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Farmaceuticky pfipravek pro |é&bu virovych onemocnéni

Oblast techniky

Vynalez se tyka farmaceutického pfipravku a zpisobu lé¢by virovych onemocnéni u
lidi. Zejména se tyka farmaceutickych pfipravk( pro lé¢bu nemoci, zptisobenych re-
spiraénim syncytialnim virem (RSV).

Dosavadni stav techniky

Je znédmo, Ze oblast vracejicich se respiraénich virovych infekci je nasledovana na-
hlou sensitivitou k jednomu &i nékolika antigeniim se zvysujici se Grovni imunoglo-
bulin E (Oscar L.Frick, J.Allergy Clin.Immunol., listopad 1986, str. 1013 -1018).
Dal$i dominantni virus, zpusobujici dychaviénost u lidi a zvlaété u déti je respiraéni
syncytalni virus. Zejména u déti do dvou let je pozorovano, Zze zpusobuji bronchitidu
a pneumonii.

T.Chonmaitree a kol. v Journal of Infections Diseases, vol. 164 (3), str. 592-594
(1991) zvefejnil, Ze mononukiearni leukocyty z normalnich jedinc produkuji hista-
min, uvoliujici faktor (HRF) v zavislosti na exposici respiraénich virti, svédéici o tom,
Ze cytokin mlze hrat roli v mechanizmu viry indukovaném bronchospasmu. Aékoliv
tito autofi uvedli, Ze HRF se li§i od vétSiny dalSich cytokin(, takovych, jako interleu-
kiny -1-6, 8 a 9, nebo granulocyty. '

R.C. Welliver a kol. v New England Journal of Medicine vol.305 (15), str. 841-846
(1981) zverejnil, Ze respiraéni syncytialni virus (RSV) - specifické imunoglobuliny E
spolecné s histaminem jsou pfitomné u vétSiny déti s riznou formou respiraénich
nemoci, zplisobenych RSV a vykazujicich dychavi¢nost, atkoliv nebyl dokéazan pri-
my vztah titru RSV - IgE s uvolnénym mnozstvim histaminu. Existuji teoretické me-

chanismy, podle nichz mohou viry indukovat, nebo aktivovat zanét v nizsich dycha- |
cich cestach (lower airways). Nasledné po infekcich respiraénim syncytialnim virem
byly pozorovany alveolarni makrofagy, peribronchialni infiltrace s neutrofilnimi gra-
nulocyty. Neutrofily nejsou jenom buriky, schopné uvolfiovat fagocytosy a uvolrfiovat
nizkomolekularni inflammatorni mediatory, ale mohou vymésovat rozmanité proin-
flammatorni cytokiny. Nové cytokyny, zejména chemokiny popsal jako aktivujici in-
flammatorni bunky napfikiad Piotra Kuna ve Pharmacia Allergy Research Founda-




tion Award Book (1995), str. 23-31. V této rodiné chemokinu je interleukin-8 (IL-8)
velmi silnym chemotaktickym faktorem pro polymorfonuklearni buriky. Tento chemo-
kin, podle B.Kéniga a kol. v Journal of leukocyte Biology (Cervenec 1996) je produ-
kovén ve vysokém mnozstvi lidskymi polymorfonukledrnimi buiikami v pritomnosti
respiraéniho syncytialniho viru. V jiné studii, publikované R. Arnoldem a kol. v im-
munology, 85, 364-372 (1995) je uvedeno, ze synteza perifernich krevnich mononu-
kledrnich bunék a vymésovani proinflammatornich cytokin( IL-8, nasledujici po in-
fekéi, zplisobené respiraénim syncytiainim virem (RSV), je dokonce prbkazatemé
nizka.

Autofi této studie navrhuji, Ze uvolfiovani potentniho chemotoxinu IL-8 z periferie
krevnich mononukleérnich bunék méze souviset s vyslovenou akumulaci polymorfo-

nukledrnich granulocytd v alveolarni oblasti RSV indukovanych broncholitidou.

H.P.Heckert a kol. v Berliner Muncher Tierarzt Wschr.Vol. 106(7), str. 230-235
(1993) popisuje 1é¢bu hovézi RSV infekce. Pfi pouziti antibiotické terapie byl sledo-
van vliv antihistamindifenylhydraminu méfenim télesné teploty. Pfi denni aplikaci
antihistaminu k antibiotické 16&bé byla zvifata signifikantné rychlejsi s teplotou. |
kdyz pougeni z toho dokumentu je striktné limitovano veterinarni oblasti (kravy), na
druhé stran& to neumozfuje vysvétlit mechanismus aktivity jednotlivych slozek z po-

psané kombinace.

