité na
pfeziti viru nebo replikaci. Naproti tomu, potladeni virové aktivity nebo replikace aspoii ¢astecné
zprostfedkované jednou nebo vice slozZkami imunitniho systému, neni povaZzovano za ,,pfimy

protivirovy“ 0i¢inek nebo aktivitu. Podobné je dobré zdtiraznit, Ze relativni redukce Th2




odpovédi béhem 1é¢by odpovidajici zkoumané problematice, by mohla byt zvla§t& vyhodné u

chorob spojenych se zvySenou odpovédi Th2 (napf. HCV infekce).

Piehled obrazkil na vykresech

Obr. 1 ukazuje strukturu Levovirinu™,

Obr. 2 ukazuje schéma syntézy Levovirinu™,

Obr. 3A-C ukazuji grafy zobrazujici rizné biologické uéinky Levovirinu™ a Ribavirinu na
jednotlivé soucasti Th1 odpovédi.

Obr. 4 ukazuje graf zobrazujici sérové hodnoty ALT u mysi injikovanych Con A v z4vislosti

na 1é¢be€ Levovirinem™ a Ribavirinem.

Pfiklady provedeni vynilezu

Nasledujici pfiklady ilustruji ukazkovou syntézu a rizné aplikace Levovirinu™.

Piiklad 1: Syntéza Levovirinu™ ,
1,2,3,5-tetra-O-acetyl-B-L-ribofuran6za (1): Do roztoku L-ribozy (50,0 g, 333,33 mmol)
v nefedéném methanolu (500 mi) rozmichaného pfi pokojové teplot& byla piidana erstv
pfipravena such4 methanolovana HCI (40 ml, pfipravena probublavanim suchého plynu HCI
methanolem pfi 0 °C do hmotnostniho pfiriistku 4g) pomoci stikatky, b&hem 15 minut,
v prostiedi argonové atmosféry. Po pfidani methanolované HCI byla reak&ni sm&s ponechéna pfi
pokojové teplots ve tiepadce, po dobu 3 az 4 hodin. Byl pfidén suchy pyridin (100 ml) a odpafen
do vysuSeni pfi vysoké hodnoté& vakua s teplotou pod 40 °C. Tento postup byl opakovan podruhé
s piidanym suchym pyridinem (100 ml). Zistatek byl rozpustén v suchém pyridinu (250 ml) a
ochlazen v ledové lazni na 0 °C v prostiedi argonové atmosféry. K tomuto vychlazenému,
protfepanému roztoku byl pfidan acetanhydrid (100 ml) po kapkach pomoci nalevky b&hem 15
minut. Po pfidani acetanhydridu byla reakce ponechana ve tiepa&ce pii pokojové teplots za
vyloudeni pfistupu vlhkosti po dobu 24 hodin. Reakéni smé&s byla odpatena aZ do vysuseni.
Zbytek byl rozdé€len mezi ethylacetat (400 ml) a vodu (400 ml) a extrahovan v EtOAc. Vodna
vrstva byla opét oddélena pomoci EtOAc (100 ml). Celkovy EtOAc extrakt byl promyvan vodou
(400 ml), nasycenym NaHCOj3 (2x300 ml), vodou (300 ml) a fyziologickym roztokem (200 ml).
Organicky extrakt byl vysouSen pomoci anhydrogenniho Na,SO,, piefiltrovan a filtrat odpafen
do sucha. Zbytek byl odpafovan v pfitomnosti suchého toluenu (2x150 ml) pfi vysoké hodnot&
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vakua. VysuSeny olejnaty zbytek (92g, 95%) byl jako takovy, bez dalsi charakterizace, pouZit
pro nasledujici reakci.

Sirup (92 g) z vySe popsané reakce byl rozpustén ve vychlazené kyseling octové (300 ml) a
smichén s acetanhydridem (75 ml) pii pokojové teplot&. Roztok byl ochlazen v ledové lazni na 0
az 5 °C v prostfedi argonové atmosféry. Byla pomalu pfidana b&hem &asové periody 15 minut
koncentrovani H;SO4 (21 ml). Po pfidani H,SO4 byla reakéni sm&s 14 hodin protfepavana pfi
pokojové teploté a nalita na ledovou tist’ (500 g) a michana dokud led neroztal. Byla piidéna
voda (500 ml) a extrahovana pomoci CHCl; (2x300ml). Chloroformovy extrakt byl promyvén
vodou (3%400 ml), nasycenym NaHCO3 (2x300 ml), vodou (200 ml) a fyziologickym roztokem
(200 ml). Promyty organicky extrakt byl vysouSen pomoci anhydrogenniho MgSOy, prefiltrovan
a odpafen do sucha za vzniku olejnatého zbytku (99 g). Zbytek byl odpafovan v piitomnosti
suchého toluenu (200 ml) a rozpustén v ethyletheru (200 ml), ktery nasledné po chlazeni na 10
°C po jeden den vytvofil bezbarvé krystaly. Krystaly byly filtrovany, promyvany smési
hexan:etheru (2:1, 50 ml) a vysuSeny za vzniku 60,5 g produktu.

Methyl-1-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-L-ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-3-karboxylat (3) a methyl-1-

=(2,3,5-tri-O-acetyl-B-L-ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-5-karboxylat (4): Smés methyl-1-2,4-triazol-

-3-karboxylatu (25,4 g, 200 mmol), 1,2,3,5-tetra-O-acetyl-B-L-ribofurandzy (63,66 g, 200mmol) a
bis(p-nitrofenyl)fosfatu (1g) byla umisténa do RB-lahve (500 ml). Lhev byla na dobu 25 minut
vloZena do olejové 1azné pfedehiaté na 165 az 175 °C do podminek vakua vytvoreného vodni
vyvévou a byla protfepavana. Vytésnéna kyselina octova byla zachytavana ve
vychlazeném lapa¢i umisténém mezi aspirdtor vyv&vy a RB-lahev. Lahev byla vyjmuta
z olejové lazné a chlazena. KdyZ teplota lahve doséhla pfibliZzng 60 az 70 °C, byly smiSeny
EtOAc (300 ml) a nasyceny NaHCO3 (150 ml) a extrahovéany v EtOAc. Vodna vrstva byla
extrahovana opét pomoci EtOAc (200 ml). Spolecny EtOAc extrakt byl promyt nasycenym
NaHCOj3 (300 ml), vodou (300 ml) a fyziologickym roztokem (200 ml). Organicky extrakt byl
vysuSen v prostiedi anhydrogenniho NazSOy, prefiltrovan a filtrat byl odparen do sucha. Zbytek
byl rozpu§tén v EtOH (100 ml) a zfedén MeOH (60 ml), ktery po ochlazeni na 0 °C po dobu 12
hodin vytvofil bezbarvé krystaly. Pevna faze byla pfefiltrovana, promyvana minimaln&
vychlazenym EtOH (20 ml) a vysousena pii vysokych hodnotach vakua nad pevnym NaOH za
vzniku 60 g (78 %). Filtrat byl odpafen do sucha a ¢i§t&n na kiemiitém nosii za pouZiti CHCI>
>EtOAc (9:1) jako eluatu. Z filtratu byly izolovany dva produkty: rychle se pohybujici 8,5 g (11
%) produkt a pomalu se pohybujici 5 g (6,5 %) produkt. Pomalu se pohybujici produkt se
shodoval s produktem krystalizace. Rychle se pohybujici produkt byl identifikovan jako (4) a byl
ziskan ve form& p&ny. Celkovy zisk (3) byl 65 g (84 %).




L]
s eaesse

1-B-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-karboxamid (5): Methyl-1-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-L-
ribofuranosyl)-1,2,4-triazol-3-karboxylat (62 g, 161 mmol) byl umistén do ocelové bomby a
ofetien s Cerstvé pipravenym metanolovanym amoniakem (350 ml, pfipraven pasaZi suchého
HCl plynu suchym methanolem pii 0 °C do nasyceni). Ocelova bomba byla uzaviena a
protiepavana pfi pokojové teploté 18 hodin. Ocelova bomba byla poté ochlazena na 0 °C,
oteviena a obsah byl odpafen do sucha. Zbytek byl oetfen suchym ethanolem (100 ml) a
odpafen do sucha. Ziskany zbytek byl rozméln&n s acetonem za vzniku pevné faze, ktera byla
filtrovana a promyta acetonem. Pevn4 faze byla suSena pfes noc pti pokojové teplot a
rozpusténa ve smési horkého EtOH (600 ml) a vody (10 ml). Objem roztoku EtOH byl sni¥en na
150 ml jeho ohfivanim a michénim na horké plotn&. Horky roztok EtOH po ochlazeni poskytl
bezbarvé krystaly, které byly filtrovany, promyvany acetonem a sufeny v podminkach vakua.
Dalsi koncentrace filtratu poskytla dalsi materidl. Celkovy zisk pfedstavoval 35g (89%) produkt.

Ptiklad 2: Urceni cytokinového profilu v odpovédi na Levovirin™ a Ribavirin

Od zdravého darce byly pomoci centrifugace podle hustotniho gradientu izolovany
mononukledrni bufiky periferni krve s nislednym obohacenim T buttkami za pouziti
Lymphokwiku (One Lambda, Canoga Park, CA). Kontaminujici monocyty byly odstranny
pomoci adheze na plast. Cisté T buiiky predstavovaly >99 % CD2*, <1 % }I[,A-DR+, <5%
CD25" a byly udrzovany v RPMI-AP5 (mediu RPMI1640 obsahujicim 5% autologni plasmu,
1% glutanﬁn, 1% penicilin/streptomycin a 0,05% 2-merkaptoethanol). Pro uréeni hodnot
cytokinovych proteint byly T buiiky (0,2*10° v objemu 0,2 ml) aktivovany pfidanim 80 ng
stafylokokového enterotoxinu B (SEB, Sigma, St. Louis, MI) a inkubovény v pfitomnosti 0 a% 10
uM Levovirinu™ nebo Ribavirinu v 96-jamkovych plotnich po dobu 48 hodin pfi 37 °C. Po
nasledné aktivaci byly supernatanty analyzovéany na bun&nou cytokinovou produkci. Ur&ent
cytokind bylo provedeno uZitim ELISA kitd specifickych pro IL-2, IFN-y, TNF-a (Biosource,
Camarillo, CA). Vechny vysledky ELISA metody byly vyjadfeny v pg/ml. Data jsou zobrazena
jako procenta aktivovanych kontrol, poditana jako pomé&r cytokint aktivovanych T bungk
nachazejicich se v pfitomnosti Levovirinu™ nebo Ribavirinu proti hodnot4m cytokind
neofetenych aktivovanych T bunék nésobeny 100 %. Nulovy efekt na cytokinové hodnoty by
tak vykazoval procentuédlni hodnotu aktivovanych kontrol 100 %. Obrazek 3A-C ukazuje
podobnost na davce zévislych odpovédi T bunék osetfenych Ribavirinem nebo Levovirinem™ a
riznymi Th1 cytokiny. Tabulka 1 ukazuje efekt Ribavirinu a Levovirinu™ y SEB stimulovanych

T bun€k na expresi Thl cytokind IL-2, IFN-y a TNF-q. Pfitomn4 data jasng naznacuji, Ze




Levovirin™ poskytuje vyznamny potencial k 16€b& téch onemocn&ni, kde hraji kritickou roli

cytokiny typu 1.

Lécha IL-2 IFN-y TNF-o.
SEB 100 100 100
SEB + Ribavirin 143£18 13146 | 124+4
SEB + Levovirin™  131£12 12243 144+7

Tabulka 1: Viechna data jsou spoletné ukdzina jako primerné procentualni hodnoty aktivovanych kontrol (+/-
standardni odchylka — déle st.o.) pro viechny cytokiny. Celkové hodnoty (pg/ml +/- st.0.) SEB indukované sekrece
cytokind typu 1 byla pro IL-2 640+/-36, pro IFN-y 462+/-37 a pro TNF-a 223+/-27. Klidové hodnoty byly u viech
cytokini <30 pg.

Piiklad 3: Metody uréeni pfimé antivirové aktivity a cytotoxicity

In vitro testovéani piimé antivirové aktivity Levovirinu™ a Ribavirinu proti infleunze A a B,
parainfluenze 1 a 2 a respira¢nim syncytialnim viru bylo provedeno stejn&, jako popisuje
Huffman, J.H. et al. Antiviral Chem. and Chemother. 1997, 8:75-83 a Bernard, D.L. et al.
Antiviral Chem. and Chemother. 1997, 8:223-233. Ur&eni Anti-HIV aktivity provedl National
Cancer Institute, ktery pouZiva postupy navrhované na detekci agens pisobiciho v jakémkoliv
stadiu reprodukéniho cyklu viru (Weislow, O.W. et al., J. Natl. Cancer Inst. 1989, 81:577-586).
Aktivita proti hepatitidé B byla sledovana za pouZiti metod, které popisuje Marion et al.,
Hepatology 1987, 7:724-731. Anti-HIV aktivita a cytotoxicita Ribavirinu byla uréena z diive
znamych dat (McCormick, J.B., Lancet 1998, II: 1367-1369).
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Tabulka 2 ukazuje srovnani pfimé antivirové aktivity a cytotoxicity Levovirinu™ a

Ribavirinu na buitiky infikované riznymi viry.

Piipravek Utinek HBV HIV INFLA INFLB PARA1 PARA3 RSV

Levovirin™ Pfimy >100 >600 >200 >200 >1000 >1000 >1000
antivirovy

Cytotoxicky >100 >600 >200 >200  >1000 >1000 >1000

Ribavirin Piimy >100 40 6,1 1,9 40 4 5
antivirovy

Cytotoxicky 53  >40° 56 40 >1000 480 100

Tabulka 2: Testovany byly viry hepatitis B (HBV), virus lidského imunodeficitu (HIV), influenza (INFL) A a B,
parainfluenza (PARA) 1 a 3 a respiralni syncytidlni virus (RSV). Antivirova aktivita (ECs) nebo cytotoxicity
(CCsp) jsou zndzornény v uM.

Piiklad 4: Protizanétlivy G€inek Levovirinu™ u hepatitidy indukované Concavalinem A
BALB/c mysi (6 ve skuping) byly intraperitonealn€ injikovany jednou davkou 20 pg (1
mg/kg) Ribavirinu nebo Levovirinu™ nebo 200 ul PBS, 1 hodinu pfed intraven6zni injekci 0,3
mg Concavalinu A (Con A, Calbiochem, San Diego, CA) aplikovanou do ocasni Zily. Po 24
hodinach byly mysi anestezovany Penthranem a kardiélni punkci jim byla odebrana viechna
krev (exsanguinace). Sérum ziskané ze sraZené krve bylo pouZito k urleni sérové hladiny
alaninaminotransferdzy (ALT). Sérové hodnoty ALT byly urSeny pouZitim metody stanoveni
enzymové aktivity (Sigma) zaloZené na kalorimetrickém méfeni produktt (kyseliny
pyrohroznové a glutamové) vzniklych pfi katalyze substratii, alaninu a kyseliny a-ketoglutarové.
Obrazek 4 ukazuje mnoZstvi sérové ALT v zavislosti na Ribavirinu nebo Levovirinu™ nebo
PBS. Oba, Ribavirin a Levovirin™, byly schopny podstatné sniZit Con A-indukované hodnoty
ALT z asi 1900 U/ml na 969 U/ml £192 u Ribavirinu a na 954 U/ml £179 u Levovirinu™.
Takto byly ozfejmeny specifické podoby a aplikace sloudenin a zptisobt 1é¢by virové infekce
pomoci Levovirinu™. Mélo by byt viak ziejmé, vzhledem ke znalostem v oboru, Ze vedle b&zn&
popisovanych, jsou moZné mnohé dal§i modifikace, bez odchyleni se od nov& popsaného pojeti.
Nové popsany objev proto neni omezen jinak, nez ve smyslu pfipojenych narokd. Navic,
v interpretaci obojiho, pfesného popisu a narokd, by mély byt vSechny vyrazy interpretovany
nejSir§im moZnym zptisobem v souladu s kontextem. Zejména vyrazy ,,obsahuje a ,,obsahujici*
by mély byt interpretovany jako odkazujici na souéasti, slozky nebo postupy nevylucujicim

zplisobem ukazujicim, Ze zmin€né soudasti, sloZky nebo postupy mohou byt prezentovany nebo
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vyuzity nebo kombinovany spolu s jinymi sou€4stmi, slozkami nebo postupy, které nebyly piimo

uvedeny.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouzZiti sloudeniny se strukturou I pro vyrobu lé&iva pro
modulaci exprese lymfokind v bullce, ve kterém se bulice dodava
sloudenina v  koncentraci  G¢&inné pro modulaci exprese

lymfokint, p¥icemZ strukturou I je

0 OH

HO OH

kde modulace je Gcinnd pro o3et¥eni podminky, kterd je spojena

s expresi cytokinu Thl.

2. Pouziti podle naroku 1, ve kterém dodavani slouleniny

zvy8uje Thl odpovéd u pacienta relativné k Th2 odpové&di.

3. Pouziti podle naroku 2, ve kterém Thl odpovéd je vybrédna ze
skupiny sestdvajici .z prumé&rného pikového naridstu hodnoty IL-2
vzhledem k hodnoté aktivované kontroly nejméné& o 70 % hmotn.,
prumérného pikového narlistu hodnoty IFN-y vzhledem k hodnoté&
aktivované kontroly nejméné o 20 % hmotn., primé&rného pikového
narustu hodnoty TNF-a vzhledem k hodnoté aktivované kontroly
nejméné o 50 % hmotn., a prumé&rného pikového nédrustu hodnoty
vzhledem k hodnoté aktivované kontroly IL-2, IFN-y a TNF-a 42 %

Q

hmotn., 125 % hmotn. a p¥ipadné 72 % hmotn.

4. PouZiti podle naroku 2, ve kterém ndrust v Thl odpov&di
zahrnuje primé&rny pikovy ndrist vzhledem k hodnoté& aktivované

0

kontroly IL-2 alesponn 70 % hmotn.

5. PouZiti podle naroku 2, ve kterém narust v Thl odpov&di
zahrnuje prumé&rny pikovy narist vzhledem k hodnot& aktivované

)

kontroly IFN-y alesponl 20 % hmotn.

6. PouZiti podle nédroku 2, ve kterém narist v Thl odpovédi
zahrnuje prumérny pikovy narist vzhledem k hodnoté& aktivované

)

kontroly TNF-a alespoil 50 % hmotn.




7. PouZiti podle néaroku 2, ve kterém narlst v Thl odpovédi
zahrnuje prim&rny pikovy ndrust vzhledem k hodnot& aktivované
kontroly IL-2, IFN-y a TNF-a 42 % hmotn., 125 % hmotn. a
p¥ipadné 72 % hmotn.

8. PouZiti podle naroku 1, ve kterém krok doddvani zahrnuje in

vivo dodavani.

9. PouZiti podle ndroku 1, ve kterém podminkou je virusova
infekce vybrédna ze skupiny sestdvajici z HIV infekce, HCV
infekce a HBV infekce.
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