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KARBOXAMIDIN-MODOSITOTT, KETGYURGS BAZISU { (
NUKLEOZ IDANALOGOK

KIVONAT KOZZETETELI PELDANY

A taldlmény téargya karboxamidin-mdédositott, kétgylrls
bazisu nukleozidanaldégok alkalmazasa rendellenes allapot-
ként autoimmun betegség, példadul rheumatoid arthritis,
sclerosis multiplex vagy diabetes, vagy gyulladasos beteg-
ség, pl. kontakt dermatitis, vagy neoplazia kezelésére
szolgdald gydgyszer eldallitésdban.

A talalmany szerint vegyuletek alkalmasak az immun-
rendszer valaszreakcidja jellege, kozelebbrdl a az 1. tipu-

su és 2. tipusu citokin-valaszreakcid aranya modulalasara.
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KARBOXAMIDIN-MODOSITOTT, KETGYURUS BAZISU
NUKLEOZIDANALOGOK

A taldlmény targyat képezik nukleozidanaldédgok és el-
jarasok alkalmazasukra, kozelebbrél karboxamidin-médosi-
tott, kétgylrilis bazisui nukleozidanaldgok alkalmazédsa rend-
ellenes &llapot kezelésére szolgdld gydgyszer eldallitédsa-
ban.

A talalmadny szerint vegyliletek eldédnydsen alkalmazha-
tok az immunrendszer valaszreakcidjanak moduldléséara.

Az emlésok immunrendszere a limfocitak két f6 oszta-
lyat tartalmazza: B-limfocitak (B-sejtek), amelyek a csont-
veldbdl szarmaznak, és a T-limfocitak (T-~sejtek), amelyek a
timuszbdl szadrmaznak. A B-sejtek nagyrészt a humoralis im-
munvalaszért (azaz az antitest-termelésért), mig a T-sejtek
tulnyomdéan a sejtkozvetitett immunitasért feleldsek.

A T-sejteket 4&ltalaban két alosztalyba soroljuk, a
“segltd” (helper) T-sejtek és a citotoxikus T-sejtek alosz-
tdlyaba. A segitd T-sejtek mas limfocitakat, tobbek kozott
B-sejteket, citotoxikus T-sejteket és makrofagokat aktival-

nak ugy, hogy a sejtkozvetitett immunitasban szerepet jat-

Aktaszamunk: 97235-9353B/SG



sz0, citokineknek nevezett oldhaté fehérjemedidtorokat
bocsadjtanak ki. A 1limfokin kifejezésen a leiréasban
citokinek részhalmazat értjiik.

A segitdé T-sejteket altalaban szintén két alosztéalyba
soroljuk, az 1. tipusu és a 2. tipusu alosztalyba. Az 1.
tipusu sejtek interleukin-2-t (IL-2), tumornekrdzis-faktort
(TNFo) és gamma-interferont (IFNy) termelnek, és elsédlege-
sen sejtkozvetitett immunitédsért, mint példaul a késdi ti-
pusu hiperszenzitivitasért és az antivirdlis immunitasért
felelébsek. Ezzel szemben a 2. tipusu sejtek inter-
leukinokat, IL-4-et, IL-5-0t, IL-6-ot, IL-9-et, IL-10-et és
IL-13-at termelnek, és elsédlegesen a humoralis immun-
valaszok segitésében jatszanak szerepet, példéaul az
allergénekre adott immunvalaszokban, példdul az IgE- és
IgG4-antitest izotipusvaltasaban [Mosmann, Annu. Rev.
Immunol. 7: 145-173 (1989)].

Az 1. tipusu és 2. tipusu ,valaszreakcidk” alatt az
1. és 2. tipusu limfocitak indukcidéjanak eredeményeként ke-
letkez8 hatédsok teljes sorozatat értjik. Ilyen valasz-
reakcidok tobbek kozdott a megfeleld citokinek termelése,
transzkripcié, transzlacid, szekrécid &altal és lehetséges
mdédon mas mechanizmusokkal; a megfeleld limfocitdk megno-
velt proliferacidja és mas, a citokinek megnovelt termelé-
sével Osszefliggd hatasok, tobbek kdzott a mozgékonysagi ha-
tasok.

Korabbi szabadalmi bejelentések [09/462714,
09/291097, 09/291093, 09/471513, 60/164365, 60/16436¢6,

60/172097, 60/175111] (amelyekre ugy hivatkozunk, mintha



teljes terjedelmiikben beépitettink volna a leirasba, és
azok a kitanitéds részét képezik), a kiilénbdzd nukle-
ozidoknak (amelyeket itt ugy definidlunk, mint amelyek ma-
gukban foglaljak a nativ nukleozidok szarmazékait és ana-
légjait) a limfocita-valaszreakcidk egymasra vonat-
koztatott, szelektiv modulédlédséra gyakorolt hatasara vonat-
kozd felismeréseink szempontjaira vonatkoznak. Tobbek ko-
z6tt kimutattuk, hogy akar az 1. tipusu vagy akar a 2. ti-
pusu valaszreakcidk szelektiv mdbdon elnyomhatdak, mig a ma-
sik valaszreakcidé indukélhatd vagy valtozatlanul hagyhato,
és akar 1. tipusu vagy akdr a 2. tipusu valaszreakcidk sze-
lektiv mdédon indukdalhatdak, mig a masik védlaszreakcio el-
nyomott, vagy akar viszonylagosan nem befolyasolt. Felis-
mertik azt a meglepd tényt is, hogy bizonyos nukleozidok,
amelyek hatasosak az 1. tipusu és a 2. tipusu valaszreakci-
6k egymashoz viszonyitott, szelektiv modul&lasaban, hajla-
mosak a bimodalis hatasra. Bizonyos nukleozidok, amelyek
altalanossagban hajlamosak viszonylag nagyobb dbézisban el-
nyomni vagy indukdlni az 1. tipusu és a 2. tipusu aktivitéas
is, hajlamosak tobbek kozott alacsonyabb dbozisokban az 1.
tipusi és a 2. tipusu aktivitds szelektiv mbdédon torténd,
egymashoz viszonyitott modulalésara.

Mas nukleozidanaldg-vegylleteknek a limfocita-valasz-
reakcidk egymdshoz viszonyitott, szelektiv modulalaséara
gyakorolt hatéasat korabban nem vizsgaltdk vagy nem dokumen-
taltak. Felismertiuk, hogy a bimodalis hatas vagy az 1. ti-
pusi és a 2. tipusu valaszreakcidk egymédshoz viszonyitott,

szelektiv modulédlasa fellép mé&s nukleozidanaldg vegyliletek,



mint példaul a vegylletek prodrogformdjdnak beadasa utan
is.

