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Virusos fertdzések kezelése Levovirin™ alkalmaziasaval

NYOMDAPELDANY

KIVONAT .
MASOLATA

A talalmany targya eljaras virusos fert&zések kezelésére
Levovirin [1—(B—L—ribofuranozil)-1,2,4—triazol—3—karboxamid]
alkalmazasaval. A talalmény szerinti eljarasban kiiléndsen HIV-
fertbzés, HCV-fertdzés vagy HBV-fertSzés kezelésére alkal-

mazhatéd.
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Virusos fert&zések kezelése Levovirin™ alkalmazasaval

KOZZETETEL PELDANY

A talalmany targyat eljaras képezi virusos fert&zések ke-
Zelésére.

Szamos virusos fertd&zés a citokinprofilnak Thl-valasz ira-
nyadbdél a Th2-valasz iranyaba térténd eltolédasaval jar, és
Ujabb kutatasok eredményei arra utalnak, hogy a Thl-vilasz és
a Th2-valasz kozotti egyensuly szabalyozasa eldényds lehet vi-
rusos fertézés elleni immunitéas kialakulasa és/vagy fenntar-
tdsa szempontjabdél. Fokozott Thl-vdlasz kiiléndsen fontosnak
tlinik HIV-fertdzés esetében, amennyiben hosszu tava tilélsk
Thl tulsullyal jellemzett valaszt mutatnak, mig a progressziv
tlineteket mutaté egyénekben inkabb a Th2-valasz dominal.
Barker és munkatarsai szerint példaul, HIV soran a betegség
progresszibjat a fertézdtt gaidaszervezeten bellill a citokinek
termeld&désében bekodvetkez8, Thl-valasztél a Th2-valasz ira-
nyaba torténd eltolddas eredményezi [Barker E, Mackewicz CE.,
Levy JA.: Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 92(24), 11135-9 (1995,
nov.)]. Hasonldéképpen, a Th2-vilasz csbkkenése ugy tlnik tera-
pias jelentSséggel bir, hiszen Reiser és munkatdrsai besza-
moltak arrél, hogy a Th2-citokin szintek emelkednek krénikus
hepatitisz-C fertdzés soran [Reiser M és munkatarsai: J.
Hepatol., 26(3), 471-8 (1997)]. Kilonb6z6 eljarasok ismertek a
Thl/Th2 egyensuly befolyasolasara, ezek nagy altalé&nossagban
citokinnel Osszefiiggé és citokinnel nem oOsszefliggd eljarasokra
oszthatok.

Citokinnel 6sszefligg8 kezelési eljarasokban, citokint
adunk be a TH1/Th2-egyensuly Thl-tipusu vagy Th2-tipusu valasz

iradnyaba torténd eltolasara. Knight és mtsai. példaul arra a
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kovetkeztetésre jutottak, hogy IL-12-vel (interleukin-12)
- egy, a Thl-sejtek fejl&édését eldsegitd citokinnel - végzett
kezelés alkalmazhaté AIDS kezelésére, mivel az IL-12 beadéasa
hatékonynak bizonyult a sejt &altal kozvetitett immunités hely-
redllitasara AIDS-virussal vagy Rauscher leukémia virussal
(RLV) fertdzdtt egerekben [Knight S.C. és Patterson S.: Annu.
Rev. Immunol. 15, 539 (1994)]. Egy tovabbi példadban Gracie
J.A. és munkatarsai kimutatték, hogy IL-18 beadisa egereknek a
Thl-valaszok kialakuldsa szempontjabédl kulcsfontossagu pleio-
trop aktivitédsu [Gracie és mtsai: J. Clin. Invest. ‘104 (10),
1393 (1999. november)]. BAr a citokinek adagoléasa tipikusan a
kivant Thl-citokinek viszonylag specifikus novekedését eredmé-
nyezi, citokinek tartdés adagolasa problematikus lehet, tobb
okb6l. Példaul a rekombinans citokinek eldallitasa viszonylag
kdltséges, és a nem-rekombindns citokinek izolalasa természe-
tes forrasbél altaldban nehéz, mivel a citokinek természetes
forrasukban igen kis koncentracidéban vannak jelen. Tovabbi ne-
hézséget okoz, hogy a citokinkészitménynek jellemzden igen
nagy tisztasagunak kell lennie, az ismételt adagolast k&vetden
fellépS allergias reakcidk elkeriilésére. Ezen feliil a citokin-
forrasatoél figgéen a betegek a citokineket rosszul tole-
rédlhatjak.

