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{(64) Zpusob vyroby esterli hydroxyalkylpurini

Predm&tem vyndlezu Je zpisob v¥roby
esterd hydroxyalkylpurind obecného vzorce I

OH
Z
X
|

HC — CH—CH,
A! OR2

ktery spodivd v tom, %e se nechéd reagovat
hydroxyalkylpurin obecného vzorce II

8 kyselinou odpovidajic{ alkanoylovému
zbytku nebo 8 jejim anhydridem, za vzniku
sloudeniny obecného vzorce I.

Sloufeniny vyrobitelné podle vyndlezu
plisobi jako imunomoduldtory, maji protivi-
rovy \finek a W¥inek groti nddordm a jsou
také inhibitory enzymi. Sloudeniny se
mohou pouZivat té% k zavdddni odpovidajfciho
alkoholu do biologickych systémi.
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Tento vyndlez se tykd zpisobu vyroby esterd hydroxyalkylpurind obecného vzorce I

(I)

kde
R' znamend alkylovou skupinu s 1'ai 8 atomy uhliku a

R® znamend alkanoylovou skupinu s ) a% 5 atomy uhliku, kterd je popfipad® v poloze (2 substi-
tuovédna karboxylovou skupinou nebo alkenoylovou skupinu se 2 af 5 atomy uhliku, kterd
Je substituovend v poloze aaminoskupinou.

Sloufeniny podle vyndlezu jsou imunomoduldtory, maji d&inek proti virdm a proti néddo-
rdm, zvl43td antileukemicky W¥inek a jsou také inhibitory enzymi. Tyto sloufeniny se mohou
pouZivat také k zavedeni odpovidajiciho alkoholu do biologickych syatémd, v nékterjch
pripadech se.zvysenym W&inkem.

Kyselinovéd &dst pfedstavovand alkanoylovou skupinou R? miZe byt napfiklad odvozena od
nesubstituovanych alifatickych monokarboxylovych kyselin s | a%f 5 atomy uhliku, jako od
kyseliny mraven®i, octové, propionové, méselné, velerové, isovalerové, nebo od nesubstituove-
nfch alifatickfch dikarboxylovych kyselin, nap¥iklad od kyseliny malonové, fumarové, maleino-
vé, jantarové, glutarové a rovndf kyseliny uhliZité. S dikarboxylovymi kyselinami se obvykle
tvori poloestery, jako je napfiklad hemimalondt, hemifumardt, hemimaledt a hemisukcindt,
stejn¥ jako methylkarbondt a ethylkarbondt. l

Skupina R® miZe byt také odvozena od aminokarboxylové kyseliny nebo aromatické karbo-
xylové kyseliny.

Zpisob vyroby esterd hydroxyalkylpurind obecného vzorce I je zaloZen na o sob¥ znémém
zplsobu a spo¥ivd v tom, Ze se nechd reagovat hydroxyalkylpurin obecného vzorce 11
OH
L NP
| (1I)
HC—CH — CH3
Rl OH
kde
R1 md vyse uvedeny vy¥znam,

s kyselinou odpovidajici alkanoyiovému zbytku nebo s jejfm anhydridem, 2a vzniku slouleni~
ny obecného vzorce I.

Pri vyhodném zpldsobu se jako vychozi ldtky pouZije hydroxyalkylpurinu obecného vzorce II,
ve kterém R‘ znamend hexylovou skupinu s pifimym retdzcem.

‘Zpisob podle vyndlezu se Uleln¥ provdd{ tek, %e se hydroxyalkylpurin neché reagovat
N<karbobenzoxyglycinem nebo N-karbobenzoxyalaninem v pritomnosti dicyklohexylkarbodiimidu
@ potom se N-karbobenzoxyskupina odstrani hydrolyzou.
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Je potvrzenou skutefnostf, Ze mnozi sprostfedkovatelé infekcf, jako jsou viry (virus
chifipky, HSV, Friend leukemia virus), bakterie a plf{sn¥, zpisobujl potladeni imunniho stavu
hostitele, oslabujic Jeho obranu protl ndkazdm zpisobenym zprostfedkovateli infekci.

Mnohé druhé protivirové entimetabolické létky, jako AraC, potlaluji obranny imunni mechani-
smus hostitele a tim mocn& pisobi ne oslabeni jeho t&lesného pFirozeného obrenného mechanismu
a zvySuji druhotnou nédkazu.

Imunopotencidtor neboli imunomodulétor je pfipravek, ktery bud obnovuje zeslabenou
imunn{ funkci nebo zvy3uje normélnf imunni funkci nebo mé ob& tyto funkce. Imunni funkce
Je definovéna jeko vyvoJ s vyjdd¥eni humordlni (protildtkou zprostfedkované) imunity,
bun&¥né (thymocytem zprostfedkovand) imunity nebo makrofagy a granulocyty zprostifedkované
odolnosti. Tak logicky zahrnuje pfipravky plisobic{ p¥{mo na bunky zshrnuté ve vyjddreni
imunn{ odezvy nebo bun¥¥né a molekuldrni mechenismy, které naopak zpisobujf zménu funkce bu-
nék nahrnutych do imunni odezvy. Zv&tdeni imunni funkce miZe byt vysledkem ddinku pripravku
k odstran¥ni potladujiciho mechanismu odvozeného od ddinkd negativni zp¥tné vazby endogenni
nebo exogenni k imunnimu systému. Imunni potencidtory maji rdzné mechenismy d&inku. Vzdor
rozdilnosti umistdni bunky pii idinku a biochemickému mechanismu d&inku imunopotencidtord,
5ejich pouZiti Jjsou v podstat® stejné, to jest ke zvySené odolnosti hostitele.

Pou%it{ imunopotencidtord

1) Zékladni ochrannd funkce imunniho systému se vztahuje k odolnosti proti napadent
_patogennimi orgenismy, mezi které se zahrnuj{ viry, rickettsie, mykoplesmy, bekterie, houby a
peraziti vSech typd. Tek zlepSen{ imunni odezvy 2zv143t& kdyZ je sniZend, by pochopiteln& zlepdi-
lo odolnost proti nédkeze nebo zamofeni kterymkoliv ze shora uvedenych pstogennich organismd.
Semotny imunopotencidtor nebo v kombinaci s protiinfekdni terepif se miZe pouZivat p¥i
nékteré nebo vlech infekénich chorobdch,

2) Za druhou ochrannou funkci imunniho systému se poklddd odolnost k transplantaci
tkéni ciziho pivodu, bud pfirodninho, jako plodového materského pivodu nebo um&lého, jako
provedeného transplantovéni lékafem. Imunopotencidtory se mohou také pou?ft k touwu, aby se
usnadnilo vyjit{ plodovych tkdni nebo tkén& matefského luika,nebo aby se modifikovala, nebo
vzbudila tolerance k transplantované tkéni.

3) Za tPeti ochrannou funkci imunniho systému se povaZuje odolnost k zhoubngm bunkém
vyvinutym jako rakovina. Imunopotencidtory se mohou pouZit k oXetfovédni rakoviny tim, Ze se
zvySuje odmitdni zhoubného nddoru a potla¥uje se moZnost opakovédni nddoru po jinych formdch
terapie.

4) 8tvrtd ochrannd funkce zshrnuje schopnost rozpoznat cizi a udrZovat vlastni nereaktiv-
nost pozitivnimi potladovacfmi mechenismy. PPi autoimunnich a pffbuznych chorobdch je imunni
reaktivita zam&fena na vlastni antigeny, nebo nadm&rné zvySené odezvy jsou zrejmé jako sa-
modestruktivni. Imunopotencidtory se mohou pouZivat k obnoven{ normélnich tlumicich mechenis-
mi, pdsobicich sndienlivost, nebo jinak mohou podporovat normélni imunni odezvu.

KaZdd z ochrannfch funkc{ imunnfho systému se miZe zm¥nit nespecifickou terapii se sa-
motnfmi imunopotencidtory nebo v kombinaci s jinymi prostfedky poufivanymi ke zlepseni
odolnosti nebo k usmrceni patogend zpidsobujicich napadeni.

Kromé& toho specifickd odolnost se miZe zvy3it za pou%it{ imunopotencidtord ve spojeni
8 nékterymi formami antigenu, jako pfi pouZit{ vakeiny, napfikled viru, nddorovych bun&k
a podobn&. Toto pou¥itf miZe vést bud k specifické imunitd nebo snéSenlivosti. Snd3enlivost
se miZe dosdhnout napPiklad za pou%iti antigenu p¥i alergii nebo sutoimunnim onemocnini.
Pou?it{ imunopotencidtord mi¥e byt bud terapeutické nebo profylaktické, pii¥em% profylaktic-
ké pouZit{ je vhodné zvld3std ve stadiu, kdy? infekce, sutoimunita a rakovina jsou obecndjs{.
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Stenoveni doby a cesty poddni se miZe ménit a mi%e byt rozhodujici pfi stenoveni vysledkd,
zda se dosahuje kladné nebo zdporné odezvy. KaZdy pripravek, ktery je schopny zvEtait
imunni odezvu, md%e j{ potla¥it v zdvislosti na dob¥ poddni o dévce a tek, za uréitych
podminek,by mohl byt imunopotencidtor pouZit juko pripravek ke sniZeni imunity, pro pouZi-
ti pfi alergii, asutoimunit¥ a transplantaci.

Zékladni alkohol, kde R‘ zradl hexyl, je erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxanthin a
ten byl testovén pod identifikednim &islem NPT 15392. Mezi sloudeniny podle tohoto vyndlezu
patf{ erythro-9-(2-acetoxy-3-nonyl)hypoxanthin (identifikovén jako NPT 15458, viz priklad 1),
erythro-9-(2-sukcinoxy-3-nonyl)hypoxanthin (identifikovén jako NPT 15457, viz priklad 2)
a erythro-9-(2-fosfdt-3-nonyl )hypoxanthin.

Dal¥f sloudeniny podle vyndlezu zahrnujf nap¥iklad takové, které Jsou uvedeny v tabul-
ce 1. V této tabulce alkylové skupina R' znemeng vidy n-alkyl.