Biolbégiaiag aktiv vegytiletek klinikailag alkalmazhatd
hatdanyagokka torténd fejlesztésekor sok akadallyal kell
megkiizdenlink. Sok, hatasos biolégiailag aktiv hatdanyag so-
hasem lesz klinikailag alkalmazhaté hatdanyag nemkivanatos
biofarmakoldgiai tulajdonsagai miatt, mint példaul a bioléd-
giai korlatokon vald alacsony Aathatolasi képesség, mint
példaul a vér-agy-gat (blcocod brain barrier, BBB) és a bél-
gat. Sokféle faktor gyakocrol hatést egy hatdanyag biolégiai
hozzaférhetdéségére, azonban sok hatbanyag nemkivanatos
fiziko-kémiai tulajdonsagai (pl. toltés, lipofilitas, hid-
rogénkotési potencial, méret) valdszinlileg a leggyakrabban
eldforduld faktorok kozé tartoznak, amelyek akadalyozzak a
hatdanyagok bioldbgiai gatakon torténd athatolasat. Ezaltal
egy hatdanyag fiziko-kémiai jellemzd&i (toltés, lipofilitas,
hidrogénkodétési potencial, méret) optimalizdlasa a legvald-
szinlbb altalanos stratégia a hatdanyagok ilyen membran-
korlatokon &t torténd transzportja lehetdvé tételére.

Hatdanyagok fiziko-kémiai tulajdonsagai optimalizala-
sanak egy lehetséges stratégiaja a prodrog-stratégia
[Bundgaard, H., Design of Prodrugs, kiad.: Elsevier, Ams-
terdam (1985); Bodor, N., Prokai, L., Wu, W.M., Farag, H.,
Jonalagadda, S., Kawamura, J. Simpkins, Science 257: 1698-

1700-1992); Taylor, H.E., Sloan, K.B., J. Pharm. Sci. 87:
5-20 (1998)]. A prodrog kifejezést olyan hatdanyag leiradsa-
kor alkalmazzuk, amelynek kémiai vagy enzimatikus transz-

formacidén kell atesnie a beadas utdn az aktiv vagy eredeti



hatdanyag eléréséhez, ugy, hogy a metabolikus termék vagy
eredeti hatdanyag ezt kovetden kifejthesse a kivant farma-
koldgiai valaszreakcidét. Kisméretd szerves molekuldk eseté-
ben bizonyos polaros funkcionalis csoportokon tranziens és
bioldgiailag reverzibilis mdédon szarmazék képezésével e
csoportok nem kivénatos fiziko-kémial jellegzetességei (pl.
tdltés, hidrogénkotési potencidl) ,elmaszkirozdéddnak” anél-
kiil, hogy a molekulak farmakolégiai tulajdonsagait véglege-
sen megvaltoztatnank. Ezt a stratégidt nagyon sikeresen al-
kalmaztak olyan esetekben, ahol a prodrog-szarmazékképzés
magaban foglalja tobbek ko&zott karboxil- vagy hidroxil-
funkcidscsoport észterré torténd konvertdlasat, amely 1in
vivo koénnyen hidrolizal kémiai vagy enzimatikus tton. Azt
feltételezzlik, hogy az 1igéretes prodrog-koncepcid szerint
az eredeti hatdanyagba mas molekularészek bevitele megndve-
1i a bioldgiail hozzaférhetdséget, az adszorpcids és anti-
vitralis hatésokat.

Ezek a felismerések kildndsen Jjelentdsek, mivel a
fent ismertetett betegségek kdzlil sok esetében a kezelésére
szolgald modern stratégia hatékonyséaga korlétozott, és/vagy
jelentds mellékhatésai vannak. Autoimmun betegségek kezelé-
se példaul gyakran tilineti kezelésre, toxikus antitestek el-
tavolitasara (mint a wmyastenia gravis esetében) veszélyes
drogok, tobbek k&zdtt kortikoszteroidok, klorokvin-szar-
mazékok és antimetabolikus és tumorellenes hatdanyagok, az
immunrendszer sejtjeit célzod hatdanyagok (mint a

ciklosporin) beadé&sdra korlatozddik.



A technika 4llasa szerint szamos immunmoduldator-ve-

gylilet ismert, azonban mindegyiknek van egy vagy toébb hat-
ranya. Ezé&ltal tovabbra is szikség van javitott eljarasokra
és immunmodulator-vegyliletek készitményeire.

Az alabbiakban a taladlmany rovid dsszefoglalasat ad-

juk.

A taldlmany targyadt Uj nukleozidanaldg-vegyiiletek és
azokkal rokon vegylletek, mint példaul prodrogok, ezek te-
rapias alkalmaz&sal és szintézise képezik.

A taldlmany egyik szempontja szerint a nukleozid-
analdg-vegylletek altalanos szerkezete az 1. képlettel ir-

haté le, hol a kémiai konfigurécidé 1lehet L-konfiguracio

vagy D-konfiguréacid:

OHOH

1. képlet

ICN-10776

A talalmany egy masik szempontja szerint a gydgyasza-
ti készitmény tartalmaz az 1. képlettel leirhatd vegyiilet,
vagy gyogyaszatilag elfogadott észtere vagy sbéja terdpiasan
hatdsos mennyiségét legalabb egy gydgyaszatilag elfogadott

hordozdéval keverve.



A talalmany egy masik szempontja szerint a gybdgyasza-
ti készitmény tartalmazza az 1. képlettel leirhatd vegyiilet
prodrog formdjat vagy gydgyaszatilag elfogadott észterét
vagy sd6jat legaléabb egy gydgyaszatilag elfogadott hordozd-
val keverve.

A taldlmany egy masik szempontja szerint 1. vagy 2.
képlettel leirhatd vegyliletet alkalmazzuk barmely olyan al-
lapot esetében, amely a vegyllet beadadsara pozitiv mdédon
reagal, barmely készitménynek és elSiratnak megfelelden,
amely a pozitiv valaszreakcidt megvaldsitja. Tobbek kozott
a talalmany szerint az 1. vagy 2. képlettel leirhatd vegyl-
letek alkalmazhatdak fertdzés, parazitafertdzés, rak, tumor
vagy mas neoplazma, Oriassejtes arteritisz vagy autoimmun

betegség kezelésében.

Az alédbbiakban réviden ismertetjiik az Abrékat.

Az 1A-1F. a&brak a talédlmany szerinti vegyiiletek a hu-
man eredetd, aktivalt T-sejtek citokin- és proliferativ va-
laszreakcidjara gyakorolt dbézishatdsat bemutatd grafikonok.

A 2. &bra a talalmany szerinti vegylletekkel kezelt
sejtek ki1lonboz& RNS-expresszidit bemutatd autoradiogramm.

A 3. &bra a taldlmany szerinti vegyliletekkel t&rténd
kezelés hatdséara a specifikus citokintermeld sejtek szamat
(ill. annak vé&ltozadsat 5. old) bemutatd grafikon.

A 4A-4F. abrak a talalmany targyadt szerinti vegyiile-
teknek a human eredetid, aktivalt T-sejtek életképességére,
citokin-valaszreakcidira és proliferacidéjara gyakorolt idsé-

leges hatésait bemutatd grafikonok.



