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" {57) Toto teenf se t¥k4 pouZiti skupiny slouEenin a jejich fyzi-
ologicky pfijatelngch solf, které tvo¥ Schiffovu bézi nebo
hydrazou s karbonylovymi skupinami nebo aminoskupina-
mi povrchovych T-bunkk, s podminkou vylugujicf slonZeni-
nu cinnaldehyd k vyrob& 1éZiva k potenciaci imunitnf
odezvy, vfhodné k virobé 1é2iva pro oetfovan{ a/nebo pro-
fylaxi virov€ infekce nebo rakoviny, poptipad® v kombinaci
s jinfm chemoterapeutickfm a/nebo imunoterapeutickym
prosttedek, dZelné k nasdln{mu nebo pulmondrnimu podéni.
Takové farmaceutické prostfedky se také pou¥fvaji v profy-
laxi nebo pti odetfovinf nemoct, které vznikly z nidord
nebo infekef.
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Imunopotenciadni prostredek

Oblast techniky

PRE T

JaTéﬁﬁd-aynélez se tyka pouiiti skupiny sloucenin jako

imunopotenciatorﬁ (potencidtord imunity), prostfedku

~obsahujiéiéh'takové slouéeniny a zpuisobu jejich vyroby,

stejné jake kombinaci takovych sloucenin s protinadorovymi

nebo protiinfekénimi lé&ivymi latkami.

Dosavadni ‘§tav techniky

Hlavni dchranna funkce imunitnino systému se vztahuje
k resistenci k napadeni patogeny vietné viri, riketisii,
mykopiaémy,'bakterii, fub a paraziti véech ﬁypﬁ. Zlepgeni
imunitni cdezvy, zﬁlaété pokud je sniiena; zvysSuje resistenci

X infekci nebo napadeni libovolnym -z vy$e uvedenych patogeni.

Druhou ochrannou funkci imunitniho systému je pischit
resistenci pfi naroubovani cizi tkéné bud prirozené povahy
nebo tkané, kterd je v poméru fetdlné materském, nebo

neprirozené tkané, jako pri transplantaci provadéna lékarer.

Predpoklada se, ze dalsi ochrannou funkci imunitniho
systému je pUsobit resistenci k vyvoji malignich bunék, Jjako
v pripadé rékoviny. Imuncpetencidtory se pouZivaji pri
rakoviné ke zvydeni rejekce tumori a Xk inhibici recidivy

“tumort, s nasledujicimi jinymi formami terapie.

Jesté jina ochranna funkce zahrnuje uchovani auto-
~nereaktivity positivnimi tlumivymi mechanizmy. U autoimu-

nitnich a pribuznych chorob, imunitni reaktivita, zamérfena na
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-LibovolnY“prostfedék“schopn?‘rozéifit‘imuﬁitni”ddezVﬂ_mﬁéé

" JejichZ stereospecifické receptory jSou uvadeny do pohybu

a samodestruktivni.

KaZda z ochrannych funkci imunitniho systému se muze

modlflkovat nespecxflckou terapll 1munopoten01atory samotnyml"

'nebo v komb1nac1 s Jjinymi prostredky pou21vanym1 ke zlepseni

P

napadenl. Kromé toho specifickd resistence se miZe r0251r1t

pripouZiti imunopotencidtori spoledné s antlgenem Jako pfi

vakcinovani pouZivajicim napfiklad viry, nadorové bunky

" a podobneé. Toto pouziti mliZe vyvolat bud specifickou imunitu

nebo toleranci. Tolerance je pfikladem pouZiti antigenu

v pripadé alergii nebo autoimunitnich chorob. Pouziti N
imunopotenciaﬁorﬁ miZe byt bud terapeutické nebo profylaktic-
ké, pricemz profylaktické pouziti se zvlasté poulivé pri
starnuti, kdy-jsou castejsi infekce, autoimunitni poruchy

a rakovina. Casovy. rozvrh'a cesta podéni jsou rozhodujici pri

stanoveni, zda vysledky maji positivni nebo. negativni odezvu.

pusobit inhibiéné v zdvislosti na Gasovém rozvrhu a davce -

a tak za urcitych okolnosti imunopotencidtor se miZe pouzivat

jako imunosupresivni prostfedek urceny k pouziti pri alergii,

autoimunitni poruse a transplantaci.

Vyrazem irunopotencidtor se mini prostredek, ktery ie

schopen obnovit potlacenou imunitni funkci nebo zvysit

normalni imunitni funkci nebo zplsobit obé. Aviak v dusledku

urc¢itych prvkl 1mun1tn1ho systému- 1munopotenc1ator miie mit ’

také imunosupresivni uéinky.
Imunitni odezvy jsou dany dohromady T-lymfocyty,

antigenovymi fragmenty, které jsou vazény k qp801allZOVEHYN

molekulam (MHC) na povrchu bunek predstavujlc1ch antlgen.

- Kromé spec1f1cke 1nterakce mezi T~bunéénym recephtorem

a xomplexem antigen-MHC, T-bunky vyZaduji kostimulatorové

-

NIRRT X vy




signaly, které jsou poskytovany bunkami predstavujicimi
antigen. Interakce mezi bunkami pfedstavujicimi antigen

a T-bunkami vyvolévaji pfipojené adhezni molekuly, z nichz
nektere se vazajl interakci T-bunécéného receptoru a komplexu
antlgen MHC a jiné, ktereé jsou oddélené od teto interakce.
Néktere z téchto adheznich molekul poskytuiji kostimulatorcveé

' signaly. Kromé toho studie provadéné in vitro podivaiji obraz

- ? - ' » - i - - * A
- 0 tom, Ze kovalentni chemické reakce mezi bunéénymi

povrchovymi ligandy jsou podstatné pfi antigen-specifické
aktivaci T-bunék (J. Rhodes, J. Immunol. 143, 1482 /1989/,
M. Gao a J. Rhodes, J. Imnunol. 144, 2883 /1990/ a X. M. Gao
aJ. Rhodes, J. Immunecl. 144, 463./1990/). Zde dochdzi ke
vzniku karbonyl aminové kondenzace (vzniku Schiffovy béaze)

mezli skupinami na APC a povrchem T-bunék.,

Patentovy spis WO 92/03 164 uvadi novou pomocnou latku
NAGO, ktera pusobi enzymaticky zvyéenim exprese Schiffovy |
baze tvorici ligéndy. Patentovy spis DE 35 08 875 se tyka
cinnaldehydu jake imunopotenciatoru u kraliku infikovanych
virem Herpes PSR. Patentovy spis EP 54 924 se tyka urcitych
sloucenin pbdle tohoto vyndlezu, jajich syntézy a jediich
vlastnosti jako "latazk ?Dﬁsobujicfch posun do leva' na k¥ivce
wyelik~disociace. Vo:ChﬁV tyto literdrni odkazy zde uvedené

jsou zahrnuty do stavu techniky.

Terapeutické cile imunopoﬁenciétorﬁ jako lééivfch

 latek zahrnuji chronické virové infekce, jako je virova

hepatitida a virus lidské imunitni nedostateénosti. Rakovina
je také cilem terapeutického plUsobeni. .Pribyva dikazld které
ukazuji, Ze chronikym virovym infekcim a malignim nadorum se
imunitni systém vyhyba rUznymi cestami. Tak adkoli cytotbxid—
xé T-bufiky a protilatky se produkuji.proti abnormalnim bunkam
(bud buﬁkém'infikovanYm virem nebo malignim bunkadm), imunitni
systém se pokousi zastavit patogenni proces. MiZe evistovat

~becny proces uniku, pri kterém viry nebo nddory vyuzivaii



mechanizmu, kterymi se udrZuje auto-neresponsivita.
Auto-reaktivni T-bunky jsou eliminovany béhem fetalniho
vyv03e vazanim T-bunécného receptoru (TCR) v neprltomnostl
Afkostlmulacnlch SLgnalu Vysledkem je, ze takové T-bunky Jjsou
?-podrobeny programovane bunééne smrtl Auto-reaktivni T-bunky
na perlferll se také udriuji v nerespon51vn1m stavu vazanim,
TCR v nepr1tomnost1 kostlmulace;;co ‘se oznacu]e zde vyrazem
'"anergle “Unik z imunitniho systemu miZe nastat brl . D
patogennlch procesech, pokud se zrusi kostimulatorové

signély. Vysledkenm  je, Ze T—buﬁky odpovidajici za choroby se
stanou anergni nebo se podrobi programované bunééné smrti. To

je ve zvysené mife z¥ejmé pozdéji u AIDS. Schiffovy baze
tvofici'imunopotenciatory by byly Uéinné p¥i prevenci tohoto
~unikového mechanizmu, protoZe pisobi tim, Ze poskytuji |
kostimulaci T-buikém. Timto zpusobem Schiffovy baze tvorici.
imunopotencidtorové lécivé-latky mohou vyslovné korigovat-
‘poskozeni v imunité, které dovoluje vytrvat virovym infekcim

ceen R - - - Ce vy e s eeene

" a rustiuréitym malignim tumdrdm.

Podétata'vvnéIEZu_

Nyni bylo nalezeno, Ze urcité malé molekuly, které se
podileji na karbonyl-aminovych kondenzaénich reakcich, mohou

s prekvapenim pusobit jako imunopotencidtory.

Tento.vynalez se tykd pouziti slouCenin neboe jejich
fyziologicky prijatelnych soli, které tvori Schiffovy baze

i

nebo hydrazony s karbonylovymi skupinami nebo aminoskupinami
na povrchu T-bunék, s tim, zZe je vyloucena sloucenina
cinnaldehyd, pro vyrobu lé&iva k potenciaci imunitni odezvy.
Zde ‘dale se ‘sloudeniny nebo jejich fyziclogicky prijatelne”
soli oznacuji jako "sloucenina podle tohcto vyndlezu" nebo

"sloucCeniny podle tohoto vynalézu".

Tento vynalez se tvka pouilti slocudeniny obecného
Y P
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vzorce I

M

"R/L\RI

ve kterém

predstavuje atom vodlku methyl ktery Jje . popripade
substituovan fenylem nebo dvéma alkylovyml skupinami
s-1 az 4 atomy uhliku a hydroxyskuplnu,

znamena skupinu vzorce CH2COR2 nebo je3ji tautomerni
formu, '

kde R? znamena methyl, ktery je prfipadé substituovan

sXupinou vzorce CO{CH,),CO,H,
kde x znamend ¢islo 1 aZ 7, nebo
znamena skupinu vzorce A-Ph,

kde A predstavuije atom ¥vsliku, skupinu vzorce CH,,

CH(CH,), CC nebo jednodu. u.u vasbu a

kde Ph znamend pepripads substituovanou fenylovou

skupinu, nebo

Jje vazan k RY za vzniku devitidlennsého nebo deseti-

¢lenného bicyklického ruhevého systemu, Ktery Jje
poprlpade substituovan, a ve kterém je Jjednim kruhem

benzen,

nebo jeji fyziolegicky prfijatelné soli.

Sloucenina obecného vzorce II
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USRS (i
ve kterén. - ‘

A a Ph maji vyznamy uvedené vyse a

3

-R7-—- - pfedstavuje atom vodiku; alkylovou skupinu s 1 az 4=

atomy uhliku nebo skupinu vzorce CH2(C6H4)R4,

. kde R* znamena hydfoxyskupinu nebo alkoxyskupinu s 1
az 4 atomy uhliku, .

nebo jeji fyziologicky prfijatelna sual, tvofi'vyhodnou pod-
skupinu slouc¢enin, které spadaji pod cbecny vzorec I.