Tabulka

R R®
0
' g
CgH, 3 CHyCH,C-
2
CeH, 5 CH;CH,CH,C~
0
CgHy 3 CH3(CH,) y 4C-
it
CeHy 3 CH3(CHp) | (C~
9
CgH, 3 CH3(CH,) 7CH=CH(CH,) C- (cis)
n
CeHy3 HOOCCH ,C-
3
CgH,) 3 HOOCCH=CHC- (cis)
3
C6H‘3 HOOCCH=CH&- (trans)
n
CgHy 4 HOOCCH,CH,,C-
2
CgH, 3 HOOC(CH,) 4C~
1
CgHy 3 ‘ CH,(NH,)C-
n
CgH, 3 CHyCH(NH,)C-
9
CgHy 3 HoNC(=NH) NHCH ,CH ,CH,CH( NH,, ) C~
1
CeHyy HoN(CH,) CH(NH,)C-
q
CgH,; 3 CH3SCH,CH,CH(NH,)C-

0
[
C6HI3 (CH3)20HCH2CH(NH2)C-
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Tabulka 1 - pokradovéani

R

| i
CHyC—
CeHy3 Q 2
i
CgHy 5 chzcnzc—

0
- ) it
c 6HI 3 0-h006H5C-
CeHy3 ~PO;H,
06}11 3 -N02 N
CgH,y 5 cu3cn<
(acetal acetaldehydu)
C6H‘ 3 glukosid
C6Hl3 ribosid
CGH‘ 3 fruktosid
06Ht3 mannosid
C6H13 rhamnosid
C6Hl3 xylosiad
(:61-11 3 galaktosid
CGHI 3 ’ arabinosid
: 2
CH3 CH3C—
. [}
CH3 HOOCCHZCHZC-
CH3 glukosid
CH3 -1’031-12
0
C,H CH 8-
275 3
8
02H5 ‘ HOOCCHZCHZC-
02H5 glukosid
8
03H7 CH3C-
fi
c 3H7 HOOCCHZCHZG-
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Tabulka | - pokradovéni
R' R?

9
C4H9 CH3C-

0

"
C5Hyy CH4C-

*
1

CEHII nooccazcﬂzc-
C5H,‘ glukosid
cS“ll -P03H2

9
C7H‘5 CH3C-

9

C7H‘5 HOOCCH,,CH,C-
CqHyg : glukosid

]

1
08H17 CH3C-

9

CBH17 HOOCCH20HZC-
08H17 : glukosid
Cglyq -PO;3H,

Pro NPT 15392 bylo ji# drive doloZeno, Ze md protivirovy imunomodulani d¥inek a uéinek
proti nédordim.

Vysledky zde predklddané doklédaji, Ze
1) se mohou vyrobit nové derivdty NPT 15392, které se
2) mohou prevéd¥t v biologickych systémech na W&innou létku (NPT 15392),

3) vedou k vyssi urovni u¥innych ldtek (NPT 15392) v krvi a proto se zvySuje uZinek
NPT 15392.

Nésledujici tabulka shrnuje chemické vlastnosti n&kterfch sloudenin podle vynélezq.



Tabulka

Chemické vlastnosti representativnich

235514

prikladd slou¥enin uvedenych v predm&tu vyndlezu

Teplota téni Analyze
Erythro-9-(2-acetoxy-3-nonyl)- VypoZteno  Nalaezeno
hypoxanthin (NPT 15458)* 15¢-151 °¢C ¢ 59,97 59,83
H 7,55 7,42
N 17,48 17,39
Erythro-9-(2-sukcinoxy-3-nonyl)~
hypoxanthin (NPT 15457)%% - -
A max/Amax 103 A min
pH 1,0 pH 7 pH 9,5 pH 1 pH 7
250/9,7 249,5/10,1  254/10,06 T 220 222,5
250/~ 249/~ 254/- 222 223

X yysokotlakd kapalinovd chromatografie (HPIC) - jediny UV pik na sloupci 5{um Spherosorbu
ODS 2,1 x 250 mm, za pouZitl 65% methanolu jako rozpoudtddla: 35% 0,05 M H3P04.

*X Jediny UV pik na sloupci 5 um Ultraspheru ODS 4,6 x 250 mm za pouZit{ 65% methsnolu jako

M H,PO

rozpoustddla: 35% 0,05 3F04¢

Imunopotencidtory podle vyndlezu se mohou pouZivat napifklad k dosaZeni odolnosti p¥i

napadeni viry uvedenymi v tabulce A.

Tabulka A

Virus Trida Nemoc

Arenavirus RNA Rift Valley

Chitipky RNA Chipka

Rhinovirus RNA Obecné nachlazeni

Polio RNA Polio

Spalnifek RNA Spalnilky

Virus Newcastlské choroby RNA Newcastlskd dribe%{ choroba
Rotavirus RNA Gastroenteritida u d&t{
Hepatitis typ A RNA Infekn{ hepatitida
Vztekliny RNA Vzteklina

Arbovirus RNA Encefalitida

Vaccinia DNA Ne8tovice

Herpes Simplex DNA Encefalitida, syfilis
Herpes Zoster DNA Pésovy opar

Varicella Zoster DNA Plané neStovice

Adenovirus DNA Zén&t cest dychacich
Hepatitis typ B DNA Chronickd hepatitida, Seyrehepatitida
Virus zpisobujici slin- DNA Slintevka a kulhavka

tavku a kulhavku

Machupo DNA Chrleni krve
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Slouteniny jsou zvld¥tZ vhodné proti RNA virdm.

Sloudeniny a prostiedky podle vyndlezu jsou vhodné k o¥et¥ovéni saved (bundk savedl),
vietn¥ ¥lovéka, vepid, psi, kofek, skotu, kont, ovei, koz, mysi, krélfkd, krys, mordat,
k¥edkl, opic a podobné.

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny dily a proceiata ;sou min&ny hmoinostng.
Pokud neni uvedeno jinak, v8echny teploty Jjsou ve stupnich Celsia.

Prostfedky mohou zahrnovat, v podstatd sestdvat z uvedenych materidld, Zpisoby mohou
zahrnovat, v podstat& sestdvat ze stupni, které se provdd¥ji s uvedenymi materidly.

Prostfedky se mohou poddvat savedm obvyklou technikou, napfikled ordlng, nesilng, rektdl-
n&, vegindln& nebo parenterdln&. Mohou se pouZivat jako roztoky pro injekce, napiiklad
ve vod&, nebo jako tablety, pilulky, kapslzs a podobné. ’

Déle se uvéddl popis vyhodného provedeni.
‘P¥{klad 1

Syntéza erythro-9-(2-acetoxy-3-nonyl)-hypoxanthinu (NPT 15458) (acetylnonylhypoxanthinu)
vzorce

-

2,78 g (10 mmol). erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxenthinu, NPT 15392 se rozpusti ve
120 ml pyridinu a pfideji se 3 ml (30 mmol) enhydridu kyseliny octové. Roztok se udrZuje za
téploty 25 °C 24 hodiny. Potom se piidé 50 ml ethanolu a roztok se odpali do sucha za sni-
%eného tlaku. Tento postup se opakuje ZtyPikrdt, aby se odstranil pyridin. K odparku se
pPidé 150 ml etheru a vyslednd pevnd ldtka se ziskd filtraci. Srafenina se t¥ikrdt promyje
etherem. Ziskd se tak bily krystalicky materidl o hmotnosti 2,51 g (80 %), ktery mé
teplotu ténf 150 az 151 °C. Woiax (H,0, pH 5,5) 249 nm. A 10,1 x 103, 18 1 700 em~!  (C=0).

Analyza pro C‘6H24N403:

vypo&teno: C 59,97 %, H 7,55 %, N 17,48 %,
nalezeno: ¢C 59,83 %, H 7,42 %, N 17,39 %.

Vzestupnd chromatografie (pepir Whatman =+ 1), hodnota Rt n—butanol/Hzo/AcOH (2 :.1 2 1)
= 0,92; ethanol/ ! M octan amonny (14 : 6) = 0,88;
isopropylalkohol/kone. amoniak/H,0 (7 :2:4) =0,90.

Pr{klad 2

Syntéza erythro-9-(2-sukecinoxy-3-nonyl)hypoxanthin ( sukcinylnonylhypoxanthinu)
(NPT 15457) vzorce -
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OH
fﬁ[ﬁ
NN
HC—C — CHj

(CHZ)5 0—C- CHy—CHy —C —OH

CH; O o

600 mg (2,2 mol) erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxanthinu (NPT 15392) a 1t g (10 mmol)
anhydridu kyseliny jantarové se rozpusti za mf{chdn{ v minimélnim objemu pyridinu. Roztok
se opatrné zahi{ivd (pribli¥né& na 30 °C) za nepretrzitého michdn{ po dobu 10 dni.

Na rotadni odparce se odstrani pyridin a odparek se extrahuje 20 ml absolutnfho ethano-
lu po dobu 48 hodin. Tento roztok se odstfedi a hornf vrstva se &isti preparativni chromato-
grafii na tenké vrstvé (2 mm silikagelu 60, n-butanol : 2 N hydroxid amonny = 10 : 2,
objemov&). Pds pii Rf = 0,17 se eluuje v absolutnim ethanolu. Cistota produktu se zjistd
chromatografii{ na tenké vrstvé (TIC) a UV spektrofotometrif.

-Chemickd stabilita

Udaje uvedenéd v tabulce 3 jasn& doklédaji, %e estery NPT 15458 a NPT 15457 jsou ste-
bilni, pokud se inkubujf za teploty 37 °C a neutrélnfho pH (7,0, fyziologickd hodnota).
Skutenost, Ze hydrolyzou bazickfch podminek je mofné provést jak acetyl- (NPT 15458),
tak sukcinylester (NPT 15457) na NPT 15392 Je dal3im potvrzenim jejich struktury.

»

Tabulka 3

{

U%inek zmény pH na chemickou stabilitu acetoxynonylhypoxanthinu (NPT 15458) a sukci-
nonylhypoxanthinu (NPT 15457)

Sloudenina (koncentrace) pH % NPT 15392%
NPT 15392 (0,36 M/ml) 1,0 100
(kontrolnf stanoveni)
7,0 100
9,5 100
NPT 15457 (0,36 M/ml) 1,0 2
7,0 0
9,5 8
NPT 15458 (0,36 /A/ml) 1,0 8
7,0 0
9,5 28

X 3,5 hodinové inkubace za teploty 37 9c, stanoveno za pouZiti vysokotlaké kapalinové chro-
matografie.
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Priklad 3

Syntéza 9-(2-formidt-3-nonyl)hypoxenthinu (MV IV-233)
Postup vyroby vyjadiuje vztah

cl OH
NH N
N)\l( 2 HcooH NC | > ?
N ) N
kN/ NH ?H N | ?—C—-H
CgHgg CH—CH—CHy CgHyzCH — CH— CH3
/m. hm. 278,35/ /m. hm. 306,36/

30 g (0,104 mol) erythro-5-amino-4-chlor-6-(2~hydroxy-3-nonylamino)pyrimidinu se
rozpust{ ve 300 ml 98 % kyseliny mravend{ a zahfivd pod zp&tnym chladiZem 34 hodiny. Reak¥ni
smés se po ochlazeni vylije na 500 ml ledové vody, srafenina se shroméZdi a promyje stu-
denou vodou. V§ts¥ek ¥ini 28,8 g (74,8 %), teplota téni: 218 a%¥ 219 °C, po dvojnésobnd
rekrystalizaci ze sm¥si ethylalkoholu a vody teplota tdni vzroste na 219 aZ 220 °c.

uv :Xmax- = 249,5 (czﬂsou)p
I8 (KBr) : 3 100, 2 950, 2 850, 1 720, 1 210, 1 170.