Az LHA-5B. abradk a taladlmény szerinti vegyileteknek a
normédl donorokbdél és reumatoid artritiszben szenvedd péaci-
ensekbdl szarmazd, aktivalt, periférids T-sejtek citokin-
termelésére gyakorolt Osszehasonlitd hatédsait bemutatd gra-
fikonok.

A 6. é&bra sejteknek a taldlmany szerinti vegyiiletek-
kel torténd kezelésre adott valaszreakcidjaként a kilonbozd
RNS-expresszidkat bemutatd autoradiogramm.

A 7. &4bra a talalmadny szerinti vegylileteknek a CD4+
és CD8+ T-sejtalcsoportok aktivalt citokinvalaszara gyako-
rolt hatédsat mutatja be.

A 8. abra a talédlmany szerinti vegylleteknek az egér-
eredet?i Thl T-sejtek keletkezésére gyakorolt hatdsat bemu-
tatd abra.

A 9A. abra fiulduzzadasi méréseket mutat be.

A 9B. abra sejteknek a taladlmany szerinti vegyliletek-
kel torténd kezelésre adott valaszreakcidjaként a sejtekben
kiilonbdz6 RNS-expresszidkat bemutatd autoradiogramm.

A 10. &bra egy mésik, filduzzadasi méréseket bemutatéd
abra.

A 10B. abra sejteknek a taldlmadny szerinti vegylle-
tekkel torténd kezelésre adott valaszreakcidjaként a sej-

tekben kilénbdzd RNS-expresszidkat bemutatd autoradiogramm.

Az alédbbiakban a talalmany részletes leirdsat adjuk

meqg.
A leirédsban kovetkezd kifejezéseket az aldbb defini-

dltak szerint alkalmazzuk:



A ,nukleozid” és ,nukleozid-analdgvegyilet” kifejezé-
sek felcserélhetdek, és barmely, specifikus pozicidjéban
heterociklushoz, aromas heterociklushoz, vagy purinanaldg
(9. pozicid) vagy pirimidinanaldg (1. pozicid) esetében ez-
zel ekvivalens pozicidhoz kapcsolt pentdzbdl vagy mddosi-
tott pentdzrészbdl all.

A  ,nukleotid” kifejezésen nukleozid 5 -pozicidban
szubsztitudlt foszfatészterét értjik.

A ,heterociklusos” kifejezésen monovalens, telitett
vagy nem telitett, szénatomokbdl alld (karbociklusos) gyUi-
ris gyokot értink, amelyben legalabb egy heteroatom van,
mint példaul N, O vagy S, és a gylirtiben minden hozzaférhetd
pozicid adott esetben, fliggetlenil szubsztitudlva van, pél-
daul hidroxi-, oxo-, amino-, imino-, kis tagszamu alkil-,
brém-, klbér- és/vagy cianocsoporttal. A szubsztituensek
ilyen osztélyaba soroljuk a purinokat és pirimidineket is.

A ,purin” kifejezésen nitrogéntartalmi, kétgytiriis he-
terociklusos vegylileteket értunk.

A ,pirimidin” kifejezésen nitrogéntartalmi, egygylris
heterociklusos vegyileteket értiink.

A ,D-nikleozidok” kifejezésen D-ribdz cukor-molekula-
részt tartalmazd nukleozidvegylleteket értiunk.

Az ,L-nukleozidok” kifejezésen L-ribobz cukor-
molekularészt tartalmazd nukleozidvegyileteket értiink.

Az ,L-konfiguracid” és D-konfiguréacid” kifejezéssel a
leirasban a vegyiletek ribofuranozil-molekularészének kémi-
al konfiguracidjat irjuk le, amely a molekula pirrol-

pirimidon-részéhez kapcsolddik.
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A ,C-nukleozidok” kifejezéssel a leirasban a ribodoz-
cukorrész és a heterociklusos béazis kozott kialakult k&tést
irjuk le. A C-nukleozidokban a kotés a ribdz-cukorrész Cl-
pozicidjabdl ered és a heterociklusos béazis szénatomjahoz
kapcsoléddik. A C-nukleozidokban kialakuld kdtés szén-szén-
tipusu kotés.

Az ,N-nukleozidok” kifejezéssel a leirdsban a ribdz-
cukorrész és a heterociklusos bazis kdzott kialakult kotést
irjuk le. Az N-nukleozidokban a kotés a ribdz-cukorrész Cl-
pozicidjabdl ered és a heterociklusos bazis nitrogénatomja-
hoz kapcsoldédik. Az N-nukleozidokban kialakuld kdtés szén-
nitrogén-tipusu kotés.

A ,véddcsoport” kifejezésen olyan kémiai csoportot
értink, amelyet oxigén- vagy nitrogénatomhoz adunk azért,
hogy megvédjuk azokat a molekula més részein végzett szar-
mazékképzés soradn a tovabbi reakcidtdl. A szerves kémiai
szintézisben jartas szakember szamara az oxigén és nitrogén
véddcsoportjal széles valasztéka ismeretes.

A ,kis tagszamu alkil-, kifejezésen metil-, etil-, n-
propil-, izopropil-, n-butil-, t-butil-, i-butil- vagy
hexilcsoportot értink. E kifejezésre tovabbi példak (lehet-
nek) egy-hat szénatomos gylrls, elé&gazd vagy egyenes szén-
lancu csoportok.

Az ,aril-, kifejezésen monovalens, nem telitett, aro-
mas széngylrids gyokét értiunk, amelyben egy gylrd (pl.
fenil-) vagy két kondenzalt gydrd (pl. naftil-) van, amely
adott esetben lehet szubsztitudlva hidroxil-, kis tagszému

alkil-, klorid- és/vagy cianocsoporttal.
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A ,heterociklusos” kifejezésen monovalens, telitett
vagy nem telitett, szénatomokbdl alld (karbociklusos) gyu-
ris gyokot értink, amelyben legalabb egy heterocatom van,
mint példaul N, O, S, Se vagy P, és a gylrilben minden hoz-
zaférhetd pozicid adott esetben, fiilggetleniil szubsztitualva
van, példaul hidroxi-, oxo-, amino-, imino-, kis tagszamu
alkil-, brém-, kldér- és/vagy cianocsoporttal. (az eldzd6 ol-
dalon mar definidlta, és nem is pontosan igy 7. old), vagy
nincs szubsztitualva.

Az ,egygylris” kifejezésen monovalens, telitett,
szénatomokbdl &l116 (karbociklusos) ciklusos gyokot értink,
amelyben legalabb egy heterocatom van, mint példaul N, O, S,
Se vagy P, és a gylrlben minden hozzaférhetd pozicid adott
esetben, fliggetlenlil szubsztitualva van cukor-molekula-
résszel vagy mas csoportokkal, mint brdém-, klér- és/vagy
cioanid-csoporttal ugy, hogy az egygyldrls rendszer végsd
soron aromassa valik (pl. timidin).