A citokinekkel &ssze nem fliggé eljarasokban, citokinektdl
eltérd immunszabdlyozdé szereket alkalmazunk a Thl-valasz és
Th2-valasz egyensulyanak médositdsara. Sprietsma J.E. példaul
feltételezi [Sprietsma J.E.: Med. Hypotheses 53(1), 6 (1999.
julius)], hogy cinkionok (Zn®') és nitrogén(II)-oxid (NO)
glutationnal (GSH) és annak oxidalt formajaval (GSSG) egylitt

segithetik antigénre adott immunvdlaszok szabalyozasat. A
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szerz8 részletesen leirja, hogy 2Zn?', NO és/vagy GSH hianya a
TH1/Th2-egyensilyt Th2 iranyba tolja el, és a 2zn?', NO és/vagy
GSH poétlasa a TH1/Th2-egyensulyt Thl irdnyba tolhatja el. Zzn?*
vagy GSH/GSSH adagolasa kiiléndsen elény6s lehet, mivel ezek a
vegylletek magasabb koncentraciéban sem toxikusak, és elBalli-
tasuk olcsé. Ezen felil, a 2zn%- vagy GSH/GSSH-készitmények
szdjon at adagolhaték, ezaltal jelent8sen csdkken az allergias
reakcidk kialakulaséanak kockazata, kiiléndsen akkor, ha a ké-
szitmények nem ultratisztasaguak. A 2Zn?*- vagy GSH/GSSH-ké-
szitmények beadidsa azonban csak a Thl/Th2-egyensuly Th2-do-
minancia &ltal jellemzett allapotbbél torténd helyredllitaséara
tinik alkalmasnak, mig az nem vilagos, hogy a 2zZn?'- vagy
GSH/GSSH-készitmények adagolasaval noévelheté-e a Thl-valasz
normalis Thl/Th2-egyensuly esetén.

Egy tovabbi példa szerint a 09/156 645 szamu amerikai
egyesilt 4&llamokbeli szabadalmi bejelentésben, amely teljes
terjedelmében a kitanitads részét képezi, Ribavirin [1-(59-dez-
oxi—B—D—ribofuranozil)—l,2,4—triazol—3—karboxamid] nukleozid-
analdégot alkalmaznak a TH1-Th2-valasz egyensulyadnak médosita-
sara. A Ribavirin alkalmazasa kiildnésen elény6s virusinfekcidk
kezelésére, mivel a Ribavirin nem csak az immunvdlasz Thl-
valasz felé torténd eltolddasat idézi el6, hanem a virusrep-
likacidét is gatolja. Ribavirint sikeresen alkalmaztak példaul
hepatitis C kezelésére. Hatasainak egy része virusellenes ha-
téasaival, més része a citokinegyenstuly médositasaval figg
Ossze.

Bar a Ribavirinnek a virusok szamara és immunstatuszra ki-
fejtett hatasa elénydsnek bizonyult, tartés adagolésa, vi-

szonylag magas dézisokban gyakran jart mellékhatasokkal, pél-
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dadul leukopéniaval és hemolitikus anémiaval. A mellékhatasok
eléforduldsi gyakorisaganak vagy sulyossdgdnak mérséklésére
vezették be a Ribavirin és INFo-2B egylttes adagolasat
[Reichert 0. és mtsai.: Lancet, 351, 83 (1988)]. A Ribavirin
és INFa-2B egyiittes adagolasa azonban jelentésen ndveli a ke-
zelés koltéségét. Az emlitetteken felil, az INFa-2B tartés
adagolasa ndveli az INFa-2B beadasaval kapcsolatos Uj mellék-
hatasok kialakuldsénak kockazatat.

Annak ellenére, hogy a Ribavirint viszonylag sikeresen al-
kalmaztak virusos betegségek kezelésére, a Ribavirin adagolésa
problematikus maradt a kiilénbdz8 mellékhatasok kivadltidsa mi-
att. Szilikség van tehat a Thl/Th2-valasz Szabalyozasara alkal-
mas, viszonylag alacsony toxicitasu vagy ilyen hatdssal nem
jardé Jjavitott eljaradsokra és készitményekre, virusos fer-
tézések kezelésére.

Az alabbiakban 6sszefoglaljuk a talalmany szerinti megol-
das lényegét.

A talalmany targyat eljaras képezi virusfertdzések keze-
lésére betegben, amelynek soran a betegnek Levovirintm™ [1-(B-L-
ribofuranozil)—1,2,4—triazol~3—karboxamid] adagolunk, HIV-fer-
tézés, HCV-fertdzés vagy HBV-fertdzés kezelésére.

A talalmany egy szempontija szerint, a Levovirin™ adagoléasa
néveli a betegben a Thl-valaszt a Th2-valaszhoz képest, és ki-
emelendd, hogy a Th2-vdlasz ndvekedése abszolut értékben mér-
het6. A taldlmany egy tovabbi szempontja szerint, Levovirint™
adunk be in vivo, elénydésen intravénéas (i.v.) 1injektaléassal
vagy szajon at, eldénydsen 0,1-1,0 mg/kg dbézisban.

A talalmany szerinti megoldads tovabbi célkitlizései, djel-

lemz8i, szempontjai és elényei nyilvanvalédak lesznek a leiréas-



hoz csatolt, a talalmany eldényds megvaldésitasi médjait ismer-
tetetd részletes kitanitds és 4&bréak alapjan, ahol az azonos
szamok azonos komponenseket jelentenek.

Az alabbiakban roéviden ismertetjiik a leirdshoz csatolt ab-
rakat.

Az 1. abran a Levovirin™ szerkezeti képletét mutatjuk be.

A 2. abran a Levovirin™ szintézisének menetét ismertetjiik.

A 3.A-C abrakon Levovirin™ és Ribavirin adagolasanak kii-
16nb6z6 bioldégiai hatéasait szemléltetjiik grafikusan a Thl-va-
lasz elemeire nézve.

A 4. a&abran 1lathaté grafikonon a Levovirinnal és Riba-
virinnal toérténé kezelés hatasara kialakult szérum ALT-szin-
teket abrazoltuk ConA-kezelt egerekben.

Az alabbiakban részletesen ismertetjiik a talalmany szerin-
ti megoldast.

A leiras szerinti értelemben ,virusfertdzésen” virusinfek-
ciék barmely stadiumat értjuk, ezen beliil az inkubacidés idét,
latens és alvdé (dormans) fazist, akut fazist, és valamely vi-
russal szembeni immunitds kialakuldsdnak és fennmaradasanak
szakaszat. Kovetkezésképpen a ,kezelés” kifejezés a beteg im-
munrendszerével kapcsolatos immunitéds létrehozasara vagy hely-
reallitasara, valamint a virusreplikdcié szupresszalasara vagy
gadtlasara vonatkozik.

Szintén a leirds szerinti értelemben, limfokineknek segitd
T-sejtek altal termelt citokinek szubpopulaciéjat nevezziik,
amelyek altalanossagban két alcsoportra, Thl- és Th2-sejtekre
oszthatok. A Thl-sejtek (Ujabban l-es tipusi sejtek) inter-
leukin 2 (IL-2), tumor nekrdézis faktor (TNFa) és interferon-

gamma (IFNy) citokineket termelnek, és els&sorban sejt &ltal
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kbzvetitett immunitasért, példadul a késdi tipusu hiperszenzi-
tivitasi reakcidért és antivirdlis immunitasért felelések. Ez-
zel szemben, a Th2-sejtek (ujabban 2-es tipusu sejtek) IL-4,
IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 és IL-13 interleukineket termelnek, és
elsésorban a humoralis immunvélasz, példadul az allergénekre
adott valasz tamogatasaban jatszanak szerepet, példaul az IgE
és IgG4 ellenanyag izotipusvaltasban [Mosmann: Annu Rev.
Immunol. 7, 145 (1989)].

Szintén a leiras szerinti értelemben, Thl- és Th2-,va-
laszon” Thl- és Th2-limfocitdk induk&alédasabdél eredd hatasok
teljes skalajat ertjuk. Ilyen valaszok toébbek kozott a meg-
feleld citokinek termelddésének névekedése, a megfeleld limfo-
citak proliferacidéjanak novekedése, és citokinek ndvelt terme-
18désével kapcsolatos mas hatdsok, példaul motilitasi hatasok.
A Thl-valaszt altaldnossagban névelt IL-2-, TNFo- és INFy-
szintek jellemzik, mig a Th2-valasz tipikusan az IL-4-, IL-5-,
IL-6- és IL-10-szint noévekedésével jar.

A taladlmany egy eldnyds megvaldsitasi médja szerint, min-
tegy 500/mikroliter’ CD4 1limfocitaszamu HIV?fertézétt beteg
30 napig kap naponta egyszer, injektalassal Levovirint™ vizes
oldat form&jaban, 0,5 mg/testtémeg-kg dézisban.

A talalmany egy tovabbi eldnyds megvalbésitasi modja sze-
rint, az eljards nem sziikségszeriien korlatozdédik kériilbeliil
500/mikroliter CD4 limfocitaszami HIV-fert&zott beteg kezelé-
sére, hanem alacsonyabb CD4 limfocitaszémoknal is, példaul
500-300, 300-150 wvagy 150-nél alacsonyabb CD4 limfocitasza-
moknal is alkalmazhaté. Hasonldéképp, az eljaras alkalmazhato
magasabb (azaz >500/mikroliter) CD4 limfocitaszamoknal is. Vi-

lagos tovéabba, hogy a virustitert8l és CD4 1limfocitaszamtdél



eltérd klinikai markerek - példaul direkt és indirekt vizsgaléd
eljarasok - is alkalmasak lehetnek a HIV-virus jelenlétének
kimutatasara. Direkt vizsgadlé eljarasok példaul PBMC-sejtek
(perifériads vér eredeti mononukleadris sejtek) és plazma-HIV
kvantitativ tenyésztése, kvalitativ és kvantitativ PCR-elja-
rasok stb. Indirekt vizsgald eljarasokként alkalmazhatunk pél-
daul kvalitativ és kvantitativ ELISA-eljarasokat stb.

A virusfertézést okozé virus tipusa vonatkozasidban, a vi-
rusfert&zés kezelése nenm korlatozédik HIV virus meghatdrozott
tipusdra vagy altipuséara, és vilagos, hogy a HIV-virustdél el-
térd egyéb virusok esetében is alkalmazhaté. <Altalénosségban
kijelenthetd, hogy az eljaras alkalmazhaté Ribavirinnel
— amely a Levovirin™ D-izomerje - kezelhet§ egyéb virusfertd-
zésekben. Annak alkalmazisa elsésorban HCV- és HBV-fertézések-
ben meriil fel.

A talalmdny eqgy tovabbi Szempontja szerint, a Levovirinm
adagoldsa nem korlatozédik 30 napig, napi egyszeri injekta-
lassal torténs adagolasra, hanem mas gyakorisaggal és mas uton
is beadhatb. Amennyiben példaul viszonylag nagy mennyiséqgi
Levovirint™ kivanunk bejuttatni, mérlegelhetijiik a napi két-
négy vagy t&bb injektéalas lehetdségeét. Hasonloéképp, ha
hosszabb idé keresztiil magas Levovirin™ plazmakoncentraciékat
kivanunk elérni, folyamatosan adagolhatjuk, példaul folyamatos
infuzidéval, ozmotikus pumpaval vagy elnyajtott felszabadulast
biztosité implantatumnmal . Vilagos tovabba, hogy a bejuttatast
nem csak injektalassal végezhetjiik, hanem Szadjon 4t (orali-
san), transzdermélisan, intranazélisan, pulmonarisan stb. is.
Koévetkezésképp, a Levovirin™ készitmények kiszerelheték tab-

lettak, szirup, gél, aeroszol stb. formdjaban. Levovirint™ a31-



kalmazhatunk tovabba in vitro. Eljarhatunk példaul ugy, hogy
elére meghatarozott mennyiségli teljes vért vagy annak frak-
ciéjat preinkubalunk Levovirinnel™ in vitro, immunogén beha-
tdssal szembeni immunreakcidé felerdsitésére vagy kivaltasara.

A Levovirin™ adagolasat tekintve, kiilonb6z8 dézisokat al-
kalmazhatunk, példaul 0,5 mg/kg, 0,1 mg/kg vagy annal ala-
csonyabb dézisokat, vagy akar 0,5 mg/kg, 1,0 mg/kg vagy maga-
sabb dézisokat. Altalanossagban, a megfeleld dbézis tobb para-
métertdl fligg, példaul a virusfertdzés tipusatdl, a virusfer-
tézés stadiumatdl, a Levovirin™ kivant plazmakoncentracidja-
tél, a kezelés idStartamatdédl stb. Példaul, mig bizonyos virus-
fertdzések esetén sikeres lehet a kezelés viszonylag alacsony
Levovirin™-plazmakoncentridcidék mellett, méds virusfertdzések
viszonylag magas dbézisok alkalmazasat teszik sziikségessé.

A talalmadny egy még tovabbi szempontja szerint, Levo-
virint™ kombindlhatunk m&s gybgyaszatilag aktiv hatbéanyagokkal
a virusfertézések kezelésének tamogatasdra. Ilyen aktiv hato-
anyagok lehetnek példaul virusellenes szerek és immunszabalyo-
z6 hatdanyagok. Virusellenes szerként alkalmazhatunk példaul
proteazgatldékat vagy nukleotid- és nukleozidanaldgokat, immun-
szabalyozé szerként pedig citokineket.

Anélkiil, hogy meghatarozott elmélethez ragaszkodnank, meg-
dllapitottuk, hogy a Levovirin™ adagoldsa a Thl-valasz fokozd-
dasaval jar a betegben a Th2-valaszhoz képest, és a Thl-valasz
relativ ndvekedése a Th2-vdlaszhoz képest a Thl-vdlasz abszo-
1at noévekedésének tudhatdé be. A citokinszintek kiildn-kiildn
vagy egylitt is emelkedhetnek. Példaul, Levovirin™ hozzaadasa
aktivalt human PBMC-sejtekhez az IL-2-szint Aatlagos csuicsér-

tékének legalabb 70%-os novekedését eredményezheti (tdmegre
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szamitva) az aktivalt kontrollokban mérhetd szinthez képest.
Ezenfelll, Levovirin™ hozziaddsa aktivalt human PBMC-sejtekhez
az IFN-y-szint 4atlagos csucsértékének legaldbb 72%-o0s névekedé-
sét eredményezheti (témegre szamitva) az aktivalt kontrollban
mérheté értékhez képest; vagy a TNF-a-szint legaldbb 50%-o0s
noévekedését eredményezheti (témegre szamitva) az aktivalt
kontrollokban mérhetd szinthez képest (lasd még a 3.A-C &abra-
kat). Egy tovabbi példaban, a Thl-valasz fokozédasa az 1IL-2,
IFN-y- és TNF-a-szintek atlagos csucsértékének 42%-0s, 125%-o0s,
illetve 72%-os emelkedésével jart az aktivalt kontrollban mér-
hetd szintekhez képest.

KiemelendS6 tovdbba, hogy bar a Ribavirinnel és Levo-
virinnel™ kezelhetd virusfertdzések spektruma bizonyos mérték-
ben &tfeds, a Levovirin™ lényegesen kisebb toxicitassal ren-
delkezik. Példaul, mig a Ribavirin oréalis adagolasa patkanyok-
nak 180 mg/kg dézisban, négy hétig jelentds hemolitikus anémi-
at és leukopeniat idézett eld, a Levovirin™ nem okozott kimu-
tathatdé klinikailag kéros elvaltozast. Lényeges tovabba, hogy
virusos betegségek kezelése Levovirinnal™ els6sorban a
Thl/Th2-egyensily Thl-sejtek tulsilyaval jellemzett allapot
iranyaba térténé modulaladsan alapul, és nem elsdsorban direkt
virusellenes hatadson. A leiras szerinti értelemben, ,direkt
virusellenes” hatédson vagy aktivitason valamely hatbéanyag kéz-
vetlen hatasat vagy aktivitasat értjik a virusok Osszeépii-
lésére vagy replikdcidjara. Ezzel szemben, a virusaktivitas
vagy virusreplikdcidé - legaldbb részben - az immunrendszer egy
vagy tobb komponense altal kézvetitett csokkenését nem tekint-
juk ,direkt virusellenes” hatasnak vagy aktivitasnak. Hasonlé-

képp nyilvanvald, hogy a Th2-valasz relativ csbkkenése a ta-
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lalmany szerinti eljarassal végzett kezelés soran kiildndsen
eldnyds lehet fokozott Th2-valasszal jJaré betegségekben (pél-
daul HCV-fert&zésben) .