NMR (a® - DMSO) : 12,23 (Siroky (1H), zmiz{ s D,0), 8,25 S (1H), 8,22 S (1H), 8,07 S (H),
5,39 - 5,21 sl. (1H), 4,79 - 4,58 sl. (1H). 2,52 - 1,98 sl, (2H), 1,14 = 1,07 sl. (11 H)
0,79 t (3H). . .

M.s.ut = 306 ’

Analyza pro C‘5H22N403:
vypo¥teno: 58,80 % C, 7,23 % H, 18,28 % N,
nalezeno: 58,82 C, 7,22 % H, 18,24 % N.

Priklad 4

Syntéza 9-(2-propiondt-3-nonyl)hypoxanthinu (AGM I~151) SK 31,141
Postup vyroby vyJjadfuje vztah

OH

OH N

N N7

NZ I > (CHy CHzCO),0 1§ |

k\~N N~ OH Pyridin NN 0-CO—CHy—CHg
|

CgHgg CH-CH—CHg CgHiz—CH — CH —CHg
/m. hm. 278,35/ /m. hm. 334,43/

1 g (3,6 mmol) erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxanthinu, 5 ml (30 mmol) esnhydridu kyse-
liny propionové a 10 ml pyridinu se miché ze teploty 25 °c po dobu 48 hodin. Po ochlazeni{ na
ledové ldzni se pridé 5 ml methylakkoholu a sm&s se odpai{ za sniZeného tleku. Op&t se pridd
dvakrét 20 ml methylalkoholu a provede odpafeni. Olejovity odparek ztuhne pfidénim 30 ml
ethyletheru. Produkt se odfiltruje a dvakrdét promyje 20 ml ethyletheru, 20 ml vody, sudi ve
vakuu & rekrystaluje z ethylacetétu. V§tétek ¥ini 0,35 g (29 %). Teplota téni 122 a% 124 %
se po dsliich dvou rekrystalizacich nezméni.
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18 (KBr) : 3 450, 3 100, 3 000, 1 740, 1 710, 1 210, -
NMR (d6 - DMSO) : 12,32 (3iroky, (1H), zmiz{ s D,0), 8,23 § (1H), 8,05 S (1H),
5,25 - 5,13 sl. (1H), 4,67 - 4,56 sl. (1H), 2,26 ¥ (2H), 1,92 sl. (2H), 1,16 - 0,99 sl.
(19M), 0,79 t (3H).
Analyza pro C|7H26N403:
Vypo&teno: 61,05 % C, 7,84 % H, 16,75 % N,
nalezeno: 60,94 % C, 7,82 % H, 16,22 % N.

Pr{iklad 5

Syntéza 9-(2-butyrdt-3-nonyl)hypoxanthinu (MV IV-292)
Postup vyroby vyjadfuje vztah
OH OH

N
N7 | N\>(CH§(CHzlico)2o N7 \>
-~
N

| e
d
Sy on 7T SN 0-CO-(CHgly-CHg
!
CgHqy3 — CH-CH-CHy CgHy3— CH—CH—CHj
/m. hm. 278,35/ /m. hm. 348,43/

1 g (3,6 mmol) erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxanthinu, 5 ml (30 mmol) anhydridu ky-
seliny n-méselné a 10 ml pyridinu se michd za teploty 25 oc po dobu 48 hodin. Po ochlazeni
na ledové ldzni se pridd 5 ml methylalkoholu a sm&s se odpalfi za sniZeného tlaku. Op&t se
pfidd dvakrdt 20 ml methylalkoholu a provede odpefeni. Olejovity odparek ztuhne priddnim
50 ml ethyletheru a ochlazenim. Produkt se odfiltruje a dvakrdt promyje 20 ml ethyletheru,
20 m1 vody, susi ve vakuu a rekrystaluje ze sm&si methylelkoholu a vody. Vyt&zek &in{ 0,95 g
(76 %), teplota ténf: 168 a% 169 °C.

Vzorek pro analyzu se p¥ipravi trojndsobnou rekrystalizaci ze sm#si methylalkoholu a
vody. Teplota téni &in{ 170 az 171 °C. :

UV s Ao = 248 (CpHgOH),

MMR (4% - DMSO) : 12,32 (8iroky (1H), zmizf s D,0), 8,23 S (1H), 8,05 S (iH), 5,27 -
-5,15 sl. (1H), 4,67 - 4,56 (1H), 2,25 t (3H), 2,18 sl. (2H), 1,51 % (2H), 1,4 - 0,78 sl.
(17H).

Analyza pro 018H28N403’
vypo&teno: 62,04 % C, 8,10 % H, 16,08 % N,
nalezeno: 61,91 % C, 8,03 % H, 16,18 % N.

P¥iklad 6

Syntéza 9-( 2-N-karbobenzoxyglycindt-3-nonyl)hypoxenthinu (AGM I-161)
Postup vyJjadfuje vztah

OH ' o/
N? N\> N,CBZ-Gly OH  n~ Ny CHy
L§ | pyridin L§
ll\l (,)H DCC =N N° 0~CO-CH;-NH-CO-0
CgHyp-CH—CH-CHy CgHyz~CH~CH —CHy
/m. hm., 278,35/ /m. hm. 469,55/

0,7 g (2,5 mmol) ‘erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)hypoxanthinu, 0,53 g (2,5 mmol) N-karbo~
benzoxyglycinu 80,55 g (2,6 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) se rozpusti v 10 ml pyri-
* dinu. Po pFidéni jedné kepky kyseliny ethansulfonové se smés michd pfes noc za teploty 25 oc.
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Po odpateni za sniZeného tlaku se pfidd 30 ml ethylacetétu a v¥slednd sraZenina dicyklohexyl-
modoviny se odfiltruje. Filtrdt se promyje 50 ml 5% kyseliny chlorovodikové a 50 ml 5% rozto-
ku uhli®itanu sodného. Roztok se sudi siranem hofednatym, odpa¥i se za sniZeného tlaku.
Odparek se rekrystaluje z ethylecetdtu a ethyletheru. Ziskéd se 0,5 g produktu (42,7 %),

teplota ténf: 135 a% 140 °C.

Vzorek pro analjzu se pPipravi trujndsobn-u rekrys* alizac{ ze sm&si ethylacetdtu a
ethyletheru, jeho teplota téni Zini 137 aZ 140 oc.

18 (KBr)

MR (a® - DMSO) : 12,02 (&iroky (1H), zmizl s D,0), 8,24 S (1H), 8,06 a (1H), 7,73 t (1H),
7,36 S (5H), 5,28 - 5,16 (1H), 5,06 S (2H), 4,62 sl. (1H), 3,75 4 (2H), 1,99 sl. (2H),
,15 = 1,04 sl. (11H), 0,79 t (3H).

Analyza pro 024531N505:
vypodteno: 61,39 % C, 6,65 % H, 14,92 % N,
nalezeno: 61,30 % C, 6,49 % H, 14,91 % N,

P¥r1klad 7

Syntéza 9-( 2-D,L-N-karbobenzoxyalanindt-3-nonyl)~hypoxanthinu (AGM I-167)
Postup vyjadfuje vztah
OH

AN - . CH
NZ | \ DL—NCBZ-AlaOH \ | 2
\ pce

N >N oH idi OCOCH NH-CO-0

pyridin

| —
Cig-CH~CH—CHy C5H13 CH bn- CHy

/m. hm., 278,35/ /m. hm, 483,55/

2,1 g (7,5 mmol) erythro-9 9-( 2-hydroxy-3-nonyl)-hypoxenthinu, 1,7 g (7,6 mmol) D,L-N-
-karbobenzoxyalaninu a 1,65 g (8 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu (DCC) se rozpustl{ ve 30 ml
pyridinu a piidd 1 kapka kyseliny ethansulfonové. Sm&s se michd pres noc za teploty 25 C
odpaf{ za snifeného tleku, p¥idd 100 ml ethylacetdtu a vyslednd dicyklohexylmo&ovine se
odfiltruje. Filtrdt se promyje 100 ml 5% kyseliny chlorovodikové a 100 ml 5% roztoku
uhli%itanu sodného, potom sudi siranem hofefnatym a odpafi za sniZeného tlaku. Odparek se
rekrysteluje z ethylacetdtu a methenolu. Z{skd se 1,65 g produktu (45,5 %), teplots
téni: 177 a% 180 °C.

Vzorek pro snalyzu se piipravi trojndsobnou rekrystalizacl ze sm¥si ethylacetdtu a
methanolu, jeho teplota téni ginf 185 a% 187 °C.

18 (KBr)

R (a5 - DMSO) : 12,33 (8iroky (1H), zmizf s D,0), 8,22 § (1H}, 8505 S (1H), 7,84
(1B), 7,36 S (5H), 5,22 - 5,13 sl. (1H), 5,06 S (2H), 4,58 sl. (1H), 4,19 - 4,11 sl.
(1H), 2,0 sl. (2H), 1,28 - 0,99 (14H), 0,78 t (3H).

Analyza pro 025H33N505:
vypodteno: 62,09 % C, 6,88 % H, 14,48 % N,
nalezeno: 62,00 % C, 6,75 % H, 14,44 % N.
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F1{klad 8

Syntéza 9-(2-0-fenylenhdydrogenfosfét-3-nonyl)-hypoxenthinu (AGM I-191)
Postup vyjediuje vztah

- oH
\/ N
N N /égn DY N o ©
LSD o i N AN O
N N’ OH b N O OH
|| | o
CgHhz-CH-CH-CHg CgHgz CH—CH-CH3

(Porovnej T. A. Khwaja a C. B. Reese, Tetrahedron 27, 6189 (1971) a T. A. Khwaaa,
C. B. Reese a J. C. M. Stewart, J. Chem. Soc. (C), 2092 (1970)).

Roztok 09662 g (3,3 mmol) o-fenylenfosforoxychloridu v 8 ml acetonitrilu se pridé za .
michéni k suspenzi 0,834 g (3 mmol) erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)-hypoxanthinu a 0,101 g
(3 mmol) triethyleminu v 8 ml acetonitrilu. Sm¥s se michd za teploty 25 °¢ pres noc,
ptidem# po 15 a¥ 30 minutdch se pfem&ni v homogenni roztok. Poté se pridajl 3 ml vody za
michdni bdhem 15 minut. Vysré#{ se bflé srafenina. PFidd se dalSich 20 ml vody a sraZenina
odfiltruje a promyje vodou a methanolem. Ziské se 0,98 g produktu (76 %), teplota ténf:

191 az 195 °C.