Az ,,immunmoduléator” és ,modulator” kifejezéseken az
1. képlettel 1leirhatd vegyiilet olyan mennyiségét értjik,
amely helyreallitja az immunfunkcié normalis szintjét, vagy
az immunfunkcidét a normalis szint f0lé emeli fertdzés eli-
mindlidsa céljébdl.

Az 1 képlettel 1leirhatd vegylletek tartalmazhatnak
aszimmetriakdzpontokat. Ennek megfelel8Sen ezek el&allitha-
toak akadr optikailag aktiv formédban vagy akar racém keverék
formajadban. A leirasban és az igénypontokban ismertetettek

szerint a talédlmany oltalmi k&ére magaban foglalja az 1.
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képlettel leirhatd vegylletek egyedi optikai izomerjeit és
nem racém keverékeit, valamint racém formait is.

Az ,o” ,B” betlikkel aszimetrids szénatom szubszti-
tuense specifikus sztereokémiail konfigurdcidjat Jjelsvljuk
kémiali szerkezet rajzan jelolve.

Az ,enantiomerek” kifejezésen olyan sztereoizomer-
part értink, - amelyek egymassal fedésbe nem hozhaté
tukorparok. Eﬁantiomer~pérok 1:1 keveréke ,racém” keverék.

Az ”izomérek” kifejezésen olyan, kilonbozd vegylilete-
ket értiunk, amelyek képlelte azonos. A ,sztereoizomerek”
olyan izomerek, amelyek csak az atomok térbeli elrendezésé-
ben kilonboznek.

A ,gybgyéaszatilag elfogadott sé6” lehet barmely soé,

amely szervetlen és szerves sObdl vagy bazisbdol szarmazik.

A taldlmany targyat képezd nukleozidanaldgvegyliletek

dltaldban az 1. képlettel irhatdak le:

o i
_NH2
o
A
NTN
HO— X

OH OH

1. képlet

ICN-10776
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ahol a kémiai konfiguracié L- vagy D-konfiguracié, és
ahol a talalmény szerinti vegyliletek lehetnek barmely al-
kalmas sbéformaban (pl. HCl-sd). Réadasul be kell latnunk
kilondsen azt, hogy a talalmany szerinti vegyliletek maguk-
ban foglaljak az 1. képlet szerinti vegylilet prodrogformait
is. A kilondsen eldnyds prodrogformédk elénydsen megvaldsit-
Jak a kovetkezdk kozul legalédbb az egyiket: célszerv vagy
célsejt irdnti megndvelt specificitds, metabolikus stabili-
tas a célsejten vagy célszerven kivil mas kompartmentumban,
csokkent mértékd toxicitds, meghosszabbitott féléletidd a
szérumban, a specifikus sejtek és/vagy kompartmentumok
szempontjubdél megnovelt felvehetdségi képesség, és javitott
fiziko-kémial tulajdonsdgok (megndvelt oldhatbésag, semlege-
sitdédés vagy elektromos toltés bevitele, megndvelt/csokkent
polaritas és/vagy hidroféb jelleg), stb. Raadasul be kell
latnunk, hogy a talalmany szerinti vegyiiletek minden észte-
rét és sbéjat szintén alkalmazhatdnak tekintiink.

Nukleoziddrogok szamos prodrogformadja ismert a tech-
nika allasa szerint, és a taldlminy szerinti prodrogformak
magukban foglalhatjak a cukorrész és/vagy a bazisrész modo-
sitédsait 1is. Az adott vegyllettdl vagy megcélzott szerv-
té8l/sejttsl fuggden a kilondsen eldnyds moéodositds lehet a
taldlmany szerinti vegyilletek 3-tri-O-acetil-szarmazéka a
cukorrész 5°~OH-csoportija észterezése 5 -retinoil-szarmazék
kialakitasa céljabdl, vagy alternativ savakkal képzett
szarmazékok ([szintézisének leiradsat 1lasd: C. Sergheraert,
C. Pierlot, A. Tartar, Y. Henin, M. Lemaitre, J. Med. Chemn.

36: 826-830 (1993)]. Alternativ mdéddon kumarin- vagy amino-
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sav-észtereket &llithatunk eld a taldlmdny szerinti vegyl-
letekb&d1l. A hatdanyagoknak specifikusan a méjba és az epé-
hez torténd eljuttatdséahoz a bels6 epesavtranszport-
rendszer alkalmazasa eldényds megoldas lehet. Ennek kdvet-
kezményeként a taldlmdny szerinti vegyiletekbdl kdlsav-
észterek &llithatdak eléd.

Ahol a talalmany szerinti vegylletek nukleotidok (az-
az tartalmaznak 5" -foszfitcsoportot), eldadllithatunk védett
5 -monofoszfat-szarmazékokat (pl. gylrls és nem gylris
nono-, di- és triésztereket), kiilondsen (eldnydsen) amino-
sav-foszforamidokat szaliciladt-foszfonésztereket, és
lipofil vegylletekkel foszfonésztereket (mdédositott és nem
médositott alkil-, alkenil-, koleszteril-, stb.). Mas, le-
hetséges prodrogok tobbek kozott a kodvetkezdkben felsorolt
nemzetkdzi szabadalmi bejelentésekben bemutatott csoportok
lehetséges kombinacidi: WO/98/39342, WO 98/39343,
WO/98/39344 és WO 99/45016. A taldlmany szerinti vegylletek
prodrogjait eldallithatjuk az amidin-funkcibéscsoporton tér-
téné szarmazékképzéssel, és kiilondsen eldnyds szarmazékok
tobbek kozott a szubsztitualt amidok, amelyek a taldlméany
szerinti vegyliletek karboxamidcsoportijahoz kapcsoléddnak. A
nukleozidok és analdégjai tovabbi eldényds prodrogformai le-
irdsa megtaldlhaté a 09/594.410. szami, 2000. junius 16-&n
benyujtott amerikai egyesltlt &llamokbeli szabadalmi beje-
lentésben, és amely a kitanitéds részét képezi.

Jelen szabadalmi bejelentésben igényeljiik tovabba az
amerikai egyesiilt 4llamokbeli, 60/182676. ideiglenes szamon

2000. februar 15-én benyujtott, és az amerikal egyesilt al-
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lamokbeli, 08/595365. sorozatszamu, 2000. Jjunius 16-an be-
nyajtott szabadalmi bejelentések els&bbségét, amelyek beje-
lentésekre ugy hivatkozunk, mintha teljes terjedelmiikben
beépitettink volna a leirasba, és azok a kitanitas részét
képezik.

Az alédbbiakban a taldlmdny szerinti vegylletek alkal-

mazadsait ismertetjuk.