Dalsi vyhodnou podskupinu sloudenin, které spadaiji

-.pod obecny. vzorce. I, predstavuil slouédeniny obecného-vzorce: -

ITI
X
cy TR | (I11)
ve kterém
R’ znamend skupinu vzorce CH2COR2,

‘kde R? ma vyznam uvedeny vyse,

a jeji fyziolegicky pfijatelné soli.

obecného vzorce I‘je bicyklicky Xruhovy systém obecného
vzorce IV
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(IV)
ve kterém
R znamena hydroxyskupinu nebo alkoxyskupinu,
al znamena ‘atom kysliku nebo skupinu vzorce CO nebo CH, a

predstavuje alkylenovou skupinu se 2 nebo 3 atomy
uhliku, ktera je popfipadé substituovana fenylovou
skupinou, ‘

Tento vyndlez se zv1asté tyka pousiti slouceniny
obecného vzorce V '

<y
j | . i e N
1 : ) P ) P
i Q,r1]ﬂ . —— 8 (V)
i
L |
- R
S
ve kterém
z znamend Cislo nula nebo 1,
n znamena ¢islo nula nebo 1,
B Predstavuje atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1 aZz

4 atomy uhliku;

Crer
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1

“musi byt atom vodiku, T 7T

Bl znameni atom vediku nebo popripadé substituovanou
fenylovou skupinu a

B2 znamend atom vodiku, methylovou skupinu, kterd.je

popripade substituovana skupinou vzorce CO(CH,),COOH,
kde x znamend ¢islo od 1 do 7,

nebo tento substituént miZe byt'vézan pres atom
kysliku nebo zbytek uhlovodikového Fetézce, popfipadé
obsahujiciho atom kysliku, k substituentu B!, kdyz B!
znamend fenyl, za vzniku poprfipadé substituovaného
bicyklického kruhového systému obsahuijicihe od 8 do
10:atoml, z nichi jednim_mﬁze-byt atom kysliku

a zbyvaijici. atomy jsou atomv uniiku,
J L 7

- pfidem? pokud z znamend nulu, BT nemlZe byt atom vodiku a B2

e A e e . B P

nebo jejl fyziologicky prijatelné soli pro vyrobu léciva

X potenciaci imunitni odezvy.

Pokud Bt je popripadé substituovany fenyl, vyhodné
substituenty jsou definovany jako ¥t Y2, Y3, Y4, v> 3 YG,

jak jsou vymezeny dalé'pod obecnym vzorcem VI.

Vyhodnou skupinou slouc¢enin obecného vzorce I Jjsou

slouceniny predstavované obecnym vzorcem VI
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#

(VD)

ve Kterén

yl

y2  y3

je zvolen z atomu vodiku, hydroxyskupiny, alkylémino-
skupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku a alkanoylaminoskupiny
s 1 az 4 atomy uhliku ve své alkylové ¢asti,

a v? jsou zvoleny nezavisle na sobd z atomu vodiku,
atomu halogenﬁ, alkylové skupiny s 1 az 4 atomy
uhliku, alkoxyskupiny s 1 az 4 atomy uhliku,
halogenalkylové skupiny, hydroxyskupiny a benzyloxy-
skupiny a

predstavuije hydroxyskupinu neizo skupinu vzorce o,

kde Q' znamena bud skupinu vzerce
0
X @

S0 - CHny nebo -0-(CHy)y- € - X

N
QJ

kde Q2 a Q3 jsou zvoleny nezavisle na sobé z atomu

vodiku a alkylové skupiny s 1 aZ 4 atomy uhiiku,

X Je vybran z kyanoskupiny, karboxyskupiny nebo

funkcionalizovaneho derivatu karpoxylové kyseliny,

P
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...lo..

5-tetrazolylu a alkylsulfonylkarbamoylu s 1 aZ 6

atomy uhliku ve své alkylové casti a
n znamena ¢islo od nuly do 6,

y6 zZnamena skupinu vzorce -(C Hzp)CHO,

|2

" "Kde p pfedstavuje éislo od nuly do 5,

. pridemZ pokud p znamena &islo vétsi nes 1, formyl (skupina

vzorce -CHO) ve skupiné vzorce v6 mize byt na libovolném
atomu uhliku a alkylen (skupina vzorce CpH2o) miZe mit primy

nebo rozvétveny retézec, nebo

-x! nepo (COCH,) ~X*',

y® - znamend skupinu vzorce (CHch)q q

kde g predstavuje ¢islo do 1 do 3 a.
%+ znamena methoxyfenyl nebo alkylovou skupinu s 1 az

4 atomy uhliku,
nebo jejich fyziologicky prijatelné soli.

Vyhodnou podskupinu sloucenin spadajicich pod checny
vzorce VI tvofi slouc¢eniny, kde X je zvolen z kyanoskupiny,
5-tetrazolylu, alkylsulfenylkarbameylu' s 1 aZ 6 atomy uhliku
ve své alkyloveée ¢&asti a skupiny -C0OY, kde Y znamend skupinu
vzorce -OR9, xde R® predstavuije atom vodiku, alkylcoveu
skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo benzyl, nebo Y znamené

skupinu vzorce -NRlORll, kde R0 5 r11 jsou nezavisle na sobé

“zvoleny z atom vodiku nebo alkylové skupiny s 1 aZ 4 atomy

uhliku.

Slouceniny spadajici pod obecny vzorce VI, ve kKterém

X predstavuije derivat karboxylové kyseliny zahrnuji:
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farmaceuticky prijatelneé estery, véetné estern
odvozenYCh od alifatickych a aromatick?ch uhlovodika, jako
jsou alkylestery a aralkylestery, ve kterych alkylova :cast
obsahuije 1 az 12 atomu uhliku, vyhodné od 1 do 4 atomu uhllku.
(2vlasté methyl, ethyl, isoprecpyl a terc.—butyl) a kde
aralkylovou skupinou je napriklad benzyl, a estery aminoky;

selin (napfiklad L-valyl nebo L-iusoleucyl) a

farmaceutlcky prljatelne amidy, vcéetné nesubstltuova*
nych amidua, N- substltuovanych amidd a N,N- dlsubstltuovanych
amida (zahrpujlc1ch cyklické a heterocyklické amidy), ve
Xterych substituentoﬁou skupinﬁ nebo skupiny tvofi napfiklad
""-zbytky alifatickych uhlcovediku, jako je alkylova skupina,
~zvlasté alkylo&é skﬁpina s 1 az 4 atomy uhliku, jako je

.. methyl, ethyl,. isopropyl a terc.-butyl.

Sloucenlny obecneho vzorce VI, ve kterém vl znamena
‘alkylamlnoskuplnu ~mchou tvorit adlcnl SOll s Kyselinami,
. pFicemi v takovych solich je totoinost kyseliny méné
dilezita. V lékarstvi se vsak pouZivaji Xyseliny fyziologicky
prijatelné pro prijemce. Takové Kys zliny 3sou dobfe znaneé
v ¢boru a jde naprikliad o kyvselinu cihlorovedikevou nebo

Kyselinu octovou..

Mize se uvést, Ze se jako podskupina sloucenin, které
- spadaji pod obecny vzorec V, pouZivaji slouc¢eniny, kde B
a B2 tvori bicyklicky kruhovy systém, pricemi bicyklicky
- kruhovy systém je zvolen z kuharinu, tetralonu, benzofuranonu
nebc naftochinonu, které jsou substituovany az ¢tyrmi
'substltuenty, zvolenyml z atomu vodlku alxoﬂyskuplny s 1 az

4 atomy uhliku, h[droxyskuplny nebo zbytku fenolu, spolecdné
~ s jeijich fy21olog1cky_prljatelnyml sclemi.

'Slbuéeniny podle tohotc wvyndlezu cahvnuii
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slouc¢eniny jmenovane v tabulce 2 a dale

5-(2~ formyl 3- hydroxyfenoxy)pentanamld L

' N,N-diethyl-[5-(2-formyl-3- hydroxyfenoxy)pentanamld],
N-isopropyl-{5-(2-formyl-3- -hydroxyfenoxy)pentanamnid],

‘ ethyl [5 (2- formyl ~3- hydroxyfenoxy)pentanoat],

5- (2 formyl 3- hydroxyfenoyy)pentanonltrll '

kyselinu (i)—S—(2—fo;myl—3-hydroxyfenoxy)—2~methylpentano—
vou, spoleéné s jejimi solemi,

kyselinu 5-(2-formyl-3- hydroxyfenoxy) 2,2-dimethylpentano-
vou, spolecne s jejinmi solemi,
methyl-[{3-(2-formyl-3~hydroxyfenoxy)methylbenzoat],
kyselinu 3—(2-formyl—3—hydroxyfenoxy)methylbenzoovou,
spolec¢né s jejimi solemi,

benzyl-[5-(2-formyl-3- hydroxyfenoxy)pentanoat]
5-[4-(2-formyl-3- hydroxyfenoxy) N—butyl]tetrazol,
‘spoledné& s jeho solemi,” ST
kyselinu 7-(2—formyl—B—hydroxyfenoxyjheptanovou,

spolecné s Jjejimi solemi, .
kyselinu 5—(2-fofmyl~3~hydroxy—4—n—propoxyfenoxy)pentancvou,
spole¢né jejimi solemi, '

kyselinu 5-(4,6-dichlor-2-formyl-3-hydroxyfenoxy)pentanovou,
s?oleéné jejimi solemi,
5*(2—formy1~3~hydrokyfenoxy)vN~methylsulfonylpentanamid,
ethyl—{4—(2—formyl—3-hydroxyfenoxymethyl)benzoét],

kyselinu 5—(4—chlor—2-formyl—3—hydroxyfenoxy)pentahovou,
spole¢né jejimi solemi,

kyselinu 5-(3-acetylamino-2~formylfenoxy)pentanovou,
spoelecné Jjejimi soleml, '
-amlﬂoguanldln,
kyselinu 4-(2-formyl-3-hydroxyfenoxy)butanovou,
_ spoleéné jejimi solemi, ‘ A o
kyselinu 6-(2-formyl- 3-hy dTOXYfEﬂOKy)LQXBAOVOu,

spolecné jejimi solemi,
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ethyl—[4-(3—acetylamino~2—formy1fenoxymethyl)benzoét],
kyselinu 4—(3-acety1amino-Zlférmylfenoxymethyl)benzoovou,
spolecne jejimi solemi,

2 (2-formyl-3- hydroxyfenoxynethyl)benzoovou

& " jejimi solemi,

5 [4_(2”formyl ~3- hydroxyfenoxymethyl)fenyl]tetrazol

_spoleén& s jeho solemi,

kyselinu 5-(2-formyl-3- hydroxy 4- hethoxyfenoxy)pentanovou,
spoleéné jejimi solemi,

" 3-(2-formyl—3—hydroxyfenoxy)propionitril.

Zv145té vyhodni je sloudenina vzorce Ia

,CHO |

‘_EﬁO O““CH;

chemického oznaceni kyselina 4- (2 f01myl -3- hydroxyfenoxy—
methyl)benzoové, spolecné se suynl soleml. Sloucdenina
obecného vzorce Ia je uvedena v evropskén patentu &.

0 054 972 B.

Proto slouceniny podle toﬁoto vyndlezu a jejich..
fyziologicky pfijatelﬁé»soli se mohou pouZivat pro osetfovani
chdrob u kterych se projevuje defekt v imunitnim systému
a/nebo neucinnost obranného mechanlzmu pacienta; nebo ke

zvysen1 aktivity 1mun1tn1ﬁo systéma nad hormalni vroven.