Z terapeutického hlediska je nutno poznamenat, Ze neexistuje specificka Ié¢ba in-
fekci zplisobenych respiraténim syncytialnim virem.

Je znamo, Ze pouzivané jednotlivé léky k 1éCbé alergie a astma (kortikosteroidy,
theofilin, ketotifen) maji inhibiéni vliv na buriky pfimo postizené imuno defensivnim
mechanismem, &imz se zvy3uje nebezpeci mikrobiéini a virové infekce.

Podstata vynalezu

Uvedeny vynalez se tyka pouziti farmaceutickych piipravku pro 1é¢bu nemoci, zpU-
sobenych respiraénim - syncytialnim virem u lidi.

Vynélez je zaloZzen na neo¢ekévaném poznani, ze 2-[2-[4-{(4-chlorfenyl)fenylmethyl]-
1-piperazinyllethoxy]-octova kyselina, jednotlivé optické isomery a jeji farmaceuticky
prijatelna stl ma signifikantni inhibiéni vliv na opakovana virova onemocnéni spo-




le&n& s inhibidnim efektem na produkci bunééné modifikace (IL-8 produkei) zptso-
bené RSV. Vice neZ tento farmakologicky efekt je dllezité, Ze nesnizuje imunitu pa-

cienta.

Toto poznani demonstruje existenci neodekavaného ochranného efektu ziskaného
pii 168b& nemoci jako jsou akutni bronchitida nebo virovy zanét plic, vyvolany respi-
raénim syncytialnim virem u lidi, zptisobem, ktery spocivé v tom, Ze se élovéku, ktery
tuto 16&bu potiebuje, podava farmaceuticky piipravek, obsahujici jako aktivni slozku
efektivni mnozZstvi nejméné jedné slougeniny vybrané ze skupiny, tvofené 2-{2-[4[(4-
chlorfenyl)fenylmetyl]-1-piperazinyl] ethxyloctovou kyselinou, jednotlivymi optickymi
izomery a jejich farmaceuticky pfijatelnymi solemi.

Termin ,farmaceuticky pfijateiné soli* se pouziva ve vztahu k 2-[2-{4[(4-chlorfenyl)
fenylmethyl]-1-piperazinyl]ethoxy]-octové kyseling, znamena ne jen jeji soli s netoxi-
ckymi organickymi a anorganickymi kyselinami, jako jsou octova, citronova, succino-
va, askorbova, chlorovodikova, bromovodikova, sirova a fosfore¢na kyselina a po-
dobng, ale také jejich kovové soli (napiiklad sodnd, draselnd), amonné soli véetné

kvarternich amoniovych soli a soli s aminokyselinami.

Termin ,jednotlivy opticky izomer* znamené jejich levotogivé a pravotocivé enancio-
mery. Je znamo, Ze &idténi téchto enanciomerl je obtizny proces, zavisejici na vy-
braném zplisobu pipravy slouceniny a optické Cistoty vychozich materiald.

Proto termin ,jednotlivy opticky izomer*, jak je pouzit zde, znamena slouéeninu, ob-
sahujici nejméné 90 % hmotn. s vyhodou 95 % hmotn. jednotlivého pravo- nebo le-
votodivého isomeru a maximainé 10 % hmotn., s vyhodou 5 % hmotn. druhého levo-

nebo pravotocivého optického isomeru.

Kazdy jednotlivy opticky isomer se ziska z racemické smesi pouzitim konvendénich
zpUisobl popsanych v britské patentové piihlaSce No. 2,225,321. Jednotlivé opticke
isomery lze pfipravit z racemické smési enzymatickym biokatalytickym rozpous-
tédlem, které je popsané v U.S. patentech No. 4,8000162 a 5,057,427.