Vzorek pro snalyzu se pripravi rekrystalizaci ze sm&si dimethylsulfoxidu a methylalko=
holu. Jeho teplota tént &inf 201 a% 203 °C.

uv : 4 max = 250 (02H50H)

MMR (d® - DMSO)

Analyza pro 020H27N406P:
vypodteno: 53,33 % C, 6,07 % H, 12,44 % N, 6,88 % P,
nalezeno: 53,83 % C, 6,09 % H, 12,27 % N, 6,74 % P.

Protivirové vlastnosti

Schopnost NPT 15457 a NPT 15458 potlalit odezvu viru chiipky se stanovuje za pouZiti
hemadsorp&ni zkouSky. Jak miZe byt ztejmé z tebulky 4, vychozi droga NPT 15458, kterd se
takfka Gplnd $tépl na NPT 15392 (aktivni droga), md podobnou schopnost potlalovat rist viruh
jako aktivni droge (NPT 15392). Ve skute¥nosti se zdd, Ze NPT 15458 miZe byt nepatrnd
4&inndjsi, pravddpodobnd v ddsledku v&t3f nitrobun&¥né absorpce NPT 15458. U sukcinylového
derivdtu, ktery se negativn& nabijf p¥i pH 7,2,by se neolekdvalo, Ze vstupuje do bunék‘tak
snadno a mi¥e byt pri tomto postupu ménd u¢inny.

Tabulka 4

Porovndni protivirovych vlastnostf sukcinylnonylhypoxanthinu (NPT 15457) e acetoxy-
nonylhypoxanthinu (NPT 15458) s NPT 15392

Droga (g/1) % potladeni rdstu viru chitipky

0 0,362 3,68 10,82 362
NPT 15392 0 20 30 42 13
(kontrolni stanoveni)
NPT 15457 0 18 0 18 13

NPT 15458 0 26 40 80 88
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@ Koncentrace v nmol/ml.
Imunomodulaéni d&inek

Schopnost acetoxy- (NPT 15458) a sukcinoxyesteru (NPT 15457) sloudeniny NPT 15392
modulovat imunni systém Jak in vitro, tak in vivo, se stanovi za pouZiti ndsledujicich systé-
md ¢

1. Mitogenu zahrnujiciho proliferaci lymfocytd za pouZiti myXich slezinnych bun&k
(in vitro).

2. Mitogemu vyvoldvaj{cfho proliferaci lymfocytd za pouZiti lymfocytd periferni lidské
krve (HPBL) (in vitro).

3. ZvySeni tvorby aktivnich roset (in vitro).

4. ZvySeni tvorby IgM protildtky u my3I imunizovanych ov&imi Zervenymi bunkami krve
(SRBC) (in vivo).

1. Udaje uvedené v tabulce 5 jasn& doklédajf schopndst NPT 15458 zv&t3it PHA vyvolanou
proliferaci lymfocytd jek se stanovila pri vneseni tritiovaného thymidinu. P¥i koncentraci
50/Lg/ml NPT 15458 se pozoruje pribliing 25% vzestup. Podobny vzestup se pozoruje s 10 /Lg/ml
NPT 15392.

2. Udaje uvedené v tabulce 6 jasn¥ doklddaji, %e ekvimoldrni koncentrace NPT 15457 a
NPT 15458 jsou uéinné pro zvstdeni proliferace lymfocytd vyvolané PHA za pouZitf HPBL. To
je zajimavé pii pohledu na idaje uvedené v tabulce 9, které ukazujf, %e HPBL 3t&pi oba
estery na NPT 15392, NPT 15458, ktery se 3t&pi ve v&t3im rozsahu neZ NPT 15457 (viz tabul-
ka 9) je uZinn#jsi potencidtor (tabulka 6, 1,48 proti 1,28) transformace vyvolané PHA.

3. Jak miZe byt zFfejmé z tabulky 7, jak NPT 15457, tak NPT 15458 jsou u&inné pro modula-
¢i tvorby aktivnich roset v HPBL. Je zajimavé poznamenat, Ze v pokusu * 1, kde lymfocyty
o3et¥ené placebo mé velmi nizkou uroven aktivnich roset (imunodefekt), NPT 15457 a NPT 15458
Jjsou tak udinné jako 15392 v obnoveni sniﬁnné.imunity na normdlni hladinu. V pokuses+2 majf
placebo oZet¥ené kontrolni vzorky mimoiddn& vysoké hodnoty pro aktivni rosety. V tomto
pFipadd NPT 15392 a NPT 15458 jsou schopné sni¥it vysoké urovn& normdlnich hodnot a tak do=
klédaji sprévnost imunomodula&nich vlastnosti t&chto drog. ’

4. NPT 15457, NPT 15458 a "aktivni" droga NPT 15392 se podajf my3im Balb/c, které
byly imunizované ovéimi Zervenymi bunkemi krve (SRBC) a stenovi se protilétky vyprodukované
k SRBC. Je zajimevé poznamenat, %e NPT 15458 a NPT 15392 jsou velmi y&inné k modulaci produk-
ce protildtek IgM. NPT 15392 pii studii drovnd zpisobil 46% zvyseni produkce IgM. Vys3i
ddvky NPT 15392 jsou pii¥inou malého zvydeni nebo poklesu proti kontrolnim hodnoidm. Je
zajimavé poznamenat, Ze NPT 15458, ktery se p¥evddi na NPT 15392 a vede k alespon desetind-
sobnd vy3%im hodnotdm NPT 15392 v krvi (tabulka 10), zpisobuje potlasdeni vzniku IgM (tabul-
ka 8). To se dalo olekdvat, protoZe NPT 15458 zpisobuje velmi vysokou droven NPT 15392, kte-
ré se skoro podobé inhibici vzniku IgM. Udaje uvedené v tabulce 8 doklddajf imunomoduladni
aktivitu NPT 15457 a NPT 15458. M&lo by se je3t& poznsmenat, Ze ulinek NPT 15457 je men3i
ne? W¥inek NPT 15458 a %e se plrevddi mén¥ NPT 15457 na NPT 15392, ne% je tomu v NPT 15458
(tabulka 10). '
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Tabulka 5

Imunomodula®ni vlastnosti acetoxynonylhypoxanthinu (NPT 15458): stimulace in vivo
proliferace lymfocytd zpisobené mitogenem v my3ich slezinnych bunkdch

Vpraveno cpm

Sloudenina Koncentrace -PHA +PHA s.1.2 D/C
0 ) (©) 137 64,647 4TV -
NPT 15392 10 ig/ml () 17 68,804 588 - 1,25
NPT 15458 10/Ug/ml (D) 153 66,800 436 0,93
NPT 15458 50 Ag/ml (D) 138 81,297 589 1,25

83.I. znamend stimuladni index
Tabulka 6
Imunomodulaini vlastnosti sukcinoxynonylhypoxanthinu (NPT 15457) a acetoxynonyl-

hypoxanthinu (NPT 15458): zvySeni proliferace lymfocytl zpisobené mitogenem v lymfocytech
periferni lidské krve

Sloudenina Koncentrace Vpraveno cpm S.I. D/C
(nmol/ml) -PHA +PHA

NPT 15392% 0 (¢) 379 59,404 156 -
0,036 (D) 297 59,167 199 1,27
0,36 (D) 577 69,057 120 0,76
3,6 (D) 381 67,328 176 1,128

NPT 15457 0 ¢y 217 54,015 195 -
0,036 (D) 240 59,569 250 1,28
0,36 (D) =228 59,689 261 1,33
3,6 (D) 232 52,149 224 1,14

NPT 15458 0 (¢) 217 54,015 195 -
0,036 (D) 214 59,898 2802 1,43
0,36 . (D) 221 63,858 2892 1,48
3,6 (D) 238 69,055 2902 1,48

¥ Hodnoty se stmnovily ze t#i pokusd.
& p<0,05

Tabulka 7 i

Imunomodulaedni{ vlastnosti acetoxynonylhypoxanthinu (NPT 15458) a sukcinoxynonylhypoxan-
thinu (NPT 15457): zvydeni tvorby aktivni E-roset

Slouenina Koncentrace % aktivnich (x + S.E.)

(nmol/ml) E-roset

+ 1 *2

Placebo (0) 9,23 + 2,9 34,2 + 6,6
(kontrolni
#tanovent)
NPT 15392 (3,6) 16,2+ 1,0 = -
(kontrolni (0,36) - 15,4 £ 2,9°

stanoveni)
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Tabulka 7 - pokrafovéni

Sloufenina Koncentrace % aktivnich (X + S.E.)
: (nmol/ml) E-roset '
NPT 15457 (3,6) 24,8 + 6° -
(0,36) - 33,6 + 2,4
NPT 15458 (3,6) 19,4 + 1,02 -
(0,36) - 23,25 + 1,24°

8p < 0,05 proti placebo/kontrolnimu stanoveni.
Tabulka 8

Imunologické vlastnosti acetoxynonylhypoxanthinu (NPT 15458) a sukcinoxynonylhypoxanw
thinu (NPT 15457): potla¥enf produkce IgM protildtky u my3f Balb/c imunizovenyech SRBC

IgM plakety % 2z

Pokus Létka Ddvka (i.p.) (x £ S.E.) kontrolniho
stanoveni
1 NPT 15392 (1,80 nmol/kg x 4) 41 + 4 1468
2 (0,18 nmol/kf x 4) 68 + 2 1472
1 NPT 15457 (1,8 nmol{kg x 4) 19 +3 682
2 (0,18 nmol/kg x 4) 47 + 3 102
1 NPT 15458 (1,8 nmol/kg x 4) 8 + 1 28,5%
2 (0,18 nol/kg x 4) 1N +1 23,9°
1 Kontrolni
stanovent (placebo x 4) 28 + 2 100
2 (placebo x 4) 46 + 2 100

a_ < 0,01 ve srovndni k placebo/kontrolnimu stanoveni.
Metabolickd konverze

Jak mdZe byt zfejmé z tabulky 9, inkubace .v¥chozich drog" NPT 15457 a NPT 15458
s opi¥imi bufikemi Vero (ledvinové bufiky africké opice African Green Monkey), jétrovym homo-
genizdtem a lymfocyty periferni lidské krve vede ke vzniku "aktivni” drogy NPT 15392,
Konverze NPT 15458 na NPT 15392 se 2d4 probihat ve v&t3fm rozsahu ne% konverze NPT 15457
na NPT 15392,

Udaje v tabulce 10 doklddajl, Ze jak NPT 15457, tak NPT 15458, se mohou absorbovat do
krve po i.p. podén{ a Ze poddn{ NPT 15458 vede k tekfka dvandctindsobn& vy881 drovni
NPT 15392 ne% poddni samotného NPT 15392, To se jasn® stanovi ze skutednosti, Ze NPT 15458
a NPT 15457 mohou produkovat NPT 15392 in vivo a ddle, Ze u alespon jednoho z t¥chto
derivétd se dosahuje mnohem vy33{ hladiny v krvi, kterd poskytuje v&t3f d¥inek.
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Tabulka 9

Vznik NPT 15392 z acetoxynonylhypoxenthinu (NPT 15458) a sukcinoxynonylhypoxanthinu
(NPT 15457) biologickym zpisobem .

Slougenina % z NPT 15392% za dobu (h)
0 0,5 24
NPT 15392 Buiiky Vero 100 - 100
Jdtrovy homogenozét 100 100 -
HPBL : 100 - 100
NPT 15457 Bunky Vero .0 - 0
Jétrovy homogenozdti 0 14 -
HPBL 0 - 18,2
NPT 15458 Bunky Vero (] - 50
Jétrovy homogenozét 0 70 -
HPBL 0 - 100

@ Stanoveno za pouiiti‘vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPIC).
Tabulka 10

Vznik NPT 15392 po i.p. poddni acetoxynonylhypoxanthinu (NPT 15458) a sukcinoxynonyl-
hypoxanthinu (NPT 15457) my3im

Podend - Hladina v kevi ( A/l x 10°)
skouSeninaX  Zvire® NPT 15392 NPT 15457 NPT 15458
NPT 15392 1 0,22 - -
2 0,68 - -
NPT 15457 1 0,47 1,4 -
2 0,22 0,57 -
NPT 15458 1 8,2 ‘ - 0
2 2,7 - 0
X(360 M/kg)

U¥inek erythro-9-(2-acetoxy-3-nonyl)hypoxanthinu na rdst bun¥k nddoru (leukémie) in vivo

Sloudenina (Koncentrace) % potladeni ristu
L1210 ¢my3) 8068 (&lovik)
NPT 15458 (10 ug/m1) 40 32

Zvyseni produkce protildtky u my3{ Balb/c imunizovenych SRBC

Droga % stimulace

(dévka v mg/kg). potladeni saelinity
Pokus 1

Salinicky roztok -

NPT-15392 (0,5 mg/kg) 82

NPT-15467 (Formyl-15392) (0,5 mg/kg) ~-14

NPT-15458 (Acetyl-15392) (0,5 mg/kg) -47

NPT-15477 (Propionyl-15392) (0,5 mg/kg) 135
NPT-15483 (Butyryl-15392) (0,5 mg/kg) 76

i



235514 18

Droga % stimulace
(ddvka v mg/kg) potla¥eni salinity
Pokus 2 ‘

Salinicky roztok -
NPT-15467 (Formyl-15392) (0,05 mg/kg) 7

NPT-15458 (Acetyl-15392) (0,05 mg/kg) -75
NPT-15477 (Propionyl-15392) 33
(0,05 mg/kg)

NPT-15483 (Butyryl-15392) (0,05 mg/kg) =12
Tabulka 1"
Souhrn biologickych vlastnosti

Vlastnost NPT 15457 NPT 15458 NPT 15392

Konvertibilita na

NPT 15392

Chemickd: pH 9,5 ) ano ano <~ neproveditelné
;pH 7,0 ' ne ne neproveditelné

Biologickd:

HPBL 18 100 neproveditelné

Jétra 14 70 neproveditelné

Vero 0 50 . neproveditelné

My3 25 ) 100 neproveditelné

Biologicky ulinek:

Protivirovy (in vitro) velmi slaby ano (88 %) ano (73 %)
Imunomodulace (in vitro)

Prolif. lymf. . ano (+14-28 %) ano(+43-48 %) ano (+12-27 %)
Imunomodulaece (in vitro)

Roseta ano (+166 %) ano (+11 %) ) ano (+78 %)

Inunomodulace (in vivo)
SRBC-IgM stbednf(0-60) ano (=72 %) ano (+46 %)

Pro stanoveni vlastnosti, které jsou diskutovédny vy3e, byly pouZity ddle uvedené
postupy.

A, Metody p¥stovéni bundk
A. RozmnoZovéni bun&k Hela nebo Vera

1. Buné&&né kultury v 120 cm2 bence se kultivuji z a¥{véj3{ kultury v monovrstvd
timto zplsobem:

2. Prostfedi se vylije a monovrstva se dvakrdt promyje vZdy pribliZn& 50 ml selinic-
kého fosfdtového pufru neobsahujiciho vépnik a ho*&ik (PBS) o pH 7,2.

3. 1 ml roztoku trypsinu s EDTA, obsahujictho 0,5 g trypsinu (1 : 250) g EDTA/litr
vyvéZeného solného roztoku (HBSS) bez obsahu kationd dvojmocného vépniku a hoFiiku, se
pfidd za teploty 37 9C do ka%dé barky a disperguje nad monovrstvou za opatrného protfepdvé-
ni.



19 235514
4. Benky se potom umfsti v inkubdtoru za teploty 37 OC pribliZné 3 a% 5 minut, v zdvis-

losti na dob¥ potrebné k vyi3sn¥ni bun&k. VyZiaduje se ruini prot¥epévéni.

5. Do ka%dé banky se piidd 10 ml rdstového media a bunky se disperguji nasdvénim suspen-
ze do pipety a jejim vypoustdnim. To se opakuje desetkrdt.

6. Obsah Fady bunZk se slije a bunky v suspenzi se ziedi ristovym mediem na 7 a%
8,5.10% bun¥k ne militr.

7. Ristové medium sestdvd z tdchto sloZek: Minimédlni zdkledn{ prostfedf Eagles (MEM)
s Eerleovou soli a HEPES pufrem doplnéné ddle uvedenymi lédtkemi vztaZenymi na 100 ml MEM:
10 ml fetdlnfho teleciho séra (kone¥né koncentrace = 10 %), 1 ml 1-glutaminu (200 moldrni)
1 ml 10 000 m.j. penicilinu, 10 OOO/Qg streptomycinu a 10 000 m.j. neomycinu ve form& sm&si.

8, Bunky df1vdjsi kultury se kultivuji v Costarovd misce pro tkériové kultury obsahuji-
ci 24 ¥lénkd s rovnym dnem, kde kaZdy &ldnek md objem 3 ml. Do ka¥dého &lénku se pridd (1 ml)

suspenze kultury bun&k.

9. Monovrstvy se poufijf ke zkoudce, kdy%Z dosdhnou vzristu, kdy skoro splynou (pribliz-
nd 1 aZ 2 dny).

10. 0dd&lené bunky se pou%iji{ pro udrZeni bun&&nych linif{. UdrZovaci prostfedi sestdvd
z MEM a prisad (viz stupen 7) s FSC sniZenou na 5% kone&nou koncentraci.

B. 8ervené krevni bunky
1. Vedkerd krev se ziskdvd kardiatickou punkturou ze samci morlat kmene Hartly.

2. PribliZn& 10 ml vedkeré krve se smichd s 25 ml Alseverova roztoku a miZe se skledovat
za teploty 4 °C¢ az 1 tyden.

.~ 3. Tésn¥ pPed pouZitim se Zervené krevnl bunky tiikrdt promyjf salinickym fosfdtovym
pufrem (PBS), pH 7,2. i

4. Ks2dé promyt{ se dosshuje odstied&nim suépenze gervenych krevnich bun&k b&hem 10
minut za 450 G pPi teplotd mistnosti.

5. Suspenze 0,4 % (objemovd) Zervenych krevnich bun¥k se pfipravi s Hanksovym roztokem
HBSS.

C. P&stovéni vird na vejcich
A. Infikace

1. Slepidf vajifka fertilni devdt aZ deset dni se prosvitl ke stanoveni Zivotlaschopnos-
ti a vzdudny prostor se vyznad{ na skofdpce tulkou. Problematickd vajika (poruSeni pohybu
nebo odbarveni) se vy¥edi.

2. Povrch sko¥épek se desinfikuje 70% ethsnolem & neché uschnout.
3. Skorépkou se prorazi pomoci sterilnfho prordiee vajec maly otvor pribliZn& &,3 nm,
v tuZkou naznafeném kruhu ned vzdudnym prostorem kaZdého vajilka.

4. Otvorem se naodkuje 0,1 ml suspenze riznych virl, \02 ak 103 EID o/ml, kterd se

zavede 1 ml tuberkulinovou injek&ni st¥ikedkou ped dhlem 45° do dutiny zdrode¥ného vychlipku.
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5. Phitom je nutné ddt pozor, aby se nezranil zérodek nebo vélek Zloutku,

6. K uzavieni otvoru se pouZije 2,54 cm kousku plastické folie a kaZdé vaji&ko se
ozna¥! pfisluinym virem, béinym &islem vejika a datem.

7. Vaji&ka se inkubujl za teploty 35 a% 37 °C po dobu 2 a% 5 dn& v zdvislosti na
rychlosti rdstu vird. Doba inkubace a teplota se zaznamendvaji spole¥n¥ s jinymi p¥ipadny-
mi ddaji pro ka%dou SarZi.

B. Ziskdni allantoisovych tekutin

I. Na konci inkuba®niho obdobf se vajiZka ochladf na 3 8% 4 hodiny na teplotu 4 °c, aby
se zamezilo vytékéni do dutiny zdrode&ného vychlipku b&hem postupu ziskédni viru.

2. Povrch skordpek se op&t desinfikuje 70% ethanolem a nechd oschnout.

3. K odst¥thnutf{ vrchu skoFfdpky podél ¥dry vyznalend tuikou se pouZije sterilnich niZek
a membrdna se odstran{ sterilnimi kle3tami.

4., Kledte se opatrnd vysunou mezi embryo a blédnu skoidpky a embryo se posune ke strand
za vzniku "kepsy" allantoisové tekutiny. Je zapot¥ebi, aby se neprorazila vnit¥ni plodové
bléna (s vyjimkou p¥ipadd, kdy se md teké ziskat emnionickd tekutina) a aby se sniZilo
na minimum roztrhnuti placentdlni arterie.

5. K shromd?d¥ni allantoisové tekutiny se pouZije sterilni 10 ml pipety s mechanickym
vakuovym baldonkem a tekutina se prenese do sterilni zkumavky v odstfedivce. Z ka%dého vajid-
ka se miZe ziskat p¥ibliZn& 5 aZ 8 ml tekutiny.

6. Ziskeany materidl se odstdeduje p#i 1 200 G po dobu 10 minut za teploty 4 °c. Vrchnt
vrstva se prenese do sterilnich zkumavek.

7. Vzorky se odeberou z ka%dé jimky k titraci e zkoulky sterility. Zbyvajici suspenze
se beze zbytku rozddl{ do sterilnich zkumavek na 2 ml séra a oznali kmenem, &islem SarZe a
datem. ‘

8. Alikvoty se bezprostFedn® zmrazi kapalnym dusikem a uvkladuji za teploty -70 %
v ultrafrizeru nebo kryoprizeru chlazeném kapalnym dusikem.

D. Rozmno¥ovéni viru v tkénové kultuie
A, Zamoieni

1. Za 24 a% 48 hodin se vyberou pro pouZiti monovrstvové kultury piisluiného typu
bundk, které jsou obvykle v 250 cm? bafice s pouZitelnou tkéfovou kulturou, s pFitom jen
splyvaji.

2. Veékéré zamofovédnl a ziskévédni se provdd{l v biologicky bezpe&nostni pracovné&
a poufivéd se pouze mechanického pipetovaciho zarizenf. Pritom se zachovédvaj{ sterilni technic-
ké postupy.

3. K nahrazen{ ristového prostfedf v kulturédch uréenych k zemoieni se pouZije 25 ml
udrZovaciho prostfedf{. Kontroln{ kuliury také obdrZi 25 ml udrZovaciho prostiedi.

4. O%kovac{ virus se ziPedi MEM prostym sérem podle informece poskytnuté ze zdroje nebo
z titrace predchozi ZarZe a ke ka%dé kultufe (s vyjimkou kontrolni kultury) se piidd 0,5 ml
tohoto viru.
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5. Kultury se inkubuji za teploty 37 °C ve vlhké atmosféte z 5 % oxidu uhli&itého a
95 % vzduchu po dobu 48 a% 72 hodin s dennim pozorovénim cytopatickych G&inkd (CPE) charakte~
ristickych pro kaZdy virus.

B. Z{iskdvéni
1. Kultury se odstrani k ziskévéni, kdy% CPE dosdhne 3 aZ 4+ bodd.

0 - nepozoruji se cytopatické ulinky

1+ ~ 25 % bund¥k vykazuje cytopatické ulinky
2+ - 50 % bundk vykazuje cytopatické déinky
3+ - 75 % bundk vykazuje cytopatické u&inky
4+ ~ 100 % bun&k vykazuje cytopatické d&inky

2. Kultury se zmrazi a tPikrdt rozehfeji aby se roz3tépila a vytladila vrstva bundk.
Po tretim roztdni se kulturni kapalina presene do sterilni zkumavky odstredivky e odstreduje
pri 300 G 30 minut, aby se odstranily pozistatky bundk. Suspenze viru se pFezkousdt

konteminaci bakteriemi.

3. Vrehn{ vrstva se bezprostfedn¥ rovnomdrng rozd¥lf (0,5 a% | ml) do 2 ml sterilnich
zkumavek na sérum a zmrazi kapalnym dusikem.

4. Pro titraci se monovrstva kultury pfipravi na desky s 24 &lénky s rovnym dnem pro
tkdnovou kulturu a infikuje se takto:

a) Rada desetindsobnych z¥eddni viru se provede v chladném udrZovacim prostfeds
5% fetdlnim telecim sérem (FCS) (107" az 1077),

b) Jeden ml z kaZdého Pedéni se pridd do jednotlivych &lénkd v trojim provedeni.
¢) Kontrolni kultury obsahujl pouze udrZovaci prostfedi jsou v tom zshrnuty.
5. Kultury se inkubujf 48 hodin za teploty 37 °C ve vlhké atmosfé¥e 5 % oxidu uhliZité-
ho a 95 % vzduchu a vratvy bundk se bodujf, jak Jji% bylo popséno. TCID50 titr se vypolitd
podlé titradn{ metody Reeda a Muncha.

L
E. Hemadsorplni zkoudka

1. T8sn& pred provedenim HAd zkoulky se prostfedi dekantuje z nisek pro bun&inou
kul turu.

2. Ke ka?dému zdroji kultury se pridé 1 ml udrZovaciho prostredf.

3. Dvd serie kontrolnich kultur se piidejf k samotnému udr¥ovacimu prostiedf.

4. Testovac{ kultury a jedna z kontrolni serie se bezprostredn¥ naodkujl 0,1 ml zled&~
ného virového pPipravku. (Zavedené titury jsou specifikovény jako predchozi HAAFFU zkoudky).

HAQFFU znamena hemadsorp&ni jednotky tvolené fokusy.

5. Dal%i serie kontrolnihc provedeni se udriuji neinfikované, pridemZ se priddvéd samot~
ny MEM jako neSkodnd innokulace.

6. Kultury se inkubujf za teploty 37 °C po dobu 16 a¥ 18 hodin, pokud neni uvedeno ji-
nak.

7. Po dobd naodkovéni se prostredi dekantuje a bunky jednou promyj{ pufrem PBS pii pH
7,2. '
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8. Ke kaXdému &lénku se pPiddé 5/10 ml RBC suspenze a kultury se nechaji 30 minut za
teploty mistnosti.

9. RBC suspenze se potom dekantuje a kultury se promyji dvakrit nebo t¥ikrdt pufrem
PBS, aby se odstranilo v3e a zvl43t% nadbytek RBC,

10.Kone¥n& se ke ka%dému &lénku pridéd 1,0 ml Hankova roztoku HBSS.

1. Poéet fokusl pivodn& hemadsorbovaného RBS se stanovi za pouZit{ mikroskopu
8 inverzi fégi Nikon s &tyPnésobné zv&tiujicim objektivem.

12. Ve v3ech pripadech se k stanoveni podtu bundk vybere minindlng p&t nahodilych oblas-
ti.

13. Polet HAd fokusl se stanovi pomoci analyzdtoru (Bausch & Lomb Omnicon Alpha Image
Analyzer).

14. Obraz podle mikroskopu se promitd na obrazovku Vidicon a také se prevdd{ na
televiznl obrazovku tek, Ze operdtor mi%e stanovit a odedist chyby v dlisledku pozistatkd
bunék. Pokusy se stanovuji podle 3edé hladiny a velikosti obrazu.

15. K eljminaci po¥tu vy¥slednfch neadsorbovenych RBE, se nadm¥rnd velikost vypodteného
modulu programuje ne obrazovku, aby prodly jednotlivé RBC.

16. Statistickd anelyza zahrnuje analyzu Udajd za pouZiti analyzy odchylky od sousta-
vy v navr¥eném modelu. Zdroj odchylky miZe. byt zplisoben zpracovénim, bunkami pii zpracovéni:
a experimentdlni chybou v disledku okolnosti v oblasti bundk stfedni hodnoty infikovanych
bun&k v oblasti a standerdni chyby stiedni hodnoty se vypo¥itajf pro ke?dy &ldnek. Stiedni
hodnoty a standerdni chyby se také vypo¥ftaji pro ka?dé oZet¥enf jimenych bundk v souhrnu
po v3ech odetfenich dohromady. StPedn{ hodnoty infikovanych bundk ne ke%dé oZetieni se srovna-
Ji s kontrolnim stanovenim za pouZiti Dunnetova ndsobného porovndvaciho testu bez ohledd na
celkovy F-test pro oﬁqtieni (viz tabulka déle).

Tabulka

Kontrolni stanoveni O%et¥eni 1
814nek 1 81ének 2 Slének 3 J1lének 1 $1édnek 2 81lének 3
F 11* F 12 F13 F11 F12 F13
F 21 Fo22 = . F 23 F’21 F'22 F'23
F 3! F 32 F 33 F'31 F'32 F’33
X, * SE X, * SE, Xy ¥ SEy X, I SE, X, ¥ SE, X3 ¥ SEy
souhrn X ¥ SEg ) Xp ¥ SEq
n=9 n=9

~ X F 11 predstavuje oblast + .
F. Pi{prava lymfocytd periferni lidské krve (HPBL)

A, Priprava Ficcol - Hypaque separa®ntiho prostiedi
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1. 22,5 g Ficollu 400 (Pharmacia, molekulovd hmotnost asi 400 000) se rozpusti ve
200 ml destilovené vody. Kdy? v&tSina materidlu prejde do roztoku, objem se potom upravi
destilovanou vodou na 250 ml.

2. 34 g Hypeque (natriumdiatrizodtu, Sterling Organics, molekulové hmotnost asi 636)
se rozpust{ ve 100 ml destilovené vody.

3. Roztoky se potom steriln& filtruji 0,45/lm mikroporéznim filtrem a skladuji{ v steril-
nich zdsobnfcich ne teploty 4 °C bez pristupu svitla.

4. Pracovni roztok se pripravi smichénim 10 ml roztoku Hypaque s 24 ml roztoku Ficollu.
Sm&s se zahfeje na 25 °C za neptetrzitého michéni.

B. 0dd&leni PBL od vedkeré krve

1. Vzorky lidské krve se ziskejf veinipunkturou do heparinizovanych 20ml vzducho-
prézdnych zkumavek. 15 ea% 20 ml nezredZné krve se opatrn& prevrstvi rovnym objemem
Ficoll-Hypaque roztoku v sterilnf 50ml polykarbondtové zkumevce pro odstredivky za pouZitl
aseptickych podminek.

2. Ptipravené vzorky se odstredujf pri teplotd 25 °C za pretiZenf 400 G po dobu 30 mi-
nut. Odstreddny bily pds na rozhrani se asepticky odsaje do 50ml sterilni zkumavky pro
odstfedivku a pridd 10 aZ 20 ml RPMI~1640, Bunky se jednou promyjf za teploty 25 % a pak
odstPedf pii 400 G behem 10 minut za teploty 25 °C.

3. PBL ve form¥ pelet se op&t suspenduje v 1 ml RPMI na kaZdych 8 ml celkové krve
pivodn& pouZité a po¥ftd na Coulterové poditadi. Koncentrace se upravi pomoci RPMI-1640,
které obsahuje glutamin a antibiotika. Bunky se udr¥ujf za teploty mistnosti, dokud se ne-
pouziji. :

G. Stimulace HPBL a PHA a LPS

1.10 a% 40 ml celkové krve se odebere do heparizinovené zkumavky od zdravych dobrovol-
nikd.

2. Lyﬁfocyty se 0ddsli od krve uvedené vy3e za pouZiti Ficoll-Hypaque separalni techni-

3. Pomoci RPMI-1640 se pripravi rdzné koncentrace testované slouleniny.

4. Koncentrace lymfocytd se upravi na 2 x IOG/ml RPMI-1640.
5. Lymfocyty se inkubujf s testovanou sloueninou 90 minut za teploty 37 c.

6. OvEl Zervené krevni bunky (SRBC) (1 a% 2 tydny staré) se t¥ikedt promyji pufrem PBG
a zPed{ .na konefnou koncentraci 0,5 % inj. RPMI-1640.

.7. Reak®ni zkumavky se napln{ tak, aby obsahovaly: 0,2 ml lymfocytd (2 x 106)
. 0,2 ml 9% Ficollu v RPMI-1640
0,2 ml SRBC (0,5 % v RPMI~1640).

‘8. V§%e uvedenéd reaktanty se odsti¥edujl za pretiZenf 200 G 5 minut pii teplotd
mistnosti.

9. Sediment se potom op¥t opatrn& susperduje & 10 litrovy vzorek se umfstl v hemocyto-
metiru.
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10. Pomoci mikroskopu se potom spo¥ftd polet roset, pri¥em# n¥které lymfocyty, kteréd
maj{ 3 nebo vice piipojenych &ervenych bunZk se pofitaji jako rosety.

H. Bunky tvotici E-rosety
A. Pripreva mitogenu

1. PrdSek lipopolysacharidu B nebo fytohemaglutinu P se odvd%{ a rozpusti v RPHI-1640
na koncentraci 1 OOO/Lg/ml (tj. 1 mg/litr) a steriln¥ filtruje na 0,45 um mikroporéznim filt-
ru. ’

2. Roztoky se rozd&l{ ne rovné dfly (iml/zkumevku) za aseptickych podminek do ozna¥enych
sterilnich zkumavek pro nizké teploty a zmrazf. Vzorky se po &dstelném pouZiti znowvu nezmra-
zuji, ale mohou se skladovat jeden nebo dva dny za teploty 4 . Lyofilizoveny prdsek se
udr¥uje v chladnilce za teploty 4 %¢.

. B. Priprava kultur

1. PBL se pfipravi jako v SOP * I - 004 v RPMI-1640 bez séra pii dopln¥ni gluteainem
a antibioticky-antimykotickfm roztokem (GIBCO). Pomoc{ ésmikandlového automatického mikropi-
petovaciho zafizeni (Flow Labs.) vybavendho sterilnimi 3pilksmi se ke keZdému Zldmku 96-%ldn-
kové desky pro mikrotestovant kultur (CoStar Plastics) pfidd 0,1 ml na ¥lének.

2. Mitogenni roztoky se rychle nechaji roztdt a ¥tyFikrdt zfed{ na poZadovanou
koncentraci pomoci RPMI-1640.

3. Testované slouleniny se pfipravi pro pou¥itf jako SOPd: C-002 za poufit{ RPMI-1640
Jako Fedidle a z¥edi se &tyrilkrdt na konelnou poZadovanou koncentraci.

4. 5041 kaZdého nafed&ni nitrogenu e/nebo testované sloudeniny se pridd k Sesti kultu-
rém. 8isty RPNI-1640 Se pouZije ve stejném mno%stvi v kontrolnich kulturdch v celkovém obje-
mu 0,2 ml na &ldnek.

5. Kultury se inkubuji za teploty 37 °C ve vlhké atmosfére obsahujfci 5 % oxidu uhli-
&itého a 95 % vzduchu (pH ai 6,0 a% 7,0) po dobu 48 hodin. Bunky se potom zna&{ 1,85 . 104/3
ne bafiku pomoci SH-TAR (thymidin) po dobu daldich 18 hodin. Buiky se ziskévaji pomoci
zaf{zen{ k ziskdn{ mnohondsobného automaticky odebiraného vzorku (M.A.S.H.). Needherentni
buiiky se odsaji na filtru ze sklendnych vldken pri shrnutf 0,9 % salinickym roztokem (dese-
tindsobné propldchnuti) a bunky se uvolni destilovanou vodou (dvacetinésobné dobré propléch-
nut{). Pod{l zbaveny t&kavych sloZek se dikladn& su¥{ na vzduchu, zbytek bun¥&njch usazenin
se 0dd&l{i od podilu zbaveného t&kavych sloZek a ka?dy vzorek umist{ do sklen&né scintilaeéni
fioly objemu 3,53 ml. Scintiladnf tekuty koncentrét (Scintiprep], Fisher Chemicals) se
zied{ v pomdru 1 : 50 toluenem jakostl pro scintilaci (Pachard) a do ka%¥dé fioly se pitidd
| ml. Vzorky se hodnoti kapalinovou scintila¥ni spektroskopif a Udaje se vyjad¥ujf jeko-
podet impulzd za minutu na testovanou skupinu.

I. Imunozkouska
A. Priprava NPT 15392

1. Roztok obsahujici 500/ag/m1 NPT 15392 se p¥ipravi pridénim pPedem odvéZeného mnostvi
préskové drogy k sterilnimu PBS a roztok se sonifikuje po 30 minut.

2. Vlnové délka spektrofotometru (GCA/MePherson double beam) se nastavi na 250 nm.

3. NPT 15392 se zFedf 1 : 10 0,1 normélni kyselinou chlorovodikovou.
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4. 15 ml 0,1 normdlni kyseliny chlorovodikové se vylije do kédinky. Tento roztok se
pouZivd k vyplachovéni kyvet. Dv& kyvety se naplni 0,1 normélni kyselinou chlorovodikovou
a odelte se vinovd délka. Absorbce by m&la byt v rozmezi 0,001 aZ 0,005 od vynulované
hodnoty.

5. Vzorkovaci kyveta se vyprdzdni a do ni se vnese zPed&ny roztok drogy.

6. Zaznamend se absorpce a vypoditd se koncentrace. Pritom se pouZije tohoto vzorce:

A (absorbce) x faktor zred®n{ x atomovéd hmotnost {278) = g/ml
11,31

B. Pred dnem 0

1. Roztok drogy NPT 15392 se pripravi rozpudténim 500/45 NPT 15392 na ml PBS.

2. Koncentrace se prezkousi podle odstavce A tohoto papisu.

3. Zésoba se rovnomdrnd rozddlf do 1 ml vzorkd a skladuje za teploty -20 o po n&kolik
mé&sicl.

4, Roztok se nechd roztét a zifed{ na poZadovanou koncentraci.
C. Agardzové zdkladni desky se pPipravi takto:

t. 1,4 % suspenze sgarozy v PBS (7 g v 500 ml) se umisti v sutoklédvu na 15 minut.

2. Za pou¥iti Cronwellovy injekdnf sti¥fkelky se t¥imililitrovy objem roztavené agard-
zy asepticky rozd¥l{ do Petriho misek Falcon + 1006 & viPfivym pohybem upravi do formy rovmné
vrstvy.

3. Tyto desky se mohou skladovat a% jeden tyden pfed pouZitim za teploty 4 ¢, Desky
se skladuji v inverzni poloze (agar na vrchu desky).

D. Priprave séra morlete

1. Kardiatickou punkturou se odebere 10 ml krve ze 2 a’i 6 morlat a krev se vnese do
50 ml zkumavek pro odstfedovéni Felcon + 2070 bez entikosgulentu.

2. Tyto zkumavky se inkubujf po dobu 45 minut za teploty 37 %0 k zfskéni sraZeniny.

3. Zkumavky se potom odstrani z inkubdtoru a dajf na 30 minut na led, aby se zmen3il
objem sraZeniny.

4. Sérum se asepticky vylije z ka¥dé zkumavky, spoj{ a rozd&li na ! ml alikvoty a
skladuje za teploty =70 °C aZ do pouZiti.

E. Imunizace, den 0

1. My%i se imunizujf takto: Ovcim Hyland Labs se tfdn¥ odebird krev‘(ovceb¢ 23). Krev
se asepticky shromazduje ve dvou objemech Alseviers na jeden objem krve.

} 2., P&t desetin mililitru ovdi{ krve v Alseviers se tFikrdt promyje sterilnim PBS - v kli-
nické odstredivece IEC, za nastavenf + 4(otd&ky 2 800/min) po dobu 10 minut p¥i teplotd
mistnosti.

3. Pelety se op&t suspendujfi v pom¥ru 1 : 10 ve sterilnim PBS.
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4. Coulteriv pol{tal model Z, se kalibruje podle instrukee pro rudni provoz.

5. Ke stanoveni po&tu bunék na Coulterovd pofitali Jje zapotiebi z¥edd&ni 1 : 10 000
a to se dosdhne nejprve zredénim 1 : 100 v PBS a potom z¥ed&nim tohoto roztoku 1 : 10 isoto-
nickym roztokem. Coulterdv po¥ita® je nastaven na prahovou hodnotu # 5.

6. Stanovi se podet bundk a skladovany roztok z¥ed{i na 4 x 107 bun&k na mililitr.
Tato kone&nd suspenze se pouZivd k imunizaci.

7. KaZdd my3 se imunizuje i.v. injekci do laterdlni &4sti %{ly (zah?sté na 50 °C na
vodnil ldzni k roztafenf ¥{ly) s 0,1 ml suspenze SRBC. Kone&nd koncentrace SRBC je 4 x 10°
na mys.

F. O3etiovéani

1. My3i se o3etFuj{ i.p. injekef nultého, prvntho, druhého a t¥etiho dne. Injek&nit
st¥{kadke (objemu 1 ml) je vybavena jehlou 1,27 cm rozmiru 26. Jehla se zavddi v 45°
dhlu podél pravé strany linea alba. 0,2 ml objem obdrZf dv& skupiny vystavené pisobeni drog
a kontroln& olet¥end skupina.

2. Skupiny vystavené pisobeni drog dostanou 0,2 ml roztoku NPT 15392 pofadovaené koncen-
trace. U mysi o hmotnosti 20 g jde o B/ug/ml.

G, P¥{iprava sleziny, den 4

1. Sleziny se odstrani acepticky e individudlng umist{ do zkumevky pro tkénovou kultu-
ru Falcon + 2025 obsehujficf 3 ml MBM, Zkumevky se potom skladujf v ledu.

2.Sleziny se homogenizuji ve stejné zkumavce teflonovym tloudkem pFipojenym k motoru
s promé&nnou rychlostf (G, K. Heller, spojenym se ze¥fzenfm pro #fzenf motoru (G. K. Heller
GT-21) nastavenym na =+ 6:

3. Doba a prdb&h homogenizace by m&ly byt u ke%dého vzorku stejné.

4. Vzorky se potom filtruj{ sitem z nerezavdjici oceli o velikosti ok 40/am do standard-~
nich zkumavek pro tkénové kultury. S{to se propléchne 3 ml MEM a suspenze bun&k se skladu-
Jje v ledu.

->

5. Provede se ziedd&ni | : 1 000 pro spolitdni bun&k na Coulterovd po&{tadi tim, Ze se
nejprve fedi | : 1 000 s PBS a potom 1 : 10 isotonickym roztokem.

6. Dostane se po¥et bun&k. Skladované suspenze se zredi na 1 x 107 bun&k na mililitr.
Coulterdv po&itad je nastaven na prshovou hodnotu 10. Cervené buiky se odstrani tiemi kapka-
mi isotonického roztoku Zap.

H. P¥iprava horniho agaru (0,7 %)

1. 0,35 g agardzy a 0,53 g prédkového MEM se vnese do Erlenmeyerovy bafiky a potom pri-
dd 50 ml destilované vody.

2. Roztok se zahiivd v autoklévu 15 minut na teplotu 121 °C za tlaku 105 kPa a poton
se umistl na vodni ldzni o teplotd 45 °C ne dobu 5 minut. Hodnota pH roztoku se upravi
zhrube na 7,2 p¥iddnim hydrogenuhli¥itanu sodného (0,1 ml Nazco3). -

3. | ml alikvoty se disperguji v 5 ml zkumavce pro tkdnovou kulturu, kterd byla
pfedem umistdna na vodni lézni. PPfitom se pou¥ije ndkolik zvléétnich zkumavek pro opakovéni
pro pfipad chyby v odkovédnit.
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I. Priprava 10 % SRBC roztoku

1. 5 ml ov¥l krve (stejné SarZe, jako se pouZila k imunizaci) se promyje trikrét s PBS
za pou¥it{ klinické standardni odstiedivky IEC o rychlosti + 4 (otd&ky 2 800/min) po dobu
10 minut.

2. Po tretim promyt{ se bunky op&t suspenduji v desetindsobném objemu PBS neZ je
objem pouZitych bun&k, tj. 0,5 ml SRBC se doplni do 5 ml s PBS.

J. O&kovéani

1. Agarové desky se vyjmou 2z chladni®ky a nechajf ohiét na teplotu mistnosti. Desky se
znadi trojndsobn¥ pro kaZdou pokusnou skupinu.

2. Zkumavky nepln&né agarem se vyjmou z vodn{ ldzn¥ a do kaZdé takové zkumavky se
pfidé 0,1 ml 10% SRBC a 0,1 ml suspenze slezinovych bun&k. Zkumavky se michaji na mixeru
Vortex. .

3. Obsah zkumavek se hned vylije na desky s agarovou .bdzi a otéd{i virivym pohybem dokud
se nevytvor{i hladkd vrstva. Desky se umisti na droven povrchu dokud agar neztuhne.

4. Desky se inkubuji{ za teploty 37 OC ve vlhké atmosfére tvorené 5 % oxidu uhli&itého
a 15 % vzduchu po dobu 90 minut.

5. Doplndk z morlete (viz.piiprava, &dst D) se vyjme z ledni¥ky, nechd roztdt pfi
teplot® mistnosti a zfedf 1 : 10 s PBS.

6. Desky se potom vyjmou z inukubdtoru a ke kaZdé desce se piidd 1| ml zFed¥ného dopliku.

7. Desky se potom znovu inkubuji 30 a% 45 minut za teploty 37 %C. Desky se potom vygjmou
2z inkubdtoru a spoditaji za pouZitf 3ikmého osv&tleni.

8. Desky se mohou skladovat pii 4 %C v inverzni poloze a spo¥ftat do 24 hodin pozd&ji.
Souhrn terapeutického pouziti v pracovnich pfikladech

Bylo doloZeno, %e piedm#tné slouleniny podle vyndlezu potlaiuji reprezantetivni vzorky
viru RNA za pou¥iti standardni techniky pro tkdnové kultury; V pripadé RNA viru, chiipkové-
ho viru néleXejiciho k podtypu A bylo ukézéno, %e je potiadovén pfi pouZiti hemadsorpini
techniky. U n&kolike derivdtd Fady NPT 15457 a NPT 15458 se ukazuje, Ze potladuji ch¥ipkové
viry za koncentrace v rozmezi od 3,6 do 360 nmol/ml.

Dal3i ¥lenové tifdy vird RNA jsou uvedeny v tabulce 6 a jsou odpovddni za urfitd onemoc-
néni{. Ze v3ech cherob na sv&té& je, jak zndmo, alesponn 25 % zplsobeno viry. Krom& toho u Fa-
dy izolovanych virl bylo dokdzéno, Ze zplisobujl néddory. Tak se miZe olekévat, Ze protiviro-
vé pripravky majl urdité protinddorové vlsstnosti, nepfikled vlestnosti entileukemické.

U&inek jednoho z t&chto pripravki, NPT 15458, jeko inhibitoru rGstu ebnormdélnich lymfo-
cytd, byl stanoven. Je pozoruhodné, Ze NPT 15458 je schopen zabrénit proliferaci leukemickych
lymfoecytd (L-1210 fady bundk) u mySi v tkdnové kultufe. 40% potlaleni bun¥k 1-1210 se dosa-
huje pomoci 10 4g/ml NPT 15458.

: Kone&né& udaje uvedend v tabulce 3 ukazuji, %e p¥i normélni t3lesné hodnotd pH (7,2)
maji sloudeniny dobrou chemickou stabilitu, ale v zdsad¥ oblasti pH se ¥t&pi za ,iZinnou"
1létku 15392. Jak se seznd z tabulky 9, estery a zvl43t& NPT 15458 se 3t8pi pfi inkubaci

s %ivo&iZnou tkdni na NPT 15392. To predurduje, pro¢ pfedm¥tné sloufeniny, tedy .vychozi
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drogyz maji shodny biologicky ud&inek. Krom& toho didaje uvedené v tabulce 10 jasn¥ dokladajf,
%e sloudeniny podle vyndlezu maj{ alespon dvandctindsobn¥ vy#3{ hladinu NPT 15392 v krvi,
neZ kdyZ se NPT 15392 samotny podévé mySim. Pritom vznikd biologicky "ufinnd" ldtka,

kdy% se NPT 15458 intraperitoredln® zavede injekci. Déle je moZné k tabulce 9 poznamenat,

%e bunky Vero (ledvinové), jdtrovy homogenizét a HPBL vZdy 3t¥p{ zavedenou slouleninu na
biologicky u&innou sloudeninu NPT 15392.

Tride sloudenin podle vyndlezu specificky potlaZuje viry, moduluje (m&n{ nebo potla-
%uje) imunni odezvu a zabranuje rdstu leukemickych lymfocytd. Na zéklad¥ pokusd in vitro a
vy581 hladiny v krvi dosahovené s t¥mito sloufeninemi, ve srovndni s NPT 15392; které doklé~
d4 i&inek nad koncentraci v rozmezi 0,01 aZ 100/4g/m1, Je predpoklédané ddvkové rozmez{
d¢inné pro savce 0,005 aZ 50 mg/kg.

Smési

Sloudeniny podle tohoto vyndlezu se mohou poddvat savedm v dédvce 1 aZ 1 000 mg/kg tdles-
né hmotnosti a miZe se predvidat, &e budou u&inné i pii drovni tak nizké jako 0,005 mg/kg.

Sloudeniny se mohou poddvat ve form¥ tablet nebo kapsli ¥lovéku a zviFatdm a pokud -
to rozpustnost dovoluje, také ve form& vodnych sirupd nebo jako roztoky v oleji, nebo -
- pokud jsou sloudeniny nerozpustné - jako suspenze. Typické farmaceutické sm&si Jsou
popsény ddle.

Kapsle
NPT 15458 - 0,1 aZ 500 mg
Avicel pH 101 do 800 mg

(mikrokrystalickd celuloza)
Suspenze

Vodnd suspenze se mi%e zpracovat pomoci Fady suspendainich prost¥edkd, do kterych se
vprav{ idinnd létka. Mezi suspendalni prostiedky se zahrnujil takové ldtky, jako Je
natriumkarboxymethylceluldza, algindt sodny, tragant, Avicel RC-591 (mikrokrystalickd
celuldza), methylceluldza,.Veegum a xanthanové guma, K suspenda&nim prostfedkim se mohou
pridévat takové ldtky, jako jsou sladidla, ochucovadla, barviva, ochrenné prostiedky, ochran-
né koloidy a dispergadni prostredky. )

Sirupovéd smds

NPT 15458 0,05 a¥ 250 mg (nebo meximdlni uroven
rozpustnosti)
Kukufiény cukr 3,25 g
Destilovand voda 0,05 g
FD a C Red 40 0,00175 g .
Sodné sidl sacharinu 0,00250 g
Alkohol U.S.P. ) 0,08 g
Methylparaben U.S.P. 0,005 g
Glycerin 0,001 g
Tie3novd esence 0,31225 g
Ovocnd esence i 0,00825 g

Destilovand voda podle
pot¥eby do 5 ml
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Tablety

NPT 15458 0,1 aZ 500 mg
Avicel pH 101 130 mg
Skrob, modifikovany 20 mg
Steardt hofelnaty U.S.P. 5,5 mg
Polyvinylpyrrolidon 22 mg
Kyselina stearovd U.S.P. 30 mg

PREDMET VYINALEZU

t. Zplsob vyroby esterd hydroxyalkypurind obecného vzorce I

(1)

HC—CH —CHg
r! or?

znamend alkylovou skupinu s 1 aZ 8 atomy uhliku a
znamend alkanoylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhliku, kterdé je popiipad& v poloze

substituovdna karboxylovou skupinou nebo alkanoylovou skupinu s 2-aZ 5 atomy uhliku,
kterd je substituovédna v poloze a aminoskupinou, )

vyznadujici se tim, Ze se nechd reagovat hydroxyalkylpurin obecného vzorce II

kde

R

-OH
N
N7
| \> (1)
HC —CH - CHj
| ]
A" OH

mé vySe uvedeny vyznam,

8 kyselinou odpovidajici alkanoylovému zbytku nebo s jejim anhydridem, za vzniku sloudeni-
ny obecného vzorce I

2. Zplsob podle bodu 1, vyznalujic{ se tim, Ze se jako vychozi ldtky pouZije hydroxy-

alkylpurinu obecného vzorce II, ve kterém R1 znamend hexylovou skupinu s pfimym Ffetdzcem.

3. Zpisob podle bodd 1 a 2, vyzna¥ujici se tim, Ze se hydroxyalkylpurin neché resgovat

s N-karbobenzoxyglycinem nebo N-karbobenzoxyalaninem v pifitomnosti dicyklohexylkarbodiimidu
a potom se N-karbobenzoxyskupina odstrani hydrolyzou.
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