Podle jiného znaku tohoto vynalezu se slouceniny
obecného vzorce I a jejich fyziologicky‘pfijatelné soll mohou
pouzivat pro oSetrovani chorob, u kterych se projevuije defekt
v imunitnin systému a/nebo neuéinnost oéranného mechanizmu
pacienta, nebo ke zvySeni aktivity imunitniho systému nad

normalni droven.
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Znakem vynalezu je, Ze se sloucCeniny podle tohoto
vynalezu a jejich fyziologicky prijatelné soli mohou pouZivat

v prostredc1ch urcenych k osetrovani nebo profylax1 savcum

trplClm nedostatecnostl imunity samotné nebe v kombinaci

s jlnyml terapeutlckyml prostredky, napriklad s jlnyml

prot1v1rovym1 prostredky nebo s jlnyml prostredky pusob1c1m1
proti rakoviné.

Potenciaci imunitni odezvy se rozumi obnoveni
potla¢ené imunitni funkce a zvySeni normdlni imunitni funkce
nebo cobé tyto funkce. Imunitni funkce je definovana jako
vyvoj a exprese humorialni (protilétkou'zprostfedkované)
imunify,,celulérni (zprostfedkované T-bunkami} imunity nebo

resistence zprostredkované makrofagy a granulocyty.

V popise tohoto‘Vynélezu se vyraz "pacient.trpiéi
'1mun1tn1 nedostatecnosti" neboli "imunodeficientni pacient" =
pouz1va k popisu paCLentu s nedostate¢énym nebo defektnim
imunitnim systémem. Pacient trpici imunitni nedostatednosti
se muZe charakterizovat pomoci zkousky proliferace T-lymfocy-
td. Za pouZiti této zkKousky jscu pacienti trpici imunitni
nedostatecnosti charakterizoviény sniZenou schopnosti T-bunék
~odpovédét na stimulaci mitogend a antigenmi. PPikladem-
takovych mitogend a antigenu pouzivanych pfi této zkousce je
fytohemaglutinin (PHA) a.toxoid tetanu. '

Adler a kol. v Cancer 45, 2062 - 2063 /1980/ hodnoti
imunitni funkeci u pacientu trpicich rakovinou prsu pomoci
zkousky prollferace T- lym:ocytu za DOUthl Lyhohemaglutlnlnh
‘Kvantltatlvnl stanoveni ode;uf TYhfocytu rna fytohemaglutinin
Je zaloZeno na indexu stimulace (ST). Ve vvse uvedeng
publikaci se hodnota SI“pod 14 pokladd 2a projev imunitni_
nedostateénosti. Proto také v tomt ¢ patenta se predpcklada,

Ze pacienti trpici rakovinou pri odzzvé n: fytohemaglutinin,




ktefi maji hodnotu SI pod 14 maji nedostateénou imunitu.

PFedpoklada se, Ze imunodeficience a imunosuprese
nastava ﬁ-fady klinickych stavi, kde je,poranéni ‘
v signalizaci lymfocytim, zvlasté T~bﬁﬁkém, které davaji
dohromady imunitni odezvu. T-bunky vyzaduji dva signaly za

Ucelem iniciace ué¢inné imunitni odezvy a to jsou:

i) obsazeni specifického T-bunééného receptoru pro
antigen a

-ii) stimulace prostrednictvim kostimulaénich
receptoru.

V nepiitomnosti signalu ii), nejen selhava odpovéd
T-bunék, ale tyto buriky mohou byt také chronicky paralyzované
nebo anergni. Pfetrvévéjici virové a bakterialni infekce
a neoplasticka onemocnéni mohou také vést k produkci
T-buneéné hyporeponsivité tim, Ze naétava interference
riznymi cestami pri dodéni drunych signdld a timto zptsoben
se vyhne imunitni odezvé. Ukazuje se, Ze slouCeniny obecného’
vzorce I zpusobuji nahradu nebe jinak lompenzujl nedostetedng

kostimuladni sigraly kx T-bufikin.

Jsou ruzné okolnosti, pfi kterych imunitni systém muze
byt defektni nebo nedostateény a tak napriklad imunitni
systém je obecné nezraly neboli nedozraly (u noverozencu).
‘MuZe byt také vysledkenm potlaceni urc¢itymi lécivymi latkami,
které mohou nastat napfiklad jako vedlejsi véinek pri
chemoterapii rakoviny. Neuspofadany rust jednoho nebo vétsiho
po¢tu podstatnych &asti imunitniho systému, napriklad jako
u uréitych forem rakoviny, miZe mit také za vysledek imunitni
nedostatecnost. Imunitni nedcstatednost muse byt dale zpuso-
bena wirovymi infekcemi véetnéd pisobeni viru lidské imunitni
nedostatecnosti (HIV).

[ (.
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"U&inné mnoistvi" znamena mnoZstvi sloudeniny podle
tohoto vynalezu, které obnovi imunitni funkci na takrka

normdlni uroven nebo zvysi imunitni funkeili nad normdlni

uroven za ucelem potlaceni nebo snizeni infekce.

 Zpusob osetrovani pacientd trp1c1ch imunitni
nedostatecnostl spoCiva v tom, Ze se poddva savci (vcetne

¢lovéka) u&inné mnezZstvi sloudeniny podle tohoto vyndlezu

nebo jeji fyziologicky prijatelné soli.

Slouceniny podle tchoto vyndlezu nebo jejich

fyziologicky pfijatelné scli je moZné pouzivat pro osetfovani

a/nebo profylaxi akutnich nebo chrenickych virovych infekci.

Priklady akutnich virovych infekci, pro které se muie
pou21t 1munopoten01acn1 teraple sloucenlnou podle tohoto

vynalezu neko jeiji fy21olog1cky prljatelnou soli, vyhodne

spoledné s protivirovym prostfedkem, jsou:

herpes virus, chfipkovy virus, virus para-chfipky,
adenoviry, coxsakie virus; plcorna virus, rotavirus,

epidemicka hepatitida, wvirus priudnic, virus zardének, virus

spalnic¢ek, virus planych neétovic, respiraéni syncytialni

virus, virus papilomu a enterovirusy, arenavirus, rhinoviry,
poliovirus, virus Newcastlské chorsby, virus vztekliny

a arboviry.

Priklady chronickych virovych infekci, proti kterym se

_MiZe pouzit imunopotenciaéni terapie slouceninou podle tohoto

vynalezu nebo jeji fyziologicky prijateinou soli zahrnuji
infek¢éni vir zpusobujici trvaleé opéry, virova infekce
Epstein-Barr, trvald infekce zardénekx, papovirova infekcé,
virova infekéni hepatitida & virovd infeXkce lidéké imunitni
nedostatecénosti.

b
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Slouceniny, na které je tento vynélez zaméren,
a jejich fyziologicky prijatelneé soli, jsou pouzitelné
k oSetrovani virové hepatitidy ve véech jejich formach. Az
dosud bylo rozpoznéno‘pét typu hepatitidy, A, B, ¢, D a E.

Z virt DNA, viry skupiny herpes jsou zdrojem
nejbezne351ch virovych chorob u ¢lovéka. Skupina zahrnuje
viry herpes simplex typu 1 a 2 (HSV), virus varicella zoster
(VZV), cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barruv virus (EBV}, '
herpes virus typu 6 Glovéka (HHV-6) a herpes virus typu 7
¢lovéka. HSV 1 a HSV 2 patfi u clovéka k nejobvykleijsim
puvodeim infekce, Vétsina 2 téchto vira je schdpna setrvavat
V hostitelovych neurdlnich bunék a jednou infikovani jedinci
jsou tak v riziku recidivy klinickych prfiznakil infekce, co
muZe zplUsobovat jak fyzickou, tak psychologickou uzkost.

HSV infekce je &asto charakterlzovana vnéijsim

a vy511ujlclm poranénim kuZe, ust a/hebo genitdlii. Prima&rni
infekce mohou byt subklinické, i X¥dyZ maji sklon byt vaZnéjsi
nez infekce u jedinct jiZ vystsvenych dfive viru. 0&ni A
infekce zpusobené HSV mohou vést ke keratitidé nebo zikalum,
Ktere jsou nebezpe&né pro zrak pacienta. Infekce u novoroze-
nat, u pécientﬁ s imunitni nedostéteénoéti véetné AIDS nebo
pronikdnim infekce do centralniho nervového systemu se miZe
prejevit jako smrtelnd.

- Pfenos viru nastava prfinym fyzickym stykem mezi




hostitelem a prijemcem. Zivelnost HSV infekce je proto
pokladdana za velmi vyznamny socidlni problém, zvlasté kdyz az
dosud neni dostupna u¢innd vakcina.

Varicellla zoster (VZV) je herpes virus, ktery fe
pri¢inou planych nestovic a pasového oparu. Plané nesStovice
jsou prvotnlm onemocnénim zplUsobenym u hostitele bez 1mun1ty,
'prlcemz u malych déti jde obvykle o stfedné obtiiné
onemocnenl charakterizované vesikuldrni vyrazkou a horeckou.
Pasovy opar neboli herpes zoster je recidivujici formou
choroby, ktera postihuje dospélé, kteri drive byli infikovani
virem varicella zoster. Klinické projevy pdsového oparu Jjsou
chrakterizovdny neuralgii a kozni vesikularni vyrazkou, ktera
miZe mit jednostranné nebo dermatomilni roiloééni. Sifeni
zanétu miZe vést k paralyze nebo ke kxrecim. Rezvédomi se mlie.
vyskytnout pokud pacienta postihne meningitida. U pacientd
s imunitni nedostatednosti se mije rozsirit VZV, co je
Tpricifidu vazZnych nebo rdvnéﬁmfaﬁélhich:dnémodhéni.'VZV se
vaziné tyka pacientt, kteri ohdrZeli imunosupresivni lécivou
latku z duvedud transplantace nebo pro ogfetfeni maligni
neoplasie a je zavaznou komplikaci u pacientd trpicich AIDS,
v dusledku jejich naruseného imunitniho systému.

Obecné u. jinych herpes viru, infekce CMV vede ke
spojeni viru a hostitele ©po celiou dédlku #ivota a hostitel
'po primarni infekci virem miZe tento vir $ifit po Fadu let.
Vrozena infekce, kterd ndsleduje po infekcl matky béhem
téhotenstvi, miZe zpisobit klinické projevy, stejné jako
vyvolat smrt nebo vainé choroby (mikrocefalli, hepatospleno- ..
megalii, Zloutenku, mentdlni retardaci), retinitidu vedouci
" 'ke slepot@ nebo méné zévaéb*wnf:‘.?m pOQ(O zeni rustu 0 T 7]
a citlivost k hrudnim a uénim infekcim. CMV infekce
u pacientuy, kteri trpi imunitni nedostatecnesti, napfiklag
v dusledku zhoubného bﬁjeni, oSetyenil imunosupresi&nimi

lécivymi latkami s nasledujici transplantaci nebo infekci
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virem lidské imunitni nedostatecnosti mlZe vést k retinitidé,
pneumonitidé, chorobdam gastrointestinalniho traktu

a neurologickym chorobdam. CMV infekce u pacientd trpicich

‘AIDS je prevladajlc1 prlclnou umrti, v pripadé. 50 ai 80 %

',dggpele populace, v pripadé latentni formy a miZe se

'. rggktlvovat u pacientu trpicich imunitni nedostatecnosti.

Qg o

Epstein-Barruv virus (EBV) zplUsobuje infekéni
mononukledzu a leukoplakii vlasl a je také pokladan za
pfiéinhého puvodce rakoviny &lovéka, jako pri nasofaryngealni
rakoviné, imunoblastrickém iymfomu a Burkittové lymfomu. ‘

HBV je patogenni virus, Kktery ma celosvétovou
mimoFadnou dilezitost. Vir je etiologicky spojen s primarnim
hepatocelularnim Xarcinomen a predpoklida se, Ze je pficinou,
80 % rakoviny.jater na svété. Ve SpOJenych statech je
kaZdoroc¢né hospltallzovano vice neZ '10 000 lidi na choroby
zpuisobené HBV a prumérné 250 umrti je zplsobeno prudkym
prubéhem choroby. Odhaduje se, Ze ve Spojenych statech je
pribézné 500 000 aZ 1 000 000 infikovanych nosidd. Chrenicky.
aktivni hepatitida se vyvirne u vice nei 25 % nosicéd a Casto
postupuje k cirhoze. Klinické udinXv infekce zptscbend HBV
jsou v rozmezi od rolesti nlavy, norecky, pocitu neklidu,
nausel, zvraceni, anorexie ao abdcmindlinich bolesti. Replika-
ce viru se ohvykle sleduje podle 1ﬁup1tn1 cdezvy, Vv prubehu
poslednich tydni nebo mésicu u clovéka, ale infekce miZe byt
vazne351 a miZe vést k trvalému chronickému onemocnéni jater,

jak naznadeno vyse.

Z RNA vird se Jedné skuplne pri¢itéd zvlastni
dule21tost a to retrov1run Retroviry tvorl ‘podskupinu RNA
vird, které za ucelem replikace musi nejprve '"reversné
traskribovat" RNA ze svého genomu do DNA ("transkripce"
obvykle popisuje syntézu REA z DHA). KdyZ jsou ve formé DNA,

virovy genom se miZe vélenit do hostitelova bunééného genomu,

[
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" térapie vyhodné zahrnuje podavani jedné slouceniny podle
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co dovoluje vyhodné vyuZit hostitelovy transkripce/translata-
ce bunék za ucCelem replikace. Jednou vclénéna DNA viru je
skute¢né nerozeznatelnd od hostitelovy DNA a v tomto stavu

vir mazZe prekonat dobu zlvota bunky

.V pfipadé potladeni imunity vyplyvajici z HIV infekce,
profylaxe se miZe vyZadovat u pacientli s diagondzou

" seropositivni na HIV, to-znamend u pacientu, kteri maji

protildtky k HIV a u pacientd, kteri trpi PGHL (positivné
generalizovanou lymfadenopatii) nebo ARC (komplexem pribuznym
AIDS), stejné jako u pacientl trpicich AIDS nebo u pacientu
trpicich imunitni  chorobou podobnou AIDS, kde infekce HIV se
neda stanovit a u téch, ktefi také vyZaduji obnovu imunity

prostrfedky, které nejsdu specifické pro kterykoli zvlastni

virus.

‘Sloudeniny podle tohoto vyndlezu ge nohou pouzivat

‘'samotné nebo Vv Kombinaci‘s jinymi terapeutickymi prostredky

pro vyrobu farmaceutlckeho prostredku urceného k ogetfovani
infekci neko stavi uvedenych vyse. Kombinaéni terapile
zahrnuje poddvani alespon jedné slouceniny podle tohoto
vynalezu nebo jejiho fyziologicky funkéniho derivatu

a2 alespon jedné jiné farmaceuticky uéinné sloiky. Udinna
sloiky nebo u€inné sloZky a farmakologicky aktivni prostrfedky
se mohou pedavat dohromady nebo oddélend a pokud se podavaiji
oddélené, mohou se pouzivat soucasné nebo postupné,

v libovolném poradi. MnoZstvi uéinné sloiky nebo ﬁéinnYch

sloZek a farmakologicky aktivniho prdstfedku nebo prostredku

a Jjejich vzajemné casové rozvrieni se voli za ucelem dosadeni

pozadovaného kombinaéniho terapeutického d¢inku. Kombinaéni

. tohoto vyndlezu nebo jejiho ‘"31ologlcky funk<éniho derivatu

a jednoho z prostredkn uvedenych dale.

Priklady dalé&ich terah_‘tlckych prostredkd zahrnuji

At
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prostredky, které jsou uc¢inné pro osetfovani HIV infekci
a pribuznych stavi; jako je 3'-azido-3'-deoxythymidin
(zidovudin), jiné 2',3'-dideoxynukleosidy jako je 2',3'-dide-
oxycytidin, 2',3'~-dideoxyadenosin a 2',3'- dideoxyinosin,
karbovif: aéyklické hﬁkléosidy (naprlklad acyklov1r) 2',3"=-
-didehydrothimidin, proteazove 1nh1b1tory jako je N~ ferc.—bu—‘
tyl-dechydro-2-{2(R)-hydroxy- 4-fenyl 3(8)-/(N-2-chinolylkar-
bonyl)-L-asparginyl/butyl]-(4aS,8aS)-isochinolin-3(S)-karbox— .
amid (Ro 31- 8959), exathiolanové nukleosidové analogy jako je
cis~-1-/2- (hydroxymethyl) 1,3- oxathlolan -5~ yl/cyt051n nebo
cis-1- /2 (hydroxymethyl)~l,3—oxathlolan~5-y1/-5ffluorcytos1h,
3'—deoxy—3'—fluorthymidin,‘2';3'*dideoxy-5—ethinyl—3'-fluor—
uridin, 5-chlor-2',3'-~dideoxy-3'-fluoruridin, ribavirin, 5-
‘—/4-hydroxy—2—(hydroxymefhyl)but—l—yl/guanin (H2G), TAT-inhi-
. bitory, Jjako je 7-chlor-5-(pyrryl)-3H-1,4~benzodiazepin-
=2(H)-on (Ro5-3335) nebo 7-chlor-1,3-dihydro~5-(1H-pyrrol-2-
—yl))—3H-1,4—benzodiazepin—2—amin'(R024-7429), iﬁterferony,
jako je a-interferon, inhibitory renalni exkrece jako je
probenecid, inhibitory nukleosidového transportu, jako je
dipyridamol, pentoxifyllin, N-acetylcestein, procystein,
a~-trichoesanthin, kyseliﬁa fosfenomravenci, steijné jako
imuncdulatory, jako je interleukin IT, granulocytova
makrofagové kolonie stimulujici faktery, erythropcetin,
rOZpustny Ch, a Jejich derivdaty ziskané genovym inZenyrstvinm.
Priklady takovych dal§ich terapeutickych prostifedkld, ktexré
jsou u¢inné pfi oSetfovani HBV infekci zahrnuiji karbovir,
oxathiolanové nuklecsidové analogy, jzko je cis~l—(2—hydro—
xymethyl)-1,3-oxathiclan-5-yl)cytosin nabo cis—-1- (2-hydroxy
‘methyl)—l,3—oxathlolan—s-yl—S-f1uorcyt051n, 2',3'~d1deoxy—5—-
 -ethinyl-3'-fluoruridin, 5-chlor-2',3'-dideoxy-3'-fluoruri-
din, 1-(B-D-arabinofuranosyl)-5-propinyluracil, acyklovir
a interferony, jake je a-interferon.

Je -zminéno (W;'T. Hughes, Treatment and Prophylaxis of

Pneumccystis carinni penumonia, Perasitology Teday 2(11),
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332~335 /1987/), Ze alespon 60 % pacientl se syndromem
ziskaneého selhani imunity (AIDS) trpi Pneumocystis carinii
pneumonia.

Bez osetfeni je Pneumocystis carinii pneumonia takfka

vzdy smrtelnd pro pacienta se sniZenou imunitou. Velmi Siroce

pou21vana osetrenl tohoto stavu vyuzlvajl trlmethoprlm—sulfa-

methoxazol (contrlmoxaol) a pantamidin. Avsak u obou téchto
odetfeni se uvadi udinnost pouze okolo 50 aZ 70 % u pacienth
trpicich AIDS a dochazi k mnchem vy$$i nepfiznivé reakci
(pFibliZné 50 %) neZ se obvykle uvadi (C. B. Wofsy,
Antimicrobial Agents Annual 1, 377 - 400 /1986/). Tak je
zapotrebi novy prostr¥edek, zv1ldsgté X pfofylaxi Pneumocystis
carinii pneumonia. o

Jiny znak tohoto vyndlezu se tyka pouZiti slouéeniny
podle tohoto vynalezu nebo jejl fy21olog1cky prljatelne SOll
k vyrobe lec1va pro osetrovanl a/neho profylaxi Dneumocyst1s

carinii pneumcnia u savcu (véetné clovéka).

Jesté jiny znak tohoto vynélezu se tykd pouiiti
slouCeniny podle tohoto vynélezu nebo jeii fyziologicky
prijatelné soli k vyrobé farmaceutického prostfedku pro
oSetfovani stavld vyplyvajicich =z relativni T-bunééné
nedostatecnosti, jako je DiGeorgeldv syndérom, houbové infekce,
infekce vyvblané mykdplasmbu, tuberkulcza, lepra a systema-
tickd lupus erythemotodes. m

Dalsi znak tohoto vyndlezu se tyka pouziti sloudeninv

K vyrobé le01va pro osetfovéni a/neko profylaxi rakoviny

u saveu (véetné c¢lovéka).

Jiny znak tohoto vynédlezu se tvha pouziti =iouceniny

slouCeniny podle tohoto vynalezu neko jeji fyziologicky

———— .

3




e

pfijatelné soli k vyrobé léc¢iva pro oSetFovani a/nebo

profylaxi rakoviny jinak neZ radioterapii.

Slouceniny podle tohoto vynalezu nebo jEjl fy21olog1c—
ky prljatelne soli se mohou pou21vat pro vyrobu far—
maceutického prostredku urceného.pro oSetfovani a profylaxi
rakoviny, v denni davce podstatné niisi a po deldi. dasové
trvanl nei’s davkaml, ktereé byly drive uvedeny v patentovem

spisu EP 54 924. Trvanl davkovani pro osSetfeni a profylaxi

;rakov1ny za pouZiti sloucenlny podle tohcto vynalezu je deléi

nez by bylo vyzadovano p*o radlosen51t1vac1 nebo jlne formy
oxidace nadoru.

Priklady forem rakoviny, které jsou zvIasté vhodné pro
_oéetfovéni‘slouéenihou podle tohoto vyndlezu zahrnuji
~melanom, cervikalni. rakovinu, raROV1nu prsu, rakov1nu
‘tracnlku, rakov1nu hlavy a krku, zaludecnl rakov1nu rakovinu
11edv1n, laryngealnl rakov1nu, _rektaln1 . rakovinu |

a ne—Hodgklnsuv lymfom. Rakoviny u Kterych nastava exprese

nadorovych specifickych antigeni nebo antigent se vzacnou
expresi nebo expresi pfi velri nizké hustoté normalnich

bunék, jsou ppdobﬂp terapeutickyrl cily. fakoviny, Xteré

.obsahuji.nadorove specificks cytotoxické T-Lunky, ktere isou

anergni nebo. jinak nedc¢inné, jsou podobné cilem terapeutic-
Kého pusobeni. Chirurgické vyjmuti nddorti, kde Je vysoké

riziko recidivy, jsou také vhodné pro terapii slouceninou

podle tohoto vyndlezu. Té7 pacienti s Casnym stupném rakoviny

s minimdlni chorobou nebo chorobou lokalizovanou, Jsou vhodné:

K terapeutickému osetfeni.

Predpoklada se, Ze slouceniny podle tohoto vynalezu
tak poskytuji kostimulaéni signal pro klenovane (Castecné)

aktivované T-busky in vitro, ¢imz se maximalné aktivuii
T-bunky.
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Daléi znak tohoto vynalezu skytd pouziti, Jako
vakcinovy adjuvans, slouceniny podle tohqto vynélezu nebo

‘jeji fyziologicky pfijatelné soli. Vakcina se miZe proto
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pripravit zpracovanim antigenové komponenty se slouceninou

podle tohoto vynalezu.