S wvyhodou je aktivni slozkou podle vynalezu racemat 2-[2-{4-[(4-
chlorofenyl)fenylmethyl]-1-piperazinyljethoxyloctove kyseliny a jeji dihydrochloridova
stl, ktera antagonistou histamin Hireceptoru, dobie znamého jako cetirizin dihydro-

chlorid a jeho levo- a pravotocivé enantiomery.
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Pro vyuziti vynalezu mlze pfipravek uvedeny vpiedu obsahovat efektivni mnozZstvi

2-{2-[4-[(4-chlorofenyl)fenylmethyl]-1-piperazinyljethoxy]octové kyseliny a farmaceu-
ticky pfijatelnou sdl nebo jeji jednotlivé optické isomery. Efektivni mnoZstvi se snad-
no stanovi pouzitim konvenéniho zplsobu prace a pozorovanim vysledk(l ziskanych
za analogickych podminek. Pfi zjiStovani efektivniho mnoZstvi se doporuéuje podet
sledovanycht faktort, ktery vSak neni limitovén: specifikace pacienta; jeho velikost,
vék a vSeobecné zdravi; specifikace onemocnéni; stuperi,nebo nasledek nebo prud-
kost onemocnéni; vnimavost uréitého pacienta; vzhledem k podavané sloudening,
zpusobu podéni; charakteru biologické snasenlivosti podavaného piipravku; k vy-
branému rezimu dévkovani; a k pouzité sou¢asné medikaci. Efektivni mnoZstvi 2-[2-
[4-{(4-chlorofenyl)fenylmethyl]-1-piperazinyl]ethoxyloctové kyseliny a farmaceuticky
prijatelné soli nebo jejiho jednotlivého optického isomeru podle vynalezu je od 0,1
mg/kg/den do 0,5 mg/kg/den. Davka 5 mg az 50 mg se s vyhodou podava jednou
nebo dvakrat denne.

Piipravek podle vynalezu mize byt podavan pacientovi v jakékoliv formé& nebo ja-

kymkoliv biologicky pfijatelnym zpGsobem v efektivnim mnozstvi, zejména orainé.

Napfiklad je mozno podavat pfipravek orainé, intranasélné nebo rektem. Doporuéuje
se oralni podani. Odbornik z oblasti vyvoje Iékovych forem snadno vybere formu a
zplsob podavani zavisejici na charakteru onemocnéni, stadia nemoci a dalich
okolnostech.

Piipravek podle vyndlezu muze obsahovat 2-[2-[4-[(4-chlorofenyl)fenylmethyl]-1-

piperazinyl]lethoxy]octovou

kyselinu a farmaceuticky pfijatelné soli nebo jejich jednotlivé optické isomery samo-
statné nebo v kombinaci s nejméné jednim farmacéuticky pfijatelnym nosi¢em nebo
excipientem, mnozstvi a latky jsou determinovany rozpustnosti a chemickymi viast-
nostmi pfipravku vybraného na zékladé zplsobu podavani pripravku a standardni
farmaceutické praxe.

Nosi¢ muze byt pevna, polotuhd nebo tekuté latka, ktera slouzi jako vehikulum pro
aktivni slozku. Vhodné nosice jsou znamé.

Farmaceutické ph’pravky podle vynalezu pro oralni podani mohou byt ve formé ta-
blet, kapsli, prasku, tinktury, syrupu, roztoku, suspenze a podobné.
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Farmaceuticky ptipravek podle vynalezu muze byt upraven pro rektalni pouziti a

muzZe byt pacientovi podan ve formé &ipku.

Nosi¢ bude vybréan s ohledem na zpUsob podani a béznou farmaceutickou praxi. Pro
orélni podani ve formé tablet nebo kapsli terapeuticky aktivni slozka maze byt kom-
binovéna s jakymkoliv oralné netoxickym, farmaceuticky pfijatelnym inertnim nosi-
&em, jako je laktdza nebo $krob. Farmaceuticky pfipravek podle vynalezu mize také
obsahovat pojidlo jako mikrokristalickou celulézu, tragant,nebo Zelatinu, dispergaéni
¢inidlo jako je kyselina alginova, mazadlo jako magnezium stearat, kluznou latku ja-
ko koloidni oxyd kiemicity, sladidlo jako je sachardza, nebo sacharin, vybarvujici
nebo parfemujici latky jako peprmint nebo metylsalicylat.

Pro snadné podavani jsou tablety a kapsle, s vyhodou pro oréini davkovani, jednot-
né. Jestlize je treba, tablety mohou byt potazeny standardnimi vodnymi nebo nevod-
nymi technikami, napfiklad cukrem, shellakem nebo dalSimi potahovymi Cinidly.
Kazda tableta nebo kapsle by méla obsahovat 5 mg az 50 mg aktivni slozky.

Pro oralni podani mlze byt piipravek podle vyndlezu ve formé roztoku nebo sus-
penze. Tyto pfipravky budou obsahovat nejméné 0,1 % hmotn. aktivni sloZky v pfi-
pravku.

Tyto roztoky nebo suspenze mohou obsahovat jednu nebo vice dalSich sloZek: ste-
rilni rozpoustédlo jako je voda pro injekce, fyziologicky solny roztok, oleje, polyety-
lenglykoly, glycerin, propylenglykol nebo dalsi syntetickd rozpoustédia, antibakte-
ralni latky jako benzylalkohol; antioxidanty jako askorbova kyselina nebo bisulfit
sodny; chelatizaéni ¢inidla jeko etylentetraoctova kyselina; pufry jako acetaty, citraty
nebo fosfaty a slozky udrzujici napéti jako chlorid sodny nebo dextréza. Pfipravek
mUze byt uzavien v ampulich, nebo v nadobkéch pro vice davek vyrobenych ze skia

nebo z plastd.

Vynélez je dale objasnén nasledujicimi priklady popisujicimi detailné pfipravky podle

vynalezu a jejich vyuziti.

Agkoliv je vynélez popsan a jsou objasnény vyhody v ném obsazené, odbornici v
oboru mohou provadét rlizné zmény, modifikace a nahrady aniz by se odchylili od
my$lenky vynélezu. Napfiklad mlze byt aplikovano efektivni mnozstvi mimo dopo-
rudny rozsah stanoveny vpiedu s ohledem k aktivnim slozkam, jako disledek rozdilu
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citlivosti pacienta, sile symptonu, vzhledem k nepfiznivyn efektim, pokud byly néja-

ké pozorovany a podobnym podminkam. Proto jsou takové oekavané variace nebo
rozdily pfi vyuZiti vynalezu v praxi a ziskanym vysledky v souladu s pfedmétem vy-

nalezu.

Priklady provedeni

Materialy a metody

Ustojny roztok

Ustojny roztok pouzivany k promyvani polymorfonukledrnich bunék sestava ze 137
mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, 3 mM KH,PO, pH 7,4 (modifikovany Dulbekuv fosfatovy
pufr). Pro stimulaci byly vzorky bunék suspe_ndovény n RPMI 1640 prostiedku
(Gibco BRL, Eggenstein, Germany).

Priprava polymorfonuklearnich (PMN) neutrofilnich granulocytt

Lidské granulocyty byly isolovény z 200 ml heparizované krve (15 U ml™") od zdra-
vych darcq, oddéleny po dextranové sedimentaci na Ficoll-metrizoate gradientu a
dvojnasobném promyti ve 300 g. Touto metodou se ziska vice nez 95 % Cisty PMN.

Buriky byly zfedény na konec¢nou hustotu 1x1 0° PMN.

Bunééna zivotaschopnost

Bunééna zZivotaschopnost byla studovana ,trypan blue exclusion®, stanovenim laktéat
dehydrogenazy (Boehringer, Mannheim, Germany), stanovenim mitochondrické ak-
tivity pouzitim WST-1 (Boehringer, Mannheim, Germany)u stimulovanych a nestimu-
lovanych bunék. ZpUsoby stanoveni byly popséany vyrobcem (Boehringer, Mann-

heim, Germany).

V8echny experimenty probihali za podminek, kdy zZivotaschopnost bunécénych typl
stanovena vSemi tfemi zpUsoby stanoveni byla vy$si nez 80 %.

Bunééna kultura
Hep-2 epitelialni bunky, epitelidini tumorova bunécéna linie byly ziskany z americké

sbirky kultur jako ATCC CCL 23 a byly kultivovany pfi 37 °C v 5 % oxidu uhligitém v




modifikovaném pufru Dulbecco obsahujiciho 5 % teplem inaktivované bovinni sérum,

4mM L-glutaminu a 80 ung/ml gentamicinu. Burky byly subkultivovany 2 tydny.

Priprava viru

Pfiprava viru byla popsana R.Arnoldem a kol. v Immunology 82, 126-133 (1994).
Surovy produkt, respiréniho viru (RSV), Long Strain (ATCC),byl vypéstovan a testo-
van v HEP-2 bunkach. Titr RSV byl stanoven v jednotce plakové metody (PFU-
plaque-forming unit). Zasobni roztok virl pouzity ve studii byl 5 . 10° PFU mi'. Za-
sobni roztok byl skladovan pfi -70 °C. Obsah interleukinu-8 (IL-8) byl v zasobnim
roztoku v pfipadé stanoveni zplisobem enzyme-linked immuno sorbent (ELISA) pod

detekénim limitem. Nepfitomnost mykoplasmatické infekce byla ovéfena specifickou
mikoplasmatickou polymerni retézovou reakci (PCR).

Stimulace experimentt

Na lidské PNM (1.106 mI"") bylo ptisobeno réiznym fedénim RSV (10°-10") plakovych
jednotek (PFU) odpovidajicich €etnosti infekei (m.o.i.) od 0,001 do 10 v 1ml RPMI-
1640 prostredi pro uvadéné casové intervaly. Inkubace byla provedena jak v pfitom-
nosti cetirizin dihydrochloridu tak i bez n&j v uvedenych koncentracich. Bunéény su-
pernatant ze stimulovanych pokust byl zahustén centrigugaci a skladovan pii - 70
‘Cazdo pouziti pro analyzy. Bunééné supernatanty byly pouzity pro stanoveni IL-8;
bunééné sedimenty-pelety byly pouzity pro detekci genové ribonukleové kyseliny
RSV

SH*

IL-8 stanoveni

PNM byly suspendovany v RPMI prostfedi o koncentraci 1x 10G ml™. Buriky byly kul-
tivovany v pfitomnosti vhodneho stimulans po dobu 24 hod. Kultura supernatantu
byla zahusténa a analyzovana na obsah IL-8. Uvolhovani IL-8 bylo sledovano pou-
zitim sandwich ELISA testem uvedenym vpredu. Kazda jamka z 96 jamek mikrodes-

ticky (Nunc Maxisorb, Roskilde, Denmark) byla pfes noc pfi 4 °c pievrstvena 100 pl

ustojného roztoku/polyoxyetylensorbitan monolauratu (Produkt prodavany pod ozna-
denim Tween 20) (0,1%) obsahujici anti IL-8 protilatky v koncentraci 5 pg ml”. Mi-
krodesticky byly 3x promyty Ustojnym roztokem/Tween, piidaly se pfisusné vzorky
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standardu 1L-8 (recombinant human IL-8; Calbiochem, Bad Soden, Germany) a in-

kubace probihala pfi 37 °C po dobu 2 hodin. Potom byla pidéna alkalicka fosfataza
vazana na anti IL-8 protilatku. Po pfidavku p-nitrofenylfosfatu (15 mg ml™) bylo pro
stanoveni pouzito &teci zafizeni pro ELISA test a pro vypocet Mikrotek Software
(SLT Labinstrments, Crailsheim, Germany).

Analyza genové RSV-RNA

Analyza genové RNA specifické na RSV byla provedena spojenou reversni trans-
kripci a fetézovou polymeraéni reakci PCR detekci genové-RNA RSV Sifrujici malé
hydrofobni proteiny (SH) RSF tak jak popsal R. Arnold a kol. v Immunology 82, 126-

133 (1994). Veskera RNA z PMN (1x 10° ml'1)'neinfikovanych RSV jakoz i z RSV-
infikovanych byla extrahovana pouzitim Trizolu (Gibco, Niedereggenstein, Germany.
Veskera RNA byla rozpusténa v 30 ml H20.

Interpretace genové RNA RSV, ‘byla stanovena po reversni transkripci zakladni

zavitnice ( sense primers) a PCR replikaci cDNA transkripce. Krok reversni trans-
kripce vyzadoval aby reakéni smés (konec¢ny objem 20 ml) obsahovala 10 mM Tris-
HCL (pH 8,3), 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1 mM desoxynukleotid, 100 pM sense pri-

mers RSV, 10 U RNAse inhibitor, 10 ml RNA vzorku a 200 U reversni transkriptazy

z Moloney- Murine-leukemia viru (Gobco, Eggenstein, Germany). Reversni trans-
kripce byla provadéna pii 37 °c po dobu 60 minut. Pro replikaci cDNA produktti po-
lymerni fetézovou reakci (PCR) reakéni smés byla smichana s 50 pM sense a anti-
sense primers a 2 U Taq Polymerazou (Gibco, Eggenstein, Germany).

Produkty z 20, 25 a 30 paséze (1 min., 94 °C; 2 min., 53 °C; 3 min., 72 "C) byly ana-
lysovany na agarovém gelu a vybarveny ethidium bromidem. Co se tyCe primers
RSVsy byly sense 5 - ACCAATGGAAAATACATCC - 3 ; antisense: 5 -
TGAATGCTATGTGTTG - 3. Podle jiz citovaného R.Arnolda a kol. byl pfedpovéze-
ny podet zakladnich part RSV, replikovaného produktu 204.

Statistické analyzy

Jestlize neni uvedeno jinak, véechna uvedend data jsou hodnoty nejméné ze 3 indi-

viduélnich experiment( s burtkami od rdznych darct.
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Vliv cetirizinu na syntézu mRNA specifickou na RSV.

Nedavno jsme ukézali, Ze se do 24.hodin zabuduje genovd RNA sppecificka na
RSV do PMNs. Sledovali jsme vliv cetirizinu na intrpretaci mMRNA  specifické na RSV
po stimulaci lidského PMN RSV. Proto v prvnim sledu experimentl bylo pGsobeno
nalidské PMN (1.10° mI") RSV v m.o.i. z 1-, 0,5 -, 0,05 -, 0,005 -, po dobu 2 hodin
a 16 hodin. Vysledky téchto experimentd jsou uvedeny na obr.1: na lidské PMN
(1.10%ml) nebylo ptisobeno RSV (pruhy 1,2 a 7,8) nebo na né bylo pisobeno s RSV
(1 m.o.i.: pruhy 3, 9; 0,5 m.o.i.: pruhy 4, 10; 0,05 m.o.i.: pruhy 5, 11; 0,005 m.o.i.:
pruhy 6, 12) po dobu 2 hodin (pruhy 1-6) a po dobu 16 hodin (pruhy 7 - 12) pfi 37
°C. V bunééném sedimentu byla stanovena interpretace mRNA specificka pro RSV
z SH genu RSV. Sipka oznaduje replikovany PCR produkt. M:123 zakladnich pard
v sekvenci (Gibco BRL, Eggenstein, Germany).

Obr. 1 znézorriuje , Ze.se s prodluzujici inkubadni dobou uvnitf PMN zvySuje mRNA
specifickd na RSV.

Dale bylo na lidské PMN(1x 106 ml™) ptisobeno RSV pfi m.o.i. v pfitomnosti cetirizi-
‘nu nebo bez néj. Vysledky téchto pokust jsou uvedny na obr. 2: na lidské PMN se
nepusobilo RSV (pruh1), (pruh 2) pusobilo se RSV (1m.o.i.) bez pfitomnosti cetiri-
zinu, (pruhy 3 az 7) se pUsobilo RSV v pFitomnosti cetirizinu v koncentraci (100-,10-

,1-,0,1-,0,001 pg/ 108 PMN). Inkubace probihala po dobu 2 hod. (obr 2A) a 16 hod.
(obr. 2B) pfi 37 °C. '

V bunééném sedimentu byl stanoven metodou RT-PCR RSV-SH gen mRNA specifi-
cké na RSV. Sipka ukazuje na replikovany produkt pfislusné velikosti M: 123 za-
kladnich pard v sekvenci (Gibco BRL, Eggenstein, Germany). Obrazky 2 ukazuji, ze
pfiadavek cetirizinu inhibuje interpretaci malého hydrofobniho SH genu mRNA
specifické na RSV. Pfi v8ech koncentracich cetirizinu bylo pozorovéno snizeni mR-
NA specifické na RSV. Navic snizeni obsahu mRNA specifické na RSV indikuje
sniZeni opakovani virové infekce. Je tfeba poznamenat, ze nikdy predtim u histami-
nu nebyla pozorovana takovato inhibice opakonani virové infekce.

Vliv cetirizinu na uvolfiovéni IL-8 zpisobeného RSV z lidskych PMN.

Na lidské PMN (1.10°ml") bylo ptsobeno RSV pii éetnosti infekci 1 v nepfitomnosti
nebo v piitomnosti cetirizin dihydrochloridu (100-, 10-, 1-, 0,1-, 0,01 ng.mi") po cel-
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kovou inkubacni dobu pfi 37 °C. U kontrolniho vzorku se na buriky pusobilo cetirizi-

nem (100-, 10-, 1-, 0,1-, 0,01 pg.m!") nebo bez ndj, v nepfitomnosti RSV (regulace
pufrem). Bunécny supernatant byl analysovén na uvolfiovani IL-8 Elisa-testem. Vy-
sledky téchto pokusd jsou uvedeny v obr.3: uvedené hodnoty jsou stfedni a stan-
dardni odchylky z osmi nezévislych pokust. Obr. 3 ukazuje, Ze cetirizin dihydrochlo-
rid (dale cetirizin) snizuje uvolfiovani IL-8 zptsobené RSV. Vlivy cetirizinu jsou z4-
vislé na dévkovéni. Z tohoto pohledu cetirizin o koncentraci vétsi nez 0,01 ug.ml™* a
mens$i nez 100 pg.ml” vede ke znaénému poklesu uvolfiovani IL-8 zpusobeného
RSV. Po inkubaéni dobé& 24 hodin rovnéz tak jako pfi koncentracich RSV az do 5
m.o.i. byly ziskany podobné vysledky. Je nutno poznamenat, Ze takova interference
mezi antihistaminem a uvolfovanim IL-8 zpﬁsobeném RSV nebyla nikdy pozorova-

na.
Vliv cetirizinu na uvolfiovani IL-8 zplsobené RSV.

Dalsi zkousky byly provedeny pro zji$téni vlivu cetirizinu na prabéh uvolfiovani IL-8
zpUsobeného RSV. Na lidské PMN (1.10°.ml™) bylo ptisobeno RSV (1 m.o.i.) a ceti-
rizinem (100 pg, 10 pg, 1 pg, 0,1 ug, 0,01 ng). Cetirizin byl pfidan ihned po zadatku
pusobeni RSV (obr.4a), po 30 minutach (obr.4b), nebo po 60 minutéch (obr. 4c) ne-
bo po 90 minutach (obr. 4d). Celkova inkubace trvala 2 hodiny pfi 37 °C. U bunéé-
ného supernatantu bylo sledovano uvolfiovani IL-8 Elisa-testem. Nase Uidaje ukazuii,
Ze cetirizin snizuje pribéh uvolfiovani IL-8 zplisobeného RSV. Vétsina uvedenych
vlivQ byla pozorovéna, kdyZ cetirizin byl pfidan na po&atku pGsobeni RSV. Potlaéeni
uvoliiovani IL-8 zpusobeného RSV bylo nejvyraznéj$i pro koncentrace v rozmezi
0,01 a2 10 ug.ml™.
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PATENTOVE NAROKY

. Pouziti [2-[4-{(4-chlorofenyl)fenyimethyl]-1 -piperazinyllethoxyJoctové kyseliny ve
formé jednotlivych optickych isomertl nebo jejich farmaceuticky vhodnych sol‘i, ja-
koZto aktivni slozky pro pripravu farmaceutického piipravku pro inhibici opakova-
nych onemocné&ni respiraénim - syncytiainim virem u lidi.

2. Pouziti podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze farmaceuticky pripravek je vé formé
davek, obsahuijicich 5 mg az 50 mg aktivni slozky.

3. Pouziti podle naroku 1, k 1é6¢b& nemoci vybranyéh ze skupiny, tvorené akutni
bronchitidou a virovou pneumonii.

4. Pouziti podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze farmaceuticky pripravek déle obsa-
huje nejméné jeden farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo lexcipient.

5. Pouziti podle naroku 1 az 4, vyznalujici se tim, Ze farmaceuticky pfipravek je ve
formé vhodné pro oraini pouziti.

6. Pouziti podle naroku 5, vyznadujici se tim, ze farmaceuticky pfipravek je ve formé
tablet, kapsli, prasku, tinktury, syrupu, roztoku, nebo suspenze.

7. Pouziti podle naroku 1 az 4, vyznadujici se tim, ze farmaceuticky pfipravek je ve
formé vhodné pro rektaini pouziti.

8. Pouziti podle naroku 7, vyznaéujici se tim, Ze farmaceuticky pfipravek je ve formé
Cipku.

9. Pouziti podle naroku 6, vyznadujici se tim, ze farmaceuticky pfipravek je ve forme
roztoku nebo suspenze, obsahujici nejméné 0,10 % hmotn. aktivni slozky.
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