A talalméany szerinti megoldast a tovabbiakban a pontosabb
értelmezhet8ség céljabdl konkrét megvaldésitdsi példakon ke-
resztil kivanjuk szemléltetni, anélkiil azonban, hogy igényiin-
ket az ismertetettekre korlatoznank.

1. példa

Levovirin™ szintézise

1,2,3,5-tetra-0O-acetil-B~L-ribofuranéz (1) képletd vegyiilet
L-ribéz (50,0 g, 333,33 mmol/l) vizmentes metanolban ké-
szilt oldatahoz (500 ml), szobahémérsékleten, keverés k&zben
frissen készitett vizmentes metanolos HCl-t adtunk (amelyet
Ugy allitottunk eld, hogy HCl-gazt buborékoltattunk at metano-
lon, 0 °C-on, 4 g tomegndvekedésig) fecskenddn at, argonatmosz-
féraban, 15 perc alatt. A metanolos HC1 hozzaadasat kévetden,
a reakcidelegyet 3-4 6ran &t szobahdmérsékleten kevertik. Az
elegyhez vizmentes piridint adtunk, és nagyvakuumban 40 °C-on
beparoltuk. Ezt az eljarast tovabbi piridin (100 ml) hozza-
adasaval még egyszer ismételtiik. A maradékot vizmentes piri-
dinben (250 ml) oldottuk, és jégfirdében, argonatmoszféra
alatt 0 °C-ra hdtsttiik. A folyamatosan kevert, lehiitétt oldat-
hoz ecetsavanhidridet (100 ml) adtunk Ccsepegtetétdlcséren 4at,
15 perc alatt. Az ecetsavanhidrid hozziadasat kévetSen, a re-
akcibelegyet 24 6ran at, a nedvesséqg kizarasaval, szobahdmér-
sékleten kevertiik. A reakcidelegyet beparoltuk. A maradékot
etil-acetat (400 ml) és viz (400 ml) koézott megosztottuk, a
fazisokat szétvalasztottuk, és EtOAc alkalmazasaval extrahal-

tuk. A vizes f4zist EtOAc (100 ml) alkalmazasaval Ujra extra-



11

haltuk. Az elegyitett EtOAc-extraktumokat a kévetkezdkkel mos-
tuk: viz (400 ml), telitett NaHCO; (2x300 ml), viz (300 ml) és
s6sviz (200 ml). A szerves extraktumot vizmentes Na,S0O4-en sza-
ritottuk, szilirtiik, és a szilirletet beparoltuk. A maradékot viz-
mentes toluollal (2x150 ml) egyiitt, nagyvakuumban beparoltuk.
A Dbeszaritott olajos maradékot (92 g, 95%) alkalmaztuk az
alabbi reakcidékban, tovabbi jellemzés nélkiil.

A fenti reakciéban kapott szirupot (92 g) Jjégecetben ol-
dottuk, és szobahémérsékleten ecetsavanhidriddel (75 ml) ke-
zeltik. Az oldatot jégfiirdében, argonatmoszféra alatt 0-5 °C-ra
hiitottik. Az elegyhez koncentralt H,SO,-et (21 ml) adtunk las-
san, 15 perc alatt. A H,SO, hozzdadasat koévetden a reakcid-
elegyet 14 6ran &t szobahdémérsékleten kevertiik, és jégzuzalék-
ra (500 g) ontottiik, addig kevertiik, mig a jég el nem olvadt.
Az elegyhez vizet (500 ml) adtunk, és CHCls;-mal (2x300 ml) ext-
rahaltuk. A kloroformos extraktumot vizzel (3x400 ml,) teli-
tett NaHCOs-tal (2x300 ml), wvizzel (200 ml) és sésvizzel
(200 ml) mostuk. A mosott szerves extraktumot vizmentes MgSO,-
on szaritottuk, szlrtik, szarazra beparoltuk, midltal olajos
maradékot kaptunk (99 g). A maradékot vizmentes toluollal
(200 ml) egyitt, nagyvakuumban beparoltuk, és dietiléterben
(200 ml) oldottuk, amelyben egy nap alatt 10 °C-ra lehﬁtve
szintelen kristaly képzd&édott. A szilard kristalyt szilrtiik, he-
xan:éterrel (2:1; 50 ml) mostuk, és beszaritottuk, midltal

60,5 g terméket kaptunk.
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Metil—l—(2,3,5-tri-O—acetil-B—L—ribofuranozil)—1,2,4—triazol-3—
karboxilat (3) képletd vegyulet és metil-1-(2,3,5-tri-O-ace-
til—B—L—ribofuranozil)-1,2,4—triazol—5—karboxilét (4) képleti
vegyilet

Metil-1,2,4-triazol-3-karboxiléat (25,4 g; 200 mmol/1l),
1,2,3,5—tetra—O—acetil—B—L—ribofuranéz (63,66 g; 200 mmol/1l) és
bisz (p-nitrofenil) foszfat (1 g) elegyét RB-palackba (500 ml)
mértik. A palackot vizlégszivattyu eldidézett vakuum mellett
165-175 °C~-ra el8remelegitett olajfiirdébe tettiik, 25 percre. A
kivalt ecetsavat az elszivé és RB-palack k&6zé iktatott jég-
hideg kondenzedényben felfogtuk. A palackot eltavolitottuk az
olajfiirdébsl, és lehdtsttiik. Amikor a palack hémérséklete ko&-
riilbeliil 60-70 °C-ot ért el, EtOAc-t (300 ml) és telitett
NaHCOs.ot (150 ml) adtunk hozz4, majd EtOAc-dal extrahdltuk. A
vizes oldatot EtOAc-tal (200 ml) ismét extrahaltuk. Az elegyi-
tett EtOAc-extraktumokat telitett NaHCOs-tal, wvizzel (300 ml)
és sbsvizzel (200 ml) mostuk. A szerves extraktumot vizmentes
Na,S04-on szaritottuk, szlrtik, és a szlrletet Szdrazra bepa-
roltuk. A maradékot EtOH-ban (100 ml) oldottuk, és MeOH-val
(60 ml) higitottuk, amelyben 12 6éra alatt, 0 °C-on szintelen
kristalyok képzédtek. A szilard kristadlyt szdrtiik, minimalis
mennyiségld hideg EtOH-nal (20 ml) mostuk, és szilard NaOH-n,
nagyvakuumban szaritottuk, midltal 60 g (78%) terméket kap-
tunk. A szlrletet beparlassal szaritottuk, és szilikagél osz-
lopon tisztitottuk ChCl;->EtOH (9:1) eluensként térténd alkal-
mazasaval. A terméket izolaltuk a szlrletb6l: 8,5 g gyorsan
elualédd terméket (11%) és 5 g (6,5%) lassan eluilédd terméket
kaptunk. A lassan elualdédd termék a (4) képletd terméknek bi-

zonyult, és habként képzddstt. A (3) képletd termék mennyisége
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Osszesen 65 g volt (84%).
l—B—ribofuranozil-l,2,4-triazol—3—karboamid (5) képletd vegyii-
let

Metil—l—(2,3,5—tri—O—acetil—B—L—ribofuranozil)—l,2,4—tri—
azol-3-karboxilatot (62 g; 161 mmol/l) acél reaktorba mértiink,
és frissen készitett metanol-amméniaval (350 ml; amelyet tgy
készitettink, hogy vizmentes HCl-gazt vezettiink A&t vizmentes
metanolon 0 °C-on, telitésig) kezeltiink 0 °C-on. Az acél reak-
tort lezartuk, és 18 6raig szobahémérsékleten razattuk. Ezu-
tan, az acél reaktirot 0 °C-ra lehtGitottiik, kinyitottuk, és tar-
talmat beparlassal szaritottuk. A maradékot vizmentes etanol-
lal (100 ml) kezeltik, és beparléassal szaritottuk. A Visszama-
radt terméket acetonnal szétdodrzssoltiik, hogy szildrd terméket
kapjunk, amelyet szlrtink, és acetonnal mostunk. A sziléard
terméeket egy éjszakan at, szobahémérsékleten szaritottuk, és
forré6 EtOH (600 ml) és viz (10 ml) elegyében oldottuk. Az
EtOH-oldat térfogatat forréd lapon térténd melegitéssel és ke-
veréssel 150 ml-re csdkkentettiik. A forré EtOH-oldat hiitése
kézben szintelen kristélydk képzédtek, amelyeket szlrtink,
acetonnal mostunk, és vakuumban szaritottunk. A szirlet tovab-
bi koncentrdlasa tovébbi terméket eredményezett. Az &sszes
termék 35 g volt (89%).
2. példa

Levovirin™- é&s Ribavirin-kezelés altal eldidézett

citokinmintidzatok meghatarozasa

Perifériads vér eredetd mononuklearis sejteket izolaltunk
egészséges donorokbdl sﬁrﬁséggradiens—centrifugéléssal, majd
T-sejtdusitédssal, Lymphokwik (One Lambda), Canoga Park, CA)

alkalmazdsadval. A kontaminaléd monocitdkat manyaghoz torténd
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kitapadidssal tavolitottuk el. Tisztitott T-sejtek tobb mint
99%-ban CD2', kevesebb mint 1%-ban HLA-DR' és kevesebb mint
5%-ban CD25" sejteknek bizonyultak, amelyeket RPMI-APS (5%
autoldég plazmat, 1% glutamint, 1% penicillin/streptomycin an-
tibiotikumot és 0,05% 2-merkaptoetanolt tartalmazd RPMI-1640)
tapkézegben tartottuk fenn. A citokin proteinszintek meghatéa-
rozasadra a T-sejteket (0,2x10° sejt 0,2 ml térfogatban) akti-
valtunk 80 ng Staphylococcus enterotoxin-B (SEB, Sigma, St.
Louis, MI) hozzAadasaval, és 96 lyuki lemezeken inkubaltunk 48
6ran at, 37 °C-on, 0-10 pumol/l Levovirin™ vagy Ribavirin jelen-
létében. Az aktivalast kovetden, a feliiltiszdkat sejteredetii
citokintermelésre analizdltuk. A citokinmeghatarozast IL-2-re,
IFNy-ra és TNFo-ra specifikus ELISA-eljarassal végeztiik
(Biosource, Camarillo, CA). Valamennyi ELISA-eredményt pg/ml
egységekben fejeztiik ki, az aktivalt kontrollhoz viszonyitott
szazalékos aranyokként adtuk meg, és ugy szamitottuk ki, hogy
az aktivalt T-sejtek citokinszintjét viszonyitottuk Levovirin™
vagy Ribavirin Jjelenlétében kezeletlen, aktivalt T-sejtek
citokinszintjéhez, amelyet 100%-nak tekintettiink. A citokin-
szintre kifejtett zérd hatds tehdt az aktivalt kontroll érté-
kének, 100%-nak felel meg. A 3.A-C &brakon a Ribavirinnel és
Levovirinnel™ és kiilénb6z8 Thl-citokinekkel kezelt T-sejtek
dézis-valasz gorbéjének hasonlésiga figyelhetd meg. Az 1. tab-
lazatban Ribavirin és Levovirin™ hatasat foglaltuk 6ssze SEB
altal stimulalt T-sejtek Thl-citokineket - IL-2-t, IFNy-t és
TNFa-t - expresszald képességére. Eredményeink egyértelmiien
azt mutatjak, hogy a Levovirin™ igen alkalmas olyan betegségek
kezelésére, amelyek kialakuldsdban 1l-es tipustu citokinek kri-

tikus szerepet jatszanak.
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1. tablazat

Ribavirin és Levovirin™ hatidsa SEB &ltal stimuldlt T-sejtek

Thl-citokineket - IL-2, TFNy és TNFa - expresszild képességére

Kezelés IL-2 IFN-y TNF-a
SEB 100 100 100
SEB+Ribavirin 143+/-18 131+/-6 124+/-4
SEB+Levovirin™ 131+/12 122+/-3 144+/-7

Valamennyi adatot az aktivalt kontrollhoz viszonyitott
szazalékos aranyok atlagaként adtunk meg (+/-standard hiba;
SD) az egyes citokinekre vonatkoztatva. A SEB 4&ltal indukalt
l-es tipusu citokinszekrécié abszolut értéke [pg/ml+/-SD] az
IL-2 esetében 640+/-36, IFNy esetében 462+/-37, TNFa esetében
223+/-27 volt. A nyugalmi érték valamennyi citokin esetében
kisebb volt mint 30 pg/ml.

3. példa

Vizsgalatok a direkt virusellenes aktivitas és citotoxicitas

meghatarozasara

Huffman J.H. és munkatarsai, valamint Barnard D.L. é&s mun-
katarsai eljardsaval in vitro vizsgaltuk a Levovirin™ és
Ribavirin direkt virusellenes aktivitasat influenza A, B,
parainfluenza 1 és 2, valamint 1léguti szinciciumképzé virus
(RSV) ellen [Huffman J.H. és mtsai.: Antiviral Chem. and
Chemother., 8, 75 (1997); wvalamint Barnard D.L. é&s mtéai:
Antiviral Chem. and Chemother., 8, 223 (1997)]. A human immun-
deficiencia virus ellenes aktivitdst a National Cancer
Institute intézetében vizsgaltdk egy olyan eljarassal, amely a

virusreprodukcidé barmely szakasziban képes kimutatni a fertdzd
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agenst [Weislow O.W. és mtsai: J. Natl. Cancer Inst., 81, 577
(1989)]. A hepatitis-B (HBV) elleni aktivitast Marion és mun-
katarsai eljarasaval kévettiik (Marion és mtsai.: Hepatology,
7, 724 (1987)]. A Ribavirin HIV ellenes aktivitasat és cito-
toxicitasat korabbi adatok alapjan ismerjiik [McCormick J.B.:
Lancet II, 1367 (1998)].

2. tablazat

Direkt virusellenes aktivitas és citotoxicitas meghatarozasa

Vegyililet Aktivitas HBV HIV INFL.A | INFL.B | PARA 1| PARA 3 RSV

Levovirin |Direkt vi-| >100 >600 >200 >200 >1000 >1000 >1000
™ rusellenes
hatas

Citotoxikus >100 >600 >200 >200 >1000 | >1000 | >1000

hatéas

Ribavirin |[Direkt vi-| >100 40 6,1 1,9 4 4 5
rusellenes
hatéas
Citotoxikus 53 >40 56 >100 480 480 100
hatas

Az alabbi virusokat teszteltiik: hepatitis B (HBV); human
immundeficiencia virus (HIV), influenza (INFL) A és B; para-
influenza (PARA) 1 és 3; valamint léguti szinciciumképzé virus
(RSV). A virusellenes aktivitast (ECs) vagy citotoxicitast
(CCs0) pmol/l koncentraciéban adtuk meq. |
4. példa

Levovirin™ gyulladisellenes aktivitasa Concavalin-A altal in-

dukalt hepatitisben

BALB/c-egereket (csoportonként 6 egeret) injektaltunk int-
raperitonealisan egyetlen 20 Hg-os (1 mg/kg) Ribavirin vagy
Levovirin™ dézissal, vagy 200 nl PBS-sel, majd egy 6ra mulva

intravénasan, 0,3 mg Concavali-A-val (Con A, Calbiochem, San
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Diego, CA). Huszonnégy (24) o6ra mulva, az egereket Penthrane
alkalmazdsaval elaltattuk, és szivpunkciéval elvéreztettiik,
hogy teljes vért kapjunk. Az alvadt vérbdl szérumot nyertiink,
és abbdél szérum aminotranszferaz (ALT) meghatarozast végez-
tink. A szérum ALT-szinteket enzimaktivitasi vizsgalattal ha-
taroztuk meg (Sigma), a szusztrétok, az alanin és o-keto-
glutarsav katalizise soran képzédott termékek (pirosz8l8sav és
glutaminsav) kolorimetrids mérésével. A 4. dbran azt A4brazol-
tuk, hogy miként fligg a szérum-ALT mennyisége a Ribavirin vagy
Levovirin™ kezelést8l, vagy PBS-kezeléstdl. Mind a Ribavirin,
mind a Levovirin™ képesnek bizonyult ConA Aaltal indukalt szé-
rum-ALT-szintek Jjelentds mértékd csdkkentésére: koériilbeliil
1900 egység/ml szintrél Ribavirin esetében 969 egység/ml+/-192
szintre, Levovirin™ esetében 954 egység/ml+/-179 szintre.

A leiréasban tehat vegyiileteket és eljarédsokat ismertettiink
virusfert8zések kezelésére Levovirin™ alkalmazasaval. Szakem-
ber szamdra nyilvanvalé azonban, hogy a taladlmadny szerinti
megoldasnak a leirdsban ismertetetteken feliil szamos mdédosi-
tasa lehetséges, anélkiil, hogy a taldlmanyi gondolattél eltér-
nénk. A taladlmdny tehat nem korlatozédik az ismertetettekre,
hacsak igényiinkben kifejezetten masképp nem k&tjik ki. Ezenfe-
lul, a leiras és az igénypontok vonatkozasédban, valamennyi ki-
fejezést a szdvegdsszefiiggéssel 0sszhangban, a lehetd legtagabb
értelemben haszn&ljuk. Kiiléndsen, a “tartalmaz” és “tartal-
mazni” kifejezéseket elemek, komponensek és lépések vonatkozi-
saban nem kizdrdé értelemben haszndljuk, utalva arra, hogy az
elemek, komponensek vagy lépések jelen lehetnek, illetve azokat
alkalmazhatjuk mas elemekkel, komponensekkel vagy lépésekkel

egylitt, amelyekre a leirasban kifejezetten nem utaltunk.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras virusfert&zés kezelésére betegben, amelynek so-
ran (1) képletld vegyiiletet adagolunk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, amelynek soran HIV-
fertézést, HCV-fertdzést vagy HBV-fertd&zést kezeliink.

3. Az 1. igénypont szerinti eljarads, amelynek soran a ke-
zeléssel noéveljiik a Thl-valaszt a Th2-valaszhoz képest a be-
tegben.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a ve-
gylilet beaddsaval a Thl-valaszt fokozzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a Thl-
valasz fokozasaval az IL-2-szint atlagos csucsértékét legalabb
70 témeg%-kal noéveljuk az aktivalt kontrollokban mérhetd
szinthez képest.

6. A 4. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a Thl-
valasz fokozasaval az IFN-y-szint atlagos csucsértékét legalabb
20 témeg%-kal noéveljiik az aktivalt kontrollokban mérhetd
szinthez képest.

7. A 4. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a Thl-
valasz fokozasaval a TNF-a-szint atlagos csucsértékét legalébb
50 tomeg¥-kal néveljik az aktivalt kontrollokban mérhetd
szinthez képest.

8. A 4. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a Thl-
valasz fokozasaval az IL-2-szint atlagos csucsértékét legalabb
42 tomeg%-kal, az IFN-y-szint szint dtlagos csucsértékét lega-
labb 125 toémeg%-kal, a TNF-o-szint szint &tlagos csucsértékét
pedig legaldbb 72 tomeg%-kal néveljiik az aktivalt kontrollok-

ban mérhetd szinthez képest.
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9. Az 1. igénypont szerinti eljarads, amelynek soran a be-
adast in vivo végezziik.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a be-
adadst szajon at végezziik.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a be-
adast injektaléassal végezziik.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, amelynek soran a ve-
gyliletet 0,1-1,0 mg/testtomeg-kg dézisban adjuk be a betegnek.

13. Immunvéalaszt szabalyozdé szer, amely egy (1) képletd

vegylilet.

A meghatélmaZOtt:
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