Vyuéltelnost : ' ‘ \

W wE

' Slouc¢eniny podle tchoto ﬁynélezu-se mohou-podévat
&lovéku Jako prijemci cestou zvolenou z oralni, parenteralni
(véeté subkutdnni, intradermdlni, intramuskularni
a intravendzni), rektalni a inhalaéni cesty. Velikost d&inné
dévky slouceniny bude zavisld na Yadé okolnosti vdetné
identity pfijemcé, typu zahrnuté imunopotenciace, obtiZnosti
stavu urceného k oSetfovani a cesté poddani a bude nakonec

urc¢ena na z&kladé uvahy osetfujicim lékarem.

Pro svrchu uvedené stavy, takova uéinna davka bude
ocbecné v rozmezi od 0,5 do 50 mg/kg télesné hmotnosti &lovéka
jako prijemce za den, vyhodné v rozmezi od 0,1 do 20 mg/kg
télesné hmotnosti za den a zvlasté vyhodné v rozmezi od 1 do
10 mg/kg télesné hmotnosti za den, pricemZ optimalni davka
¢ini 3 mg/Kg télesné hmotnosti za den. Vyse uvedené davky
Jjsou uvedeny pro pouZiti pri osetfovani clovéka.

Poiadovanad davka mtie byt pfitomna jake dve az.ctyri
diled davky, které se podavaji.v pFislugnych intervalech
béhem dne. Tak se pouiivaji tfi-diléi davky, z nichz kazdd je
obecné v rozmezi od 0,3 do 33 mg, vyhodné od 0,16 do 166 mg
a obzv1lasté vyhodné cd 0,3 do 6,6 ng (kyseliny) na kilogram
télesné hmotnosti, s optimem 1,0 wy (kyseliny) ra kilogram
télesné hmotnosti. Denni davka pro ¢lovéka o hmotnosti 50 kg
tak bude obecné v rozm821 od 5 mg do 5 g {kyseliny), vyhodné
v rozmezi od 25 mg do 2 5 g \y;ellwy) a nejvyhodnéiji
v rozmezi od 50 mg do 1 g (kyseilny). Optimalni dévka'pro
Clovéka za den je 150 mg (kyseiiny). Pozadovana davka Je
vyhodné predkladina jako denni divka béhem Gasového obdebi

alespon S5 dnu, vyhodnéji béhem ¢zsového obdobi alespon 22

7




T kdyZ je moineé slouéeniny podle tohoto vynalezu '

pedavat jako surové chemikalie, ]e vyhodné je predkladat ve
farmaceutickém prostfedku. Prostredky pedle tohcto vynalezu
obsahuji slouéeninu podle tohoto vyndlezu, jak je vymezena
vyse, dohromady s negmene Jjednim prljatelnym nosicem (nosnou
latkoﬁ) a poprlpade jlnyml terapetickymi prlsadaml. Nesi&
nebo nosice musi byt "pfijatelné" ve smyslu snasenlive

s jinymi sloZkami prostfedku a nesmi mit zhoubny vliv na
prijemce. ‘ '

Prostfedky podle tohoto vynalezu zahrnuji prostredky
vhodné k oralnimu, parenteralnimu {véeiné subkuténniho,
intradermalniho, intramuskulédrniho & intravenozniho)

a rektédlnimu podanl, i kdyz nejvhodnéjsi cesta miZe zaviset

: naprlklad na stavu prijemce. Prostrfedky mohou byt obvykle

T pritomny v ‘davkové jednotce a mohéu sé pripravovat zpusoby'

dobfe znamymi v cboru farmacie. VSechny zpusoby zahrnuiji
stuperi uvedeni slouceniny podle tohoto vvnalezn (icinne
slozky) do styku s nosicem, ktery sestava z alespon jedné
vedleijsi sloZky. Obecné se prostredky pripravuji rovnhomérnym

a dukladnym uvedenlm u¢inné slozky do styku 3 kapalnymi

. nosic¢i nebo jemné rozmelnenyml tuhymi nesici nebo obéma druny

téchto nosi¢d a pokud Jje zapotrebi, tvarovénim produktu na

poiadoﬁany prostredek.

Prostredky podle tohoto vynalezu vhedné k oralnimu
poodévéni‘se mohou predkladat jako oddélené jednotky, jako
]sou kapsle, kasety nebo tablety, 2 nichi xazda obsahuije
prndem ‘stanovené mnozistvi udinné L&tky, jaxo prasku nebo =
granuli, jako rozteok nebo suspenze ve vodné kapaliné nebo
nevodné kapaliné, nebo jako kapa]nd emulze oke3 ve vode nebo
kapalna emulze voda v oleji. Ucinnd slozka meie byt prluomna'

také jako sousto, lekvar neio pasta.

N
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Tablety se mohou zhotovovat lisovanim nebo odlévanim,
popripadé s jednim nebo vétsim poctem vedlejsSich slozek.
Lisované tablety se mohou zhotovovat llsovanlm ve vhodnem
pfristroji, pricemi uc1nna sloZka ve volne tekouc1 forme, jako
prasek nebo granule, se popfipadé smichd s pojivem, kluznou
latkou, inertnim Fedidlem, mazadlem, povrchové aktivni latkou
nebo dispergacnim ¢inidlem. Odlévané tablety se mohou
zhotovovat odlévanim ve vhodném pristroji, ze smési praskové
sloudeniny zvlhéené inertnim kapalnym fedidlem. Tablety se
mohou popfripadé povlékat nebo opatfit‘zéfezem a mohou se
pripravovat tak, Ze poskytuji pomalu nebo rizené uvolinovanou

téinnou slozku.

. Prostredky pro parenterdlni podéhi‘zahrnuji vodné
a nevodné sterilni‘injekéhi‘foztokyi které mohou obsahovat

antioxidaéni prostredky, pufry,'bakteribstaticky pusobici

latky a latky rozpusténé v roztoku, které skytaji prostfedek

isotonicky s krvi zamféieného prijemce, a vodné a nevodné
sterilni suspenze, které mohou cbsahovat suspendaéni ¢inidlo
a zahustovaci prostfedek. Prostredky mohou byt prfitomny

v zdsobniiku s jednotkovou daviou nebo s vétsim poctem dévek,
napriklad v neprodysné uzavrienych ampulich a 1ékovkach,

a mohou se skladovat ve vymrazéném (lyofilizovaném) stavu,

~ kdy se vyzaduje pouze pridavek sterilniho kapalného n051ce;

napriklad vody pro injekce, bezprostfedné pred pouZitim.
Injekéni roztoky. a suspenze pro okamZité pouziti se mohou
pripravovat ze sterilnich praski, granuli a tablet druhu,

které jsou popsany vyse.

Prostredky pro rektdlni podani mchou bYt'pfitomny ve

formé ¢ipkl se pouZitym nosicem, jako je kakaové maslo.

Evropsky patent EP 54 924 neobsahuje zadnou zminku

o podavani slouc¢eniny vzorce Ia nasalni neko pulmondrni

e LT TR T SThl Ll e e
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" a/nebo tuhé fedidlo. Samopohanéné prostredky 'se mohou také =

ktery ma pozadované rozstfikovaci charakteristiky. Vyhodné

cestou ani 24dny naznak toho, Ze pokud by se tate slouc¢enina
podavala takonm‘zpﬁsobem byla u¢innad pri osetrovani stavu
zde uvedenych Popisna cast tohoto patentu neobsahu]e popls
nékterého prostredku vhodného pro podavani nasalni nebo

pulmonarnl cestou.

Prostredky vhodné k podan1 pulﬁonarnl cestou pres )

bukaln1 dutinu se predkladajl jako castice obsahu31c1 4éinnou
latku, kterd mad udelné prumér v rozmezi od 0,5 do 7 um, 4

a uvolfnuji se v bronchidlnim stromu prijemce.

Jeden z moznych prostfedki tohoto druhu ma formu Jjemné
rozmélnéného prasku, ktery mﬁie.byt obvykle pritomen bud
v propichovaci kapsli, uéeln& napfiklad Zelatincve, pro
pouziti v inhalaénim zafizeni, nebo jinak jako samopchénény
prostfedek obsahujici dc¢innou létku vhodny kapalny vynasec

a poprlpade jineé slozky, Jjako je povrchové aktivni latka

pou21vat pokud je u¢innd latka dispergovana ve formé kapek

roztoku nebo suspenze.

Takové samopohanéné prostredky jsou analogicke
prostredkum znamym v oboru & mohou se vyrapét zavadenymi
postupy. Uéelné jsou pritomny Vv zésobniku opatrenwm bud

manudlné provozovanym nebo automaticky fungujlc1m ventilem,

jde’ o ventil odmérujiciho typu, ktery uvolnuje pevny ¢bjem;

napfiklad 50 aZ 100 pl, pri kaZdém jehc uvedeni do provozu.

Jako da151 moznost se uvadl, ze u01nna slozka miuze bYL :

ve forme roztoku pro pouzltl v ‘atomizéru nebo roz“lasovac1,
kde dochazi k urychleni proudem vzduchu nebo ultrazvukovym
michéanim, pouzitym k vytvoreni jemnych £2stic mlhy pro

inhalaci.
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Prostredky vhodné k nasalnimu poddvani jsou obecné
pritomny v pedobnych prostredcich, jako jsou popsdny vysSe pro
pulmondrni poddvani. Pokud se pripravuji takové prostredky,

mély by vhodné mit &astice o priméru v rozmezi od 10 do 200

‘um, aby se umoZnilo jejich zadrieni v nosni dutiné. Toho se

mize dosdhnout podle potfeby, nap¥iklad pouZitim prasku
o vhodné velikosti ¢éastic nebo volbou prislusného ventilu.
Jiné vhodné prostfedky zahrnuji hrubé prasky o priméru c¢astic

v rozmezi od 20 do 500 pm, pro podani rychlou inhalaci

nasalni cestou z uzavfeného zasobniku pridrZeného u nosu,

a nosni kapky, které obsahujici od 0,2 do 5 % hmotnostné

objemovych u¢inné slozky ve vodném nebo olejovém roztoku.

Vyhodné - prostfedky ve formé& davkovych jednotek, jsou

'prosffedky, Které obsahuji aéinnou davku ucéinné sloiky, 3ak .~

je uvedena vyse, nebo jeji vhodny podil.

Priklady provedeni vynalezu

Dale uvedené priklady jsou ilustraci tohoto vynalezu

‘a.nemaji byt spojovany s jakymkoli jeho omezenim. Viechay

teploty Jsou udavany ve stupnich celsia.(°C).

Farmaceutické prostredxy

Roztok k rozpragovani

sloucenina podle vynélezu 1,0 mg

voda pro injekce _ do 10,0 ml

Slouc¢enina obecného vzorce I se rozpusti jako pro

injekce. Roztok se sterilfzuje pruchodem pfes membranovy

. filtr o velikosti pdérd 0,2 um a filtrat se zachycuje ve

sterilni jimce. Do sterilnich sklenénych ampuli o objemu 10

nl se plni filtrat za aseptickyzh podminek a kazda ampule se




attmane,

neprody$éné uzavrie roztavenim skla.
Samopohanény prostredek

sloucenina podle vynalezu,
mikronizovana : 1,0 mg

propelént do 5,0 ml

Mikronizovand sloucenina obeéného-vzorce I se
suspenduje v propelentu (vyhanéci ldtce). Suspenze se plni
pod tlakem do predtvarovanych aercosolovych zdsobnidkd
o objemu 5 ml; které jsou cpatfeny ventilem, pfes ventilovy
vstupni otvor.

Propelentem je komsréné dostupna smés trichlormono-
fluormethanu, dichlordifluormethanu a dichlortetrafluoretha-

nu.
Prisek pro inhalace
slouc¢enina podle vynalezu,

mikronizovana ‘ : 1,0 mg
laktéza ' 29,0 mg

Mikronizovand sloucenina cbecného vzorce I se rozetre

a smicha s laktdzou. Vysledny pradek se naplni do obalu
tvorenych tvrdymi Zelatinovymi kapslemi v mnozstvi 30 mg na
kapsli. Podle jiného provedeni se mikronizovana sioufenina

obecného vzorce I slisuje do formy kotoucku a pouiije

v zarizeni, které uvolnuje mala mnoZstvi slouceniny obecného

- mem e e e mmm e e memaw

vzorce Ildénpféudu Qéduchu,
Nosni kapky

sloucenina podle vynalezu 100 mg
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methyl-p-hydroxybenzodt

voda pro injekce

T dioss s ek yomi e tan
N
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10 mg
10 ml

Sloucenina obecného vzorce I a methyl p- hydroxybenzoat

Tk,
. 8e rozpust1 ve vodé pro. injekce.

.Roztok se plni do vhodnych

”:j*kapa01ch lahvicek o objemu 10 ml,

a-uzavre, pri zabezpeceni

kapaci hubici a éepiéiou na ldhvicce.
Tablety
sloudenina podle vynalezu

. polyvinylpyrrolidon -
sterat hofeénaty =

e T Tt T A RS A il S e SRR A SR o S N i

Slouéenina podle tohoto: vynalezu

100 mg
100 ng
50 mg’
5 mg -
5 mg
260 mé

laktéza a Skrob se

SmlChajl dchromady a pctom granuluji s roztokem polyvinyl-

pyrrolidonu ve vodé. Po vysuSeni se granule smichaii se

steardatem hofeCnatym a tablety slisuji na primérnou hmotnost

slouéeninakpodie vynalezu
dihydrétﬁhydrpgénfosfo;génanu B
vapenatého o
natriumglykoiét'ékrobﬁ

- methylceluldza,
0,4 Pa.s a

" kyselina sterarova

100 mg

100 mg -
lé mg

S U oe oW
=)
0
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Sloucenina podle tohoto vynalezu, dihydrat hydrogen-
fosforednanu vapenatého a natriumglykoldt Skrobu se smichaji
dohromady a poté granuluji s roztokem nethylcelulézy ve vodé.
Po vysuseni se granule smichaji s kyselinou stearovou,

a mastkem a smés se plni do Zelatinovych kapsli-s prumérnou

hmostnesti naplné 230 mg.
Cipek
sloudenina podle vynalezu 100 mg

¢ipkovy zaklad (smisené glyceridy
nasycen?ch mastnych kyselin) 1700 mg

-celken 1800 mg

Sloucenina podle vynélezu se rozemele na Castice nensi

- neZ 150 um a pfida se cipkovy zaklad o. teploté 38 az 40 °C.

Michanim se dostane rovnomérnd disperze, ktera se vylije do

forem pro-¢ipky a necha vychladnout.

Intravendzni injekce, Jjedind davka

slou¢enina podle vynéelzu 100 mg
30% roztok hydroxidu sodneho podle potreky

ml

(o)

Sloucenina podle vynalezu se suspenduje v urcenen
mnozstvi vody pro injekce. Hodnota pH této suspenze se upravi
pridanim voztoku hydroxidu sodného na hodnotu pH 10 az 10,5.
Poté se prida dostatecné mnoistvi vody pro injekce,'

k dosaZeni pozadovaného koneéného objemu a znovu se proveri

" Hodnota pH. Sterilizace se proveds vedenirr-roztochu- pres- - ---

sterilni filtr o velikosti péru 0,22 pm. Prostfedek se plni

za aseptickych podminek do sterilnich lékovek a iyofilizuje.

Intramuskularni injekce, “2tsi pocet davexn
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sloudenina podle vynalezu,

sterilni 1000 mg
polysorbé# 20 . - _ 3 mg i
. polyvinylpyrrolidon _T'_i 1000 mg
cﬁiork}e$ol - | . © 60 mg
chlorid sodny podle potreby k doéaieni
. ' | isotonicity
voda pro injekce do 30 ml

Po}?sorbét‘zo, polyvinylpyrrolidon, chlorid sodny
a chlorkresol se rozpﬁsti ve vodé pro injekce a vznikly
roztok se filtruje steriinim filtrem o velikosti pdérd 0,22
pm. Sterilni sloucdenina podle tohoto vyndlezu se umele na
ééstice o .velikosti pod 20 pm a pfida k pfefiltrovanému
roztoku. VsSe se micha azZ do dosazZeni homogenni disperze,
kterd se plni do sterilnich sklenénych lékovek.

' j
Tableta s prodlcocuZenym uvoliovanim -/,

slou¢enina podle vynalezu 200 mg

kasein L 183 mg
hydrogenovany ricinoﬁy ole) 400 mg
stearat horecénaty 5 mg
celkem o Cﬁ,, o 300 mg

Hydrogenovany ricinovy olej se roztavi a uvede do
styku se slouceninou podle tohcto vyndlezu, rozemletou na
velikost ¢astic mensi neZ 150 pm. Poté se prida kKasein a vie
se micha aZ do dosaZeni homogenity. Potom se smés necha
vychladnout a rozemele na granule. Granule se smichaji se

steardtem horecnatym a slisuji na prumérnou hmotnost 1200 mg.

Vyhodné prostredky ve formé dévkovﬁch'jednoték Jsou

prostredky obsahujici denni divku slouéeniny podle tohotoe
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vynalezu nebo jeji fyziologicky prijatelné soli nebo
jednotkovou denni diléi davku, jako byla uvedena vyse, nebo

jeji prislusny podil.

Je treba rozumét, Ze kromé sloiek uvedenych vyse,
prostredky podle tohoto vyndlezu mohou obsahovat jiné sloZky
obvyklé v oboru, s ohledem na typ prislusného prostredku.
NapEik1ad prostredky vhodné K oralnimi podani mohou obsahovat

ochucovadla.

SloucCenina podle tohoto vyndlezu nebo jeji
fyziologicky prijatelné scli se mohou predkladat jako depotni

‘prostfedky druhu znamého v oboru, ze kterych se d¢innd sloika

uvolnuje po prodlouZené Gzsové obdobi do mista v téle

‘pacienta-

Vysledky testl se slouceninami podle. tohoto vynélezu‘

*-jsou“popsény'V“dale’uvedenYch experimentdlnich prikladech za

ucelem podrobnéjéi ilustrace udinnosti tohoto vynalezu.
Priklad 1

MySim se subkutdnni injekci podal do dorzdlni stredni
oblasti bud samotny antigen, antigen a obvykly adiuvans nebo
antigen a testovand sloucenina. Nasledujici dodatedné injelce
testované slouceniny se také podavaly, pokud je ddle uvedeno,
az po ¢tyri dny do stejného mista jako injekce. Po sedmi
dnech se regiondlni (trfiselné) mizni uzliny cdstranily
a bunky miznich uzlin se restimululovaly samotnym antigenen.

Antigenova specifickad proliferace lymfocytld se méfila po

""dalsich ‘¢tyfech dnech standzrinim postipém, Vyizivagicim 7777

absorpce za pouZiti 3H—thymidinu v DNA a kapalinové

scintilaéni spektrometrie. Testy humoralni imunity se

provadely podavanim antigenu a testovarnych sicudenin stejnym

zpusobem. .Po jedncm ai dvou tydnech se odeberaly vzorky Xrve
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venepunkci a stanovily se serové protilatky imunosorbentovou

zkouskou vazaného enzymu (ELISA).
Vysledky

Udaje uvedené na obr. 1 ukazuiji ucinky tucaresolu na
T-lymfocyty oZivené antigenem (pozorovano pomoci absorpce
hemocyaninu). My$i kmene B10S obdrZely 50 pg antigenu bud
samotneého (znaceno &ernym cétvercem), s béZnym adjuvansem
(znaéeno.nevybarveme_kosoétvefcem) nebo'se 100 pg tucaresolu

(znaceno cernym kosoctvercem).

Udaje na obr. 2 ukazuji Géinky malé sloudeniny,
p—hydroxffeny1aceta1dehydu (PHPA) (slouceniny 1), tvorici
Schiffovu bazi, na T-buiky oZivené reXombinantnim nukleopro-.
teinem (NP) chfipkového viru na my$ich kmene B10S. V den 0
obdrZely mySi 17Hg NP bud samotného (znadeno nevybarvenym
Ctvercem s cCernou tedkou uprostred) nebo s 1 mg pHPA (znadeno
Cernym Ctvercem s bilou teckou uprostred). Skupina oSet¥ena
PHPA obdrzZela dalsi injekci 1 mg pHPA ve dnech 1 a 2 (tfi
injekce celkem). Po 7 dnech se odstranily regiondalni mizni
uzliny a buiky miznich uzlin se restinulovaly chiipkovym

o

e

virem A/Okuda. Antigenovd specifickd proliferace se mérila

dalsich 4 dnech,ﬁjak[jefpopséno.

. ~ Udaje na oPr.“B ukazuji uc¢inky ketoni tvoficich
Schiffovy baze, kyseliny dioxoheptanové (DHA) (slcouceniny

12) a 3—hydroxy~l~{4—methoxyfenyl)-3—methyl"2—butanonu (HMMB)
(sloudeniny 18) na odezvu na pozorovani pcmoci absoxrpce
hemocyaninu:(KLH) u my$i kmene Bl0S. Jedind injekce 10 ug KLH
se pedala v den 0 d testované sloueniny se podavaly do
stejného mista ve dnech 0, 1, 2 a 3. Po 7-dnech se odstranily
regionalni mizni ﬁzlihy‘a LNC se restimulovaly antigenem, Xe
zméfeni T-bunécného oZiveni pfi pouZziti standardniho postupu.

Testovaneé sloucCeniny se porovnivaly s beirym adjuvansem,
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alumen (hydroxidem hlinitym) v mnoZstvi 100 pg, smisenym

s antigenem, jak je uvedeno dédle. Samotny antigen je oznacen

¢ernym ¢tvercem v bilou teckou uprostred, antigen s alumem
.,T(ﬁydrqxidem hlinitym) je oznacen nevybarvenym &tvercen,

Z%ntigen s 1 mg DHA je oznacen cernym KosocCtvercem a antigen

a 2 mg HMMB je oznaCen-nevybarvenym kosoCtvercem.

"Udaje na obr. 4 ukazuji ucinek aminoguanidinu na
odezvu T-bunék. Tatc slouéenina je nukleofilni hydrazin,
ktery reaguje snadno s buné&énymi karbonylovymi skupinani za
vzniku karbonyl-aminovych kondenzdti. (Vznikla vazba tvori
hydrazon, podobny Schiffovy bazi, ale je stabilnéjsi.) Mysi
obdriely jedinou injekci 50 pg KLH, bud samotného (oznaceno
¢tvercem s Cernou teckou uprostred), erulgovaného v Freudove
kompletnim adjuvans (oznacCeno nevyparvenym kosoétvercemj nebo
se 2 mg aminoguianidinu (oznaceno Cernym ctvercem s bilou
tedkou uprostred). T-bunky oZivené v regionalnich miznich

" T Uzlindch se §tanovily standardnim postupem. "

Udaje na obr. 5 ukazuji udinek hydrazonu tvoriciho
molekularni hydrazid pyridiniumchloridu na T-hunécné cdezve.
MySi obdrZely jedinou injekci antigenu (50 ug ovalbuminu),
bud samotného (oznadeno nevybarvenyam ¢tvercem s -Cernou tecCkou
uprostred), se 100 pg alumu .(hydroxidu hlinitého, oznaéeno
nevybarvenym kosoltvercem) nedo s 10 mg PCH, s nasledujicinmi
dvéma dalsimi dennimi davkami 10 mg PCH do stejného mista
(oznadeno &ernym &tvercem s bilou teckou uprostred).

T-bunédéné oZiveni se zkous$elo standardnim postupem.

Udaje na obr. 6 ukazuji udinky sloucenin tvoficich

“ ééhiffcvy'baéé,'kySeliny_diégcnéptéhbvé'(Dﬁgy‘é 3-NFdTBRY=1=""

-{4-methoxyfenyl)-3-methyl-2Z-butancnu (EMIMB) na odezvu
primarni protilatkylné;éntigen {10 ug covalbuminu),
v porovnani s alumem (hydroxidem hlinitym), Xtery je

standardni fyzikalné chemiché adjuvans. Samoiny antigen ie

)

W
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oznacen nevybarvenym ¢tvercen s &ernou tedkou uprostred,

antigen s alumem je oznacen nevybarvenym Ctvercem, antigen

2 2 mg DHA je oznacen bilym kosoctvercem a antigen a 2 jule|

.-, HMMB je oznacen Cernym kosoltvercem s bilou. teckou uprostred.

Uda]e na obr. 7 ukazujl ucéinek 3~hydroxy-1-(4-metho-

"xyfenyl) —3-methyl-2-butanonu (HMMB) na odezvu primarni

protilatky na KLH na mysich kmene B10S. Vysledky s mySimi,
které obdriely 10 ug samotného antigenu jsou oznaceny éernym

f-ctvercem s bilou teckou uprostred a s mySimi, které obdriely

antigen a 2 mg HMMB jsou oznaceny nevybarvenym &tvercem.

Vysledky uvedené vysSe ukazuji, Ze malé slouCeniny
schopné podlehat karbonyl- amlnove kondenzaci (bud Schiffovy

baze-nebo hydrazony) s bunécnyni povrchovyml skupinami silné.

zvysuji imunitni odezvu u mysi.
Priklad 2
Protinadorovy uéinek tucaresolu

UCinek tucaresolu se hodnotil proeti rastu subkutiénné
implantovaného traénikového adrenccakrinemu mySs1i (MCA33)

u sami¢ich myéi kmenehc57§L/6, za peuziti tohoto zpusobu:

Den 0 Patnactl sam1c1m a 16 samcum mysi kmene C57BL/§ se
vzdy 1mplantoval subkutanné jeden nador o rozméru 2
mm. MySi se nahodile roztridily a rozdélily do ti
skupin, skupiny A tvofené 5 samicemi a 5 samci,
- skupiny B, tvofené 5 samicemi a 5 samci a skupiny C,

tvorené 5 samicemi a 6 samci.

Den 5 aZ den 22 o
Testované skﬁpiny B a C vidy obdriely interperitoneal-

neé davku 1 mg nebo 0,2 mg 585C80 na mys, rozpusténou

(O
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v 0,2 ml PBS, jednou v kaidém stridajicim se dni
(celkem 9 davek). Kontrolni my5i (skupina A) obdriely
samotny PBS.

Den 24 Viechny mys$i byly usmrceny, nadory byly vy jmuty
a stancvila se jejich hmotnost. Primérnd a stfedni

hmotnost nadoru v testované skupiné se porovnala

s udajem ziskanym u kontrolnich skupin. -
Tucaresol se rozpustil v PBS tim, Ze se prikapal

X l-molarnimu roztoku hydroxidu draselneho do hodnety pH

10,0, s nasleduijicim pFidanim koncentrované kyseliny

chlorovodikové zpét do neutralni hodnoty pH.

pDavkovaci program, kde léc¢iva latka se podava ve

stfidajicich se dnech, se voli za ucelen prodlouZeni

 davkovaciho obdobi na 14 dni, na misto toho, aby se davkovani

uskute¢nilo za 7 dni. Timto zpuschen se nadory vystavi-
pisobeni 1ééivé latky ode dne 13 aZz do dne 25, to znamena do.
2 dn&'pfed ukondenim experimentu. VysledXy Jscu uvedeny

v tabulce 1.

Vzorkovani narostlého nédeoru (stanoveng difusnim
granuldrnim méfenim) prendsene kalipernim mérenim objemu

postrada smyslu, a proto takoveé hodnoty néjsou zahrnuty.

e . T




- 38 -

EY S

JEER-SUE PR

2 Tabulka 1

Hmotnost nadoru (g) v den 24 po implantaci nadoru

Skupina®A .Skupina B Skupina C

‘kontrolni ° 1,0 mg/my$ 0,2 mg/mys

1,207 0,740 0,802

onrmdetbone s & Wi A R RS St SRR Gl

) 1,130 0,695 0,272
i ' 0,772 . 0,358 0,230
4 0,728 0,303 0,197
I 0,636 0,298 0,181
; 0,575 0,090 0,126 -
0,335 0,079 0,126
0,276 - 0,028 0,085
i - 0,060 0,022 0,029
:; | | n n 0,019
: - | 0,006
.
Primér 0,635 0,291 0,188
Smérodatna odchylka 0,379 0,272 0,222
Prumérné % sniZeni ‘ - 54,2 70,4
Stredni hodnota 0,636 0,283 - 0,126
Stfedni % snizeni - | 53,15 180,19
) n = nador nebyl vyjmut a tyto mySi nejsou zahrnuty do

odvozenych hodrot uvedehych vyse

Tucaresol inhibuje riist subkutanna implantované MCA33
u syngenni mysi kmene C57BL/6.

Priklad 3

Experimentalni udaje pro vysledky v tabulce 2
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7 2ily se odebrala krev od zdravych darcu, kteri byli
imunizovani v poslednich péti letech toxoidem tetanu.
Monojadernd bune¢na frakce se -pfipravila hustotnim
gradientovym odstrfedovanim na zafizeni Ficoll triosil

(Lymphoprep, Nycomed AS Oslo, Norsko). Bunky se promYly Y

a resuspendovaly v prostredl bunecne tkéane RPMI 1640 (Flow

Laboratorles, Ayrshlre, Skotsko) s obsabem 10, autologoveho
sera a doplnenym antlblotlky Bunky se upravily na obsah 10
na mililitr a alikvot o objemu 100 pl se umistil do kazdé
jamky mikrotitradéni desky pro bunéénou kulturu s 96 jamkami
(jamky tvaru u) (Titertek, Flow Labs.). Testovane slouéeniny
se pridavaly v objemu 10 pl do kaZdé jamxy a v tomto stupni
se také pridaly vhodné pomocné kontrolni latky. Afinitné
¢istény toxoid tetanu se pridal v koneéné Xoncentraci 10 ug
na mililitr. Bunky se kultivovaly po dobu 5 dni ve vlhkém
vzduchu obsahujicim 5 % oxidu uhliéitého za teploty 37 °C

v pritomnosti 3H thymidinu pfitomného po debu poslednich 18 -

hodin v kultufe (aktivita 37 XBg na burku). Bunky se ‘
zachytily na sklenéném mikrovidknitém papife poloautomatickym

systémem {Skatron) a stupef zachyceného thymidinu vadzaneho

'v DNA"se stanovil kapalinovou scintilaéni spektroskopii.

Poméry ICg, se stanovily v porcvnani s slepou zkouskou za

pouziti sloudeniny, kterou byl p-hydroxyfenylacetaldehyd.

Mechanizmus, pri kterém slouceniny tvo¥ici Schiffovy
baze ovliviuji odezvu bud positivné nebo negativné je stejny
v tom, Ze slouceniny reaguji s aminoskupinami na povrchu

lymfocytll a bunék pritomného antigenu (APC). Timto zpusobem

se dosahuje kostlmulaue rF-bur\é‘w Rozéifeni kostimulace

dosazené fy21olog1ckou Schiffovou bazi vede ke vzniku llgandu

na povrchu bunék. Pri vvsckych koncentracich se v&ak
slouc¢eniny budou ziskavat predem, reakci wmezl bunéénymi
ligandy, které kromé toho skytaji kostimulacl, co se zda

nezbytné pro ucinné vazani APC k T-bufce. Nizké a stredni
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koncentrace tak budou zvySovat imunitni odezvu, zatimco
vysoké koncentrace budou plsobit jako inhibitory. Inhibiéni
u¢inek se vyskytne snadnejl in vitro (protoie zpracovavany
.antlgen na povrchu APC Jje omezuglclm prvkem) a poskytujl ‘
:merltko SChOpnOStl tvorlt Schlffovu baZl, co odra21 ‘ | ;
| 1munopotenc1acn1 kapac1tu in v1vc Rever51b111ta tvorby _
Schlffovy baze, isomerace a cykly protonacg a deprotonace

- mohou byt také dulezité pfi imunopotenciaci tim, Ze vytvafeji
jednoduché vyrovnani 1munosuprese in v1tro s 1munopotenc1a01
. in v1vo In vivo potenciace bude take ovllvnovana polov1cn1
délkou 21votnost1 rozpustnostl a farmakoklnetlckyml vlast—

nostmi sloucenin.
Priklad 4

Kompetltlvnl zkouska tvorby Schlffovy baze slouceninami na

bunecnem povrchu €- amlnoskupln

Ke'sfanoﬁeni tvorby Schiffovy biaze na povrchovych
aminoskubinach lymfocytovych bunék se poufilo dale popsané
kompetitivni zkousky tverby Schiffovy bize, s pouZitim amind
povrchovych bunéki ‘

_ Sulfo- NHS “biotin reaguje s volnymi aminoskupinami na
protelnech za vznlku aminové vazby Za pou31L1 sulfo-NHS- blO"
'tlnu s FITC (fluoroscein- 1sothyanat) —avidin- ~biotinovym
afinitnim_znaéicim'sfstémem,se:povrchové aminoskupiny bunék‘
cbarvi a méri fluorescenéné aktivovanou tFidici analyzou
bunék.(FACS). Aldehydy a ketony tveofici Schiffovy baze
kompetitivné inhibuji reakci sulfo-NHS-biotinu s bunecénymi

povrchy za pouéiti této zkousky:

Pripravi se periferni kKrevni monojaderné bunky
a upravi na 5 x 10% na mililitr ve fyziolegickénm roztoku,

ktery je pufrovan fosfatem. Ke kaidému vzorky se prida




- 41 -

testovana sloudenina v koncentraci 5 mmol. Bunky se inkubuji
za teploty 37 *C po dobu 30 minut. Kontrolni vzorek se
| inkubuje s PBS. Poté se pridé 10 mmol natriumkyanborhydridu
(korigovéﬁo na neutrdlni hodnotu pH). za teploty mistnosti
béhem 1 hodiny. Bunky se dvakrat promyji PBS a poté se prida
sulfo-NHS-biotin na kone¢nou koncentraci 5 mmol za teploty:
37 °C béhem 1 hodiny. Buriky se dvakrat promy3ji PBS. Prida se
" 5&Té¥éQidin~§fi zFedéni 1 : 50 z komeréniho zasobniho roztoku
za teploty 4 °C béhem 30 minut. Bunky se t¥ikrat promyji
studenym PBS a fixuji 1% paraformaldehydem. Pote se provede
analyza FACS.
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Tabulka 2

IR
N

— - ~-Imunosuprese in vitro slouéeninami tvoricimi Schiffovy baze .

Struktura Pomér IC5y 8
4—hyd;oxyfenyl—
acetaldehydem

. _ 1. .4—hydroxyfenyl- , : - 1
Lo cet d
i i o acetaldehy C.*lpir.o
P
i 13;7 52; , .féﬁYlécetaldehyd‘ , ‘ - 10
Pooans o ‘ o "
" 1, =CHC
3. _4—methoxyfenyl— 1,4, 1,9
acetaldehyd 1,9, 2,3
: 4. 1-hydroxy-2= = 30, >30
o -fenylpropan-

sulfonat sodny,
testovany jako
aldehyd




Tabulka 2 - pokracovani

7 “rSloudenina . Nazev
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_ Struktura Pomér ICSO s
T @islo slouéeniny 4-hydroxyfenyl-
' acetaldehyden
5. 3-fenylproponion- - 40
aldehyd _
/
6. 4—nitrobenzaldehfd F&P\\JZMO 7
!
|
N
7. methyl-4-formyl- 0sC //<:> \_-Coqag 2,5
benzoat “q\&n_g/f ‘ )
8. 4-chlorbenz- >4
aldehyd X
9. 4—methoxybehzf / Y :4;”>1O
. aldehyd ' ”-90'\" e HD -
-

v
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12, kyselina 4,6-

~dioxocheptanova
13. pentandion
14, S5-methoxy-1-
' -tetralon

Sloucenina ° Nazev Struktura‘ Pomér ICg4's
éislo - "slouéeniny ' 4~hydroxyfenyl-
' ‘ acetaldehyden
10. 4-methylbenz- J >5, »20

Me N mun ..
aldehyd W\‘=g/“““~
11.  xyselina 8,10- 34\0 | ‘ 50
~ -dioxoundekanova ) "

/\/\/\/\/\ 134

9 Q0 80

il il
NN
8
> 9
SN
P | . 11
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Tabulka 2 - pokracovani

Sloucenina Nazev Struktura . Pomer ICgy s
¢islo - slouceniny “ 4-hydroxyfenyl-
acetaldehyden
2
15. 6-methoxy-1- o 11
- -tetralen =~~~ U7 o - - T
= Y
Mg
16. 7-methoxy-1- ¢ 16
' -tetralon . ;L“%¢7\V/A\§
i7. 2-tetralon 2, 1
. H-l‘/’f"‘\ﬁ
18. 3-hydroxy-1-(4- !E | Q 0,34, 2,0, 1,0 |
AN A A |
~methoxyfenyl)-3- ‘ .
methyl-2-butanon e ]
"1907 77 2%, 4'-dihydroxy-2- f""' “'“';;§¥: ““"'“m“f”’§j7 B
~(4-methoxyfenyl)- OA 0 H

acetofenon . F¢T\\//§\94A\xf7‘ -
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Slouc¢enina Nazev Struktura Pomér ICg, s
¢islo . sloudeniny 4-hydroxyfenyl-
' acetaldehyden
20. 2-hydroxy-1-(4- 4, 6,6
-methoxyfenyl)-
pent-2-en-4-on
21. naringenin 4',5,6- 1, 5
‘ —trihydroxyflavonon-
22. 4'-methoxy=-2- 5,5
- (4-methoxyfenyl)-
acetofenon %E&v/ﬁ\\
tf
[ ﬂ .
W
: i
: i }
23. 6,7~dihydroxykunarin X (e 2,3
r
HOr
24. 7—methoxy-2—tetralon 3,0

‘.'7{




_47-

Tabulka 2 - pokracdovani

Sloucenina Néazev Struktura Pomér ICgq s
cislo sloueniny : 4-hydroxyfenyl-
' acetaldehydemn
25. 6,7-dimethoxy- 2,7 ¥
=2-tetralon - - '
26. 6~hydroxy-4-methyl- n/f%/?uéﬁ ' 2, 2,5
© kumarin B R
i NN
cat - <
Ye
27. T-lakton kyseliny : 0,25, 0,5,
homogentisové | HQv¢f\y//’\ ) 0,7, 1,5
| %l e
T 0
28.  6-hydroxy-1,2- ‘ 0,2, 0,5,
-naftochinon , 0
w29 .- Smmet-hoxy_z..tetra-lon' e "'""ho' r"8-; _'1 ’ O o o
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PATENTOVE NAROKY

' 'juﬂ. ;' 1. PouZiti ‘slouceniny nebo ]ejlch fyziologicky

¥

'fprljatelnych soli; které tvori Schiffovu bazi nebo hydrazon 1 § ¢ 1!

‘f;i s karbonylovyml skuplnaml nebo aminoskupinami povrchovycﬂ U 1
- v
¥~ - T-bunék, s podminkou vyluCUchl‘sloucenlnu cinnaldehyd, pro B

vyrobu leéc¢iva k potenciaci imunitni odezvy.
2. Pouziti podle‘néroku 1 slouceniny obecného vzorce I
O . O

C 1
Rf)*\ Rl _ : . W

ve Kterém

R predstavu]e atom vodlku methyl, ktery je poprlpade
'substltuovan fenylem nebo dvéma alkylovyml skuplnaml

s 1 az 4 atomy uhllku a hydroxyskuplnu

rl znamend. skupinu vzorce CH 2COR nebo jeii tautomerni

formu,

kde R% znamena methyl, ktery je popfipadé substitucvan
skupinou vzorce CO(CH,),CO,H,

kde x znamena ¢islo 1 aZ 7, nebo
R} znamenda skupinu vzorce A-Ph,

kde A predstavuje atom kysliku, skupinu vzorce CH,,
CH(CH4), .CO nebo jednoduchou vazbu a

Xde Ph znamena popripadé substituovanou fenylovou
skupinu, nebo

[
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R je vazan k RY za vzniku devitiélenného nebo deseti-
&lenného bicyklického kruhového systému, ktery je
popripadé substituovan, a ve kterém je Jjednim kruhem

benzen, \
nebo jéji'fyiidlogicky pfijatelné soli.

3. Pouziti bud podle naroku 1 nebo podle naroku 2, kde

podskupinu sloucenin obecného vzorce I pfedstavuje sloucenina

obecného vzorce IT
AT RS (1)
ve kterém

A a Ph maji vyznamy uvedené vyse a

R3 predstavuije atom Qodiﬁﬁ;>élkfidﬁbu.ékﬁpiﬁu s 1 az 4
atomy uhliku nebo skupinu vzorce CH2(C6H4)R4,'

kde R* znamend hydroxyskupinu nebe alkoxyskupinu s 1

az 4 atomy'uhliku,
nebo jeji fyziologicky prijatelna sul.
4. Pouziti podle nékterého z ndrokua 1 aZ 3, kde

podskupinu slouéenin obecnéhc vzorce I predstavuije sloucenina

~obecného vzorce_III‘

L R P

Cu

3 . (HUﬁ

ve Kterém

R’ znamena skupinu vzorce CH7COR2,

Y
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kde R? ma vyznam uvedeny vyse,
a jeji fyziologicky prijatelna sal.

5. Pou21t1 podle nektereho z naroku 1 az 3, kde .

) blcykllcky kruhovy system ma obecny vzorec IV

)
ve kterém
R® . znamena hydroxyskupinu nebo alkoxyskupinu,
- Al 2znamena atom kysliku nebo skupinu-vzorce CO nebo CH, a

J o ' /"‘
‘ 'predstavuje alkylenovou skupinu se 2 nebo 3 atomy

uhllku kterd je popripadé substltuovana fenylovou
snuplnou,

nebo jde o jeho fyziologicky prijatelnou sul.
6. Pouziti podle nékterého z ndrokd 1 aZ 3, kde

vyhodnou skupinu slou¢enin pfedstavuje sloucenina obecného
vzorce VI |
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ve kterém

“kde 62 a,Q3_ﬁéod"évbleny négéJisleLBQISébé z atomu

je zvolen z atomu vodiku, hydroxyskupiny, alkylamino~
skupiny s 1 aZ 4 atomv uhliku a alkanoylaminoskupiny

s 1 az 4 atomy uhliku ve své alkyloveé casti,

a vt jsou zvoleny nezdvisle na sobé z atomu vodiku,
atomu halogenu, alkylové skupiny s 1 az 4 atomy
uhliku, alkoxyskupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku,

~halogenalkylové skupiny, hydroxyskupiny a benzyloxy-

skupiny a
predstavuje hydroxyskupinu nebo skupinu vzorce Ql,
kde 9l znamena bud skupinu vzorce

2
X tQ
nebo -0-(CH,) -C-X | v

-O-CH?_'//'

-
\

q’

vodiku a alkylove skupiny s 1 aZ.4 atomy uhliku,

X je vybran z kyanoskupiny, karboxysXkupiny nebo

funkcionalizovaného derivatu xarboxyloveée kKyseliny,
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5-tetrazolylu a alkylsulfonylkarbamoylu s 1 az 6
atomy uhliku ve své alkylové &asti a

‘nvénamena ¢islo od nuly do 6,
y6 znamena skupinu vzorce -(C?Hzp)CHO,

. kde p predstavuje éislo od nuly do 5,

‘
_ pricemZ pokud p znamend ¢islo vét3i neZ 1, formyl (skupina
vzorce —-CHO) ve skupiné vzorce vé mize byt na libovolném
atomu uhliku a alkylen (skupina vzorce Cszp) nize mit primy
nebo rozvétveny retézec, nebo
y® znamena ékupinu vzorce (CHZCO)q—X1 nebo (COCHz)q~Xl,
kde ¢ predstavuje ¢islo do 1 do 3 a
¥t znamena methoxyfenyl nebo alkylovou skupinu s' 1 aZ
4 atomy uhliku,
~nebo jde.o jeji fyzlologicky pfijatelncu sil.
7. PouZiti podle narocku 6, kde
R & je zvolen z kyanoskupiny, S5-tetrazolylu, alkylsulfo-
. nylkarbamoylu s 1 aZz 6 atomy uhliku ve své alkylové
L casti a‘skupiny —COY;

kde Y.znamena skupinu vzorce -oOR?Y,

kde R® predstavuije atom vodiku, alkylovou skupinu

s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo benzyl, nebo

Y znamena skupinu vzorce —NRlORll,
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kde RO g gll jsou nezavisle na sobé zvoleny z atom
vodiku nebo alkylové skupiny s 1 aZ 4 atomy uhliku,

nebo fyziologicky prijatelné soli této sloudeniny.

8. PouZiti kyseliny 4-(2-formyl-3-hydroxyfenoxyme-

thyl)benzoové nebd jeji fyziologicky pfijatelné soli k vyrobs

l1é¢iva pro potenciaci imunitni odezvy.

9. Pouziti slouceniny nebo jeji fyziologicky
pfijatelné soli, vymezené v nékterém z narokd 1 az 8,
k vyrobé leéciva pro oSetfovani a/nebo profylaxi virové
infekce.

10. PouZiti podle ndroku 9, kde virovou infekci je

infekce zpusobena virem lidské imunitni nedostatecnosti (HIV).

11. Pouziti podle ndroku 9, kde virovou infekci je
infekéni hepatitida B.

12. Pouziti podle ndrcku 9, kde virovou infekci de
infekéni hepatitida c.

13. Pouziti slouCeniny nebc jeji fyziologicky
prijatelné soli, vymezené v nékterém z narokd 1 az 8,

k vyrobé léciva pro oSetrovani a/nebo profylaxi rakoviny.

. 14. PouZiti podle naroku 13, kde rakovinou je
kolorektdlni rakovina. ’

15. Pouzitil slouceniny nebo jeji fyziologicky
prijatelné soli, vymezene v nékizrénm z narokﬁAl az 14,
délé'obéahujici Jiny chemoterapsuticky z/nebo imunoterapeu-
ticky prostfedek.
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16. Pouziti sloucdeniny nebo jeji fyziologicky
pfijatelné soli, vymezené v nékterém z narokd 1 aZ 15, ucelné

k nasalnimu nebo pulmendrnimu podéni.-

oo
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