A taldlmény szerinti megoldédsban az 1. képlettel le-
irhat6é vegylleteket sokféle (rendellenes) allapot kezelésé-
ben alkalmazzuk, és valdjiban barmely olyan allapot eseté-
ben, amely pozitiv médon reagdl a talalmany szerinti vegyii-
letek beadéasara. Tobbek kozott specifikusan eldnyds a ta-
lalmany targyat képezd vegylletek alkalmazdsa fertézés, pa-
razitafertdzés, rak, tumor vagy autoimmun betegség kezelé-
sére. Ezen kivil eldényds a taldlmény szerinti vegylilet al-
kalmazasa a paciens specifikus szervét, példaul majat vagy
szivét érintd allapot vagy betegség megcélzasara.

A taldlmadny szerint a taldlmdny szerinti vegyliletek-
kel kezelendd fertédzé betegségek tobbek kozott a
respiratoros syncytialis virus (RSV), hepatitisz B-virus
(HBV), hepatitisz C-virus (HCV), 1. és 2. tipusu herpes
simplex virus, herpes genitalis, herpes keratitis, herpes
encephalitis, herpes zoster, humédn papilldémavirus (HPV),
kanyard és gomba okozta fertdzések.

A taldlmany szerint a talalmany szerinti vegylletek-
kel kezelends$ parazitafertézések tobbek k&zott a protozoa,
valamint a bélféreg és mas parazitak altal okozott parazi-

tafertbzések.
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A taldlmény szerint a kezelendd$ rak vagy tumor tobbek
kézott virus 4altal eldidézett rak vagy tumor, és a kezelés
hatdsa 1lehet tobbek kozott a virussal fertdzott sejt
neoplasztikus &llapotba vald transzformacidéjanak gatlasa, a
virusnak a transzformdalt sejtb&l mas normal sejtekhez wvalod
elterjedése gatlasa és/vagy virus A&altal transzformalt sej-
tek novekedése megallitasa.

A taldlmany szerint a kezelendd autoimmun és mas
rendellenességek tobbek ko6zott az arthritis, psoriasis,
bélbetegéyg, juvenilis diabetes, lupus, sclerosis multiplex,
koszvény és koszvényes arthritis, rheumatoid arthritis,
transzplantacids kilokddés, oOriassejtes arteritis, allergia
és asztma.

A taldlmdny szerinti vegylletek tovabbi, taldlmény
szerint alkalmazasa tobbek kozott mas nukleozid- vagy
nukleotidanaldégok kémiai szintézisében olyan inter-
medierként vald alkalmazédsa, amelyek viszont alkalmazhatodak
mas célokra terédpias hatdanyagként.

A taldlmany egy tovébbi szempontija szerint a talal-
many térqyétbképezi eljaras emldseredetd allat ember keze-
lésére, amely eljaras magaban foglalja a taldlmany targyat
képez8 vegyliletet tartalmazd gydgyszer terdpidsan és/vagy
profilaktikusan hatasos mennyiségének beadasat. Ebb&l a
szempontbdl a hatas Osszefligghet az emldéseredetd allat em-
ber immunrendszerének bizonyos elemei moduldlasaval, kiilso-
nosen az 1. és 2. tipusu limfokinprofil egymashoz viszonyi-
tott moduldléasaval. Az 1. és 2. tipusu limfokinek moduldla-

sakor kulonosen eldényds, ha a modulalas tobbek kozott az 1.
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és 2. tipusu limfokinek k6zul mindkettd elnyoméasa, vagy az
1. tipusuak elnyomédsa és a 2. tipusuak stimulalasa.

Példaul sok autoimmun betegség (pl. rheumatoid
arthritis, sclerosis multiplex, diabetes) esetében kimutat-
tak, hogy 1. tipusu polarizadlt citokinexpressziéval fiigge-
nek 6ssze. Kimutattuk, hogy a taldlmany szerinti vegyiiletek
hatasosan indukaljak a 2. tipusu citokinexpresszidt, csdk-
kentik az 1. tipusu citokinexpresszidt, és csdkkentik az
aktivalt T-sejtek proliferacidjat (alébb). Ennek kovetkez-
tében meg kell értenitnk, hogy, a taldlmédny szerinti vegyil-
letek tobbek kozott eldnydsen alkalmazhatdak olyan betegsé-
gek kezelésében, amelyek megnovelt 1. tipusu citokin-
expresszidval vannak o6sszefliggésben, vagy olyan betegségek
kezelésében, amelyek csbkkent 2. tipusu citokin-
expresszidval vannak Osszefliggésben, vagy amelyek megnévelt
1. tipusu és csokkent 2. tipusu citokinexpresszidval vannak
osszefilggésben. Igy kildndsen elényds a taldlmany szerinti
vegylleteket 1. tipusu citokin altal kozvetitett gyullada-
sos valaszreakcidkban és autoimmun betegségekben torténd
alkalmazasa. Ennek kovetkeztében meg kell érteniink, hogy a
taldalméany szerinti vegyliletek alkalmazhatdak immun-
modulatorként, és kiildéndsen 1. tipusu szuppresszansként
és/vagy stimulansként.

Altalanossagban azok a taldlmany szerinti legeldnys-
sebb alkalmazasok, amelyek esetében az aktiv vegyiiletek a
nem célba vett gazdasejtek szamdra viszonylagosan kevéssé
citotoxikusak, és viszonylagosan aktivabbak a megcélzott

sejtek/szovetek esetében. EbbSl a szempontbdl eldnyds lehet
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az 1is, hogy az L-nukleozidok a D-nukleozidokkal szemben
stabilabbak lehetnek, ami jobb farmakokinetikdhoz vezethet.
Ez az eredmény elérhetd$, mivel az L-nukleozidokat az enzi-
mek nem ismerik fel, igy hosszabb lehet a féléletidejiik.

Az alédbbiakban a taldlmany szerinti vegyilletek beada-

si médjait ismertetjik.

A talalmany szerinti vegylilleteket eldénydsen alkalmas
gybgyaszati készitményben adjuk be, alkalmas eldirat sze-
rint. Igy a beadas torténhet oralisan, parenteralisan (tob-
bek kozdtt szubkutan injekcidéban, intravéndsan, intra-
muszkuladrisan, intraszernalis injekcidban vagy infuziéds
technikaval), inhalacibés spray alkalmazdsaval, rektalisan,
helyileg és igy tovabb, és dézisegységformaban, amely tar-
talmaz hagyomanyos, nem toxikus, gydgyaszatilag elfogadott
hordozdkat, adjuvansokat és olddszereket.

Példaként emlitve, a taldlmany szerinti vegyiiletek
elénydsen formulazhatdak gydgyadszatilag elfogadott hordozd-
val. Példaul a talalmany szerinti vegyliletek beadhatdak
oralisan gybdgyaszatilag elfogadott sék formdjédban. Mivel a
talalmany szerinti vegylletek tobbnyire vizben oldhatoak,
ezért beadhatéak intravénasan fizioldgiai sbéodatban (pl.
7.2-7.5 pH-értékre pufferolva). Hagyomdnyos pufferok, mint
a foszfat-, bikarbonat- vagy citratpuffer alkalmazhatéd
ilyen célra. Természetesen a technikéban jarta szakember a
leiras kitanitasai szerint mdédosithatja a készitményt a be-
adas konkrét médja céljat szolgald szédmos készitmény célja-
ra anélkiil, hogy a taldlmany szerinti készitményt instabil-

la tenné vagy gyengitené terédpids aktivitasat. Eldénydsen a
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talalmany szerinti vegylletek modositdsa vizben vagy mas
olddészerben vald oldhatéva tétel céljabdl példaul kénnyen
végrehajthatd kisebb médositasokkal (sdoképzés, észterezés
stb.), amelyek a technikaban jarta szakember szamara maga-
tol értetdddek. Szintén magatdl értetdSdS a technikdban jar-
tas szakember szamara a konkrét vegyililet beadasi mdédja és
dbézisadagoldsa moédositasa abbdl a célbdl, hogy a talalmany
szerinti vegyulet farmakokinetikdjat a paciens szempontja-
bdél a maximalisan eldnyds hatasok elérése céljdbol iranyit-
sa.

Bizonyos gydgyészati dézisformdk esetében a vegyilile-
tek prodrogformaja, kiuldndsen példaul a talalmany szerinti
vegylletek acilalt (pl. acetildlt) szarmazékai, piridin-
észtereli és kildnbozdb sdforméai elénydsek, és beadhatdak pa-
ciens allapota kezelésére szolgald eljaréasban.

Raadasul a taldlmany szerinti vegyililetek beadhatodak
dnmagukban vagy mas hatdanyagokkal kombindlva a fent ismer-
tetett fertdzések és allapotok kezelése céljabdl. A talal-
many szerinti kombinalt terapidk tartalmazzdk a taldlmany
szerinti 1legalabb egy vegylllet vagy annak funkcionalis
szarmazéka és legalabb egy masik, gybégyaszatilag aktiv &sz-
szetevé beadasanak lépését. Az aktiv Osszetevd (Osszetevdk)
és gybdgyaszatilag aktiv hatdanyagok beadhatdak kiilén vagy
egyutt, és ha kilén adjuk be azokat, akkor beadhatdak egy-
mast kovetden, vagy kulon-kiilon barmilyen sorrendben. Az
aktiv Osszetevd (Osszetevdk) és gydgyaszatilag aktiv hatéd-
anyagok mennyiségét és a beadas viszonylagos id&zitését ugy

valasztjuk meg, hogy a kivant, kombinAlt terdpias hatast
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elérjiuk. Eldnydsen a kombinadlt terdpia magdban foglalja a
talalmany szerinti egyik vegyilet vagy fizioldégiailag funk-
cionalis szarmazéka és az egyik, alabbiakban ismertetésre
keriilé hatbanyag beadasanak lépését.

A taldlmény szerinti vegyiiletekkel kombindcidéban a
talalmany szerint hatasos hatdanyagok vagy aktiv Osszetevdk
példaul virusellenes hatdanyagok, mint az interferon, tdb-
bek kozott, de nem kizardlagosan az interferon-o és az in-
terferon-y, Ribavirin, acyclovir és AZT™; gombaellenes ha-
tbéanyagok, mint példaul a tolnaftate, Fungizone™,
Lotrimin™, Nystatin és Amphotercin; parazitaellenes hato-
anyagok, mint a Mintezol™, Nicolcide®™, Vermox™ és Flagyl™,
bélre hatd anyagok, mint példaul az Immodium™, Lomotil™ és
Phazyme™; tumorellenes hatdanyagok, mint az interferon-o és
az interferon-vy, Adriamycin™, Cytoxan™, Imuram™,
Metotrexate®™, Mithracin®™, Tiazofurin™, Taxol™; bérqydgy-
aszati hatdéanyagok, ~mint az Aclovate™, Cyclocort™,
Denorex™, Florone™, Oxsoralen™, k&szénkdtrany és szalicil-
sav; migrénkészitmények, mint az ergotamin-vegylletek; fel
nem felsorolt szteridok és immunszuppresszansok, tobbek k&-
z0tt cyclosporin-ok, Diprosone™, hidrokortizon,
mikofenolsav, Arava™ (leflumonid) ; Floron™, Lidex™,
Topicort és Valisone; és metabolikus hatdanyagok, mint az
inzulin, és mas hatdanyagok, amelyek nem illeszkednek pon-
tosan a fenti kategéridkba, tobbek kozdtt a citokinek, mint
példaul az IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 és IL-12. Kil®dno-
sen eldényds elsddleges hatdanyag az AZT, 3TC, a 8. pozicié-

ban szubsztitudlt guanozin-analdgok, 2,3-dideoxi-
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nukleozidok, interleukin-II, interferonok, mint példaul az
IoB-interferonok, tucaresol, levamisole, 1isoprinosine és
ciklolignénok.

Az ilyen terapids hatdanyagokra tovabbi példak tobbek
kdzott azok, amelyek hatdsosak az immunrendszer moduladlasa-
ban, vagy azzal 0&sszefiiggé allapotokban, mint példaul az
AZT, 3TC, a 8. pozicidban szubsztitudlt guanozin-analdgok,
2°,3" -dideoxi-nukleozidok, interleukin-II, interferonok,
mint példadul az IaB-interferonok, tucaresol, levamisole,
isoprinosine és ciklolignanok. Bizonyos, taldlmény szerinti
vegyliletek hatésosak lehetnek bizonyos, taldlmény szerinti
hatdanyagok bioldgiai aktivitédsa novelésében a metabolizmus
csdkkentése 4&ltal vagy mas vegylletek gatlasa altal, és
példaul beadhatdak azzal egylitt a kivant hatas elérése cél-
Jabol.

Az adagoléads szempontjabdél a technikdban jartas szak-
ember felismeri, hogy a terapiasan hatdsos mennyiség
vatozhat a kezelendd fertdzéstdl vagy allapottdl, annak su-
lyossagatdl, az alkalmazandd kezelési rendtdl, az alkalma-
zott hatdanyag farmakokinetikajatdl, valamint a pécienstdl
(Allat vagy ember) fliggéen. Eldénydsen kiilonbozs, alternativ
adagolas szintén alkalmazhatd, tobbek kozott 0.5-0.1 mg/kg
kozotti vagy kevesebb, azonban 0.5-2.0 mg/kg (pl. 1.25
mg/kg) ddzis vagy tébb szintén alkalmazhatd. Raadasul, mig
bizonyos rendellenes allapotokban sikeres kezelés érhetd el
a taladlmany targyat képezd vegyliletek viszonylag alacsony
plazmakoncentracidival, a taldlmény szerini megoldasban mas

rendellenes allapotokban sziikség lehet viszonylagosan maga-
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sabb dbézisokra. A talalmadny szerinti megoldasban azonban
alkalmas adagolasi rend fejleszthetd ki, ha kis mennyiséget
adunk be, és ezutan addig noveljiuk az adagot, amig a mel-
lékhatasok tulzottan kedvezdtlenek lesznek, vagy a kivant
hatast elérjluk.

Az aktiv vegyllet beadédsa valtozhat a folyamatos
(intravénéds csepegtetés) a naponkénti néhany oralis beada-
sig (példéul Q.I.D.) és a beadads mdédja lehet todbbek kdzott
oradlis, helyi, parenteralis, intramuszkuldris, intravénéas,
szubkutédn, transzdermalis (amely tartalmazhat tdbbek kdzstt
penetracidét eldsegité hatdanyagot), bukkadlis és végbélkup-
ként torténd adagolas.

A talalmény szerinti gydgyadszati készitmény eldalli-
tasakor egy vagy tobb, talalmany szerinti vegyiiletet alapo-
san elkeveriink gydgyaszatilag elfogadott hordozbéval hagyo-
manyos, gyodégyaszati vegyitd technikédkkal, ddzis elBallitasa
céljabdél. A hordozd a beadni kivant készitmény formajatol,
példédul oralis vagy parenteralis formatdl fluggden sokféle
format olthet. Az oralis ddzisformdju gydgydszati készitmé-
nyek eldallitasakor barmely szokdsos gydgydszati kdzeg al-
kalmazhaté. Igy folyadékformaju orédlis készitmények, mint
példaul szuszpenzidk, elixirek és oldatok esetében alkalmas
hordozék és adalékok tobbek kézott a viz, glikolok, olajok,
alkoholok, izesit&anyagok, tartdésitdszerek, szinezékek és
ilyenek alkalmazhatdak. Sziladrd oréalis készitmények, mint
példaul a porok, tablettéak, kapszulédk, és szilard készitmé-
nyek, mint példaul a végbélkupok eseében alkalmas hordozdk

és adalékok tobbek kozdott a keményitdk, cukorhordozdk, mint
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példaul a dextrdz, mannitol, laktdz és ezekkel rokon hordo-
z6k, higitodk, granulaldanyagok, sikositdk, kétdanyagok,
dezintegraldé hatdanvagok és ehhez hasonldak. Szikség esetén
a tablettak és kapszulak készithetdek enteroszolvens pasz-
tillabevonattal vagy kibocsajtast késleltetd8 bevonattal
standard technik&k alkalmazasaval.

A parenteralis készitmények esetében a hordozé rend-
szerint tartalmaz steril vizet vagy vizes natrium-klorid
oldatot, azonban mas Osszetevdk, mint példaul a diszperziot
segitd anyagok, szintén alkalmazhatdak. Természetesen ahol
a steril viz sterilen alkalmazandé, a készitményt és a hor-
dozdkat szintén sterilizalni kell. ElS4llithatéak injektal-
hatdé szuszpenzidk, amely esetében alkalmas folyadék-
hordozbékat, szuszpenddld hatdanyagokat és hasonldkat alkal-

mazhatunk.

PELDAK

A kovetkezd példak a taldlmédny szerinti vegyiletek
néhany bioldgiai hatasa illusztralasa céljat szolgaljak.
Kbzelebbrdl a kisérleti adatok azt jelzik, hogy a talalmény
szerinti vegyliletek gatoljdk az aktivacié &ltal indukalt
IFNy-, IL-2- és TNFa-szekréciét és T-sejt-proliferaciot,
azonban novelik az IL-4- és IL-5-termelést humi&n eredetdi T-
sejtekben, dbézisfliggdé médon.

A taladlmany szerinti vegyltletek 4&ltal kodzvetitett,
periférias T-sejtekre gyakorolt biolégiai hatéas, amely 48
6éra elteltével érte el a maximumot, és lathatéd volt

PMA/ionomycin vagy PHA-val torténd stimuldlassal, citokin-
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fehérje és mRNS-szintjén detektaltuk normal személyeknél és
rheumatiod arthritis-ben szenvedé paciensek esetében, meg-
novelte a 2. tipusu citokintermels sejtek szamat, mig csok-
kentette az 1. tipusu citokintermeld sejtek szamat.

Raadasul a taldlmadny szerinti vegyiiletek altal kival-
tott, 2. tipusu citokin-eltoldédas indukcidja egybeesett az
indukalhaté nitrogénoxid-szintaz, c-myc, IL-6 és IL-1b
mRNS-e csdkkenésével (gyulladascsdkkentd hatast valdszinii-
sitve), és még dramaibb volt a human eredetd T-sejtek CD4'-
populacidja esetében. Raadasul taladlmany szerinti vegylle-
tek Th2-citokin-eltoldédast indukaltak egéreredetii nyirok-
mirigybél szarmazd Thl-sejtekben in vivo, és (0.3 és 0.6
mg/kg-nal), 1i.p. beadva BALB/c-egerek esetében két, 1. ti-
pusu citokinkozvetitett akut gyulladasi valaszreakciébt,
dinitrofluor-benzolra adott kontakt hiperszenzitivitast és
Staphylococcus B-enterotoxin altal kivaltott gyulladasi va-
laszreakcidt géatolt.

Ezek az 1in vivo hatéasok fokozott IL-10- és csokken
IFNy-mRNS-expresszidval fliggtek ©ssze a nyirokszervekben.
Osszefoglalva ezek az adatok azt jelzik, hogy a talalmany
szerinti vegyliletek funkciondlisan indukdlhatnak Th2-
citokin-eltold6déast in vitro és in vivo.

Vegyiiletek

A talélmany szerinti vegyililetekre példaként emlithetd
a 7-B-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo(2,3-d]pirimidin-5-
karboxamidint a korédbban leirtak szerint szintetizaltuk
[Synthesis and cytokine modulation properties of

pyrrolo[2,3-d]pirimidone nucleosides. J. Med. Chem. 43:
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2566-74 (2000)]. Mindkét vegyiilet molekulatdmege 309.28, és
vizes oldatban oldhatbak.

Human eredetd T-sejtek eld&llitadsa és in vivo aktiva-

lasa

Egészséges donorokbdl vagy reheumatoid arthritis-ben
szenvedd paciensekbdl perifériads mononuklearis vérsejteket
allitottunk el6 sUrlséggradiens-centrifugalassal, majd T-
sejt-dusitassal, Lymphokwik (One Lambda, Canoga Park, CA)
alkalmazasaval. A szennyezd monocitakat mianyaghoz toérténd
kitapasztassal eltavolitottuk. A tisztitott T-sejtekben
>99% CD2', <1% HLA-DR  és <5% CD25%, és a sejteket RPMI-
AP5-ben (20 mM HEPES-puffert, pH 7.4, 5% autoldg plazmat,
0% L-glutamint, 1% penicillint/sztreptomicint és 0.01% 2-
merkapto-etanolt tartalmazé RPMI-1640-es tapkozeg) tartot-
tuk fenn.

Citokinfehérje-szintek meghatarozasa céljabol T-
sejteket (1x10° sejt 1 ml-es térfogatban) aktivaltunk 10 ng
PMA és 0.5 pg ionomycin (mindketté a Calbiochem-t&l, La
Jolla, CA) hozzaadasaval, és 24-iiregi lemezeken inkubaltuk
0-20 uM nukleozid jelenlétében 48 oéran &t 37°C-on 5% CO,-
ben, parasitott inkubatorban. Az aktivalast kévetden a fe-
liluszdkat sejtbdl szarmazd citokintermelésre vizsgaltuk.
Proliferacids és életképességi vizsgalatok céljara a fenti
eldiratot moédositottuk: 96-tiregd lemez, 0.2x10° sejt, 0.2
ml térfogat és 2 ng PMA-val és 0.1 ug ionomycin-nel torténd
aktivalas. Mas kisérletekben 5x10° T-sejtet aktivaltunk 2
ml-ben 20 ng PMA-val és 1 pg Ionomycin-nel. Itt teljes RNS-

t izolaltunk a T-sejtekbdl 6-24 6ras inkubalas utan, és
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analizaltunk RT-PCR-rel a kilonbézé citokinek és gyulladasi
kdzvetitdk mRNS-e szintjei meghatarozédsa céljabdl. Ismét

mas kisérletekben humé&n eredetd T-sejteket tovabb tiszti-

tottunk (sejtdusité reagens alkalmazasaval, Stem Cell
Technologies, Vancouver, BC) CD4'-sejtek (<1% CDS8',

RosetteSep humdn CD4"-T-sejt-izolaldé reagens), és CD8'-
sejtek (<1% CD4", RosetteSep human CD8'-T-sejt-izolald rea-
gens) tiszta T-sejt-alosztdlyok populécidjdnak eldallitasa
céljabol, ami utan 1x10° sejt/ml-t aktivaltunk PMA-val é&s
ionomycin-nel, mint a teljes T-sejtes kisérletek esetében.

Extracelluldris citokinanalizisek

Human citokinszinteket hatdroztunk meg sejtfeliil-
uszOkban, megfeleld higitdsok utan, IL-2-re, IFNy-ra, TNFa-
ra, IL-4-re és IL-5-re specifikus ELISA-reagenskészletek
alkalmazasaval (Biosource International, Camarillo, CA).
Egéreredetli citokinszinteket hataroztunk meg egéreredeti
IFNy-ra és IL-4-re specifikus ELISA-reagenskészletek alkal-
mazasaval (R and D Systems, Minneapolis, MN). Minden ELISA-
eredményt pg/ml-ben fejeztiink ki. Bizonyos adatokat az ak-
tivalt kontroll szazalékdban mutatunk, az aktivalt T-sejt
tesztnukleozid mellett mért citokinszintje a nem kezelt,
aktivalt T-sejt-citokinszintjéhez viszonyitva x 100%. A
tesztnukleozidok citokinszintekre gyakorolt zérd hatasa az
aktivalt kontroll sz&zalékos értékében 100%-ot ad. Alterna-
tiv médon az adatokat az aktivalt kontrollhoz viszonyitott
szazalékos valtozasként mutatjuk ([ (teszt pg/ml-aktivalt

kontroll pg/ml)/aktivalt kontroll pg/ml]x100%). A teszt-
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nukleozidok citokinszintekre gyakorolt zérd hatédsa az akti-
vélt kontroll szazalékos értékében 0%-ot ad.

ELISA-folt mérési eljaras (,spot assay”)

ELISA-folt-lemezeket (Whatman Polyfiltronics,
Rockland, MA) burkoltunk ,befogd” (capture) antitesttel
steril PBS-ben, egy éjszakan &at. Egéreredetdy, monoklonéalis,
(mAb) , huméan eredetl interferon-y-elleni antitestet (IFNy,
MD1-klén, Biosource) alkalmaztunk 4 pg/ml-es koncentracié-—
ban az IFNy esetében. IL-2-elleni ,befogd” antitestet (4
ug/ml, 5334.21. klén, R and D Systems) alkalmaztunk az IL-
2, esetében, IL-4-elleni ,befogd” antitestet alkalmaztunk
(8D4-8. klbébn, Pharmingen, San Diego, CA) alkalmaztunk (5
pug/ml, TRFK-5. klén, Pharmingen) az IL-5 esetében. Steril
PBS-sel torténd kétszeri moséds utan a lemezeket 1.5 6ran at
blokkoltuk 1% BSA-t tartalmazd steril PBS-sel, és ezutan 3-
szor mostuk. 200 pl RPMI-tipkézegben (1% ,pen-strep”, 1%
glutaminsav és 10%-FCS) 0.2x10° PBMC-t helyeztink minden
Uregbe 4 ng/ml PHA-val nukleoziddal (10 pM) vagy anélkiil,
€s 24 o6ran at (IL-2) vagy 48 6ran at (I1L-4, IL-5, IFNy) te-
nyésztettik 37°C-on 5% CO:-ben. Mosas utan, biotiniléalt,
limfokin-elleni detektald antitestet adtunk hozzad egy éj-
szakara, human IFNy-elleni (4 ug/ml, Biosource), IL-2-
elleni antitestet (3 upg/ml, R and D Systems), IL-4-elleni
antitestet (2 pg/ml, Pharmingen), és IL-5-elleni antitestet
(2 pg/ml, Pharmingen). A biotinildlt antitestek koétddésének
meghatdrozasa célijabol tormaperoxidaz-~sztreptavidint
(1:2000 PBS-ben, 0.025% Tween, 1.5 o6ra, szobahémérséklet,

Vector, Burlingame, CA) alkalmaztunk. A lemezeket 12 ml
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natrium-acetat-pufferben (0.1 M natrum-acetét, pH 5.0, és 6
ul H-O:) oldott, 400 nul AEC- (Sigma, St. Louis, MO, 10 mg
oldva 1 ml dimetil-formamidban) alkalmazasaval hivtuk eld.
Az eredményul kapott foltokat szamitogépes ELISA spot Iimage
analyzer (ImmunoSpotTM Image Analyzer, Cellular Technology,
Ltd., Cleveland, OH) készililékkel szamléaltuk, amelyet FELISA-
foltok eldre meghatéarozott feltételek mellett t&rténd de-
tektdlasara terveztek.

Proliferacids és életképességi vizsgalat

T~sejt-proliferéaciéds védlaszreakcidkat vizsgaltunk
[3H]-timidin (1 uCi, ICN, Irvine, CA) beépiilésének mérésé-
vel minden vizsgalat utolsd 16 O6rajara.A sejteket szirdkon
gydjtottik Ossze, és DNS-szintézist mértink szcintillacids
szamlaldval vald meghatdrozdssal Wallac Betapalte szamlalé-
val (Perkin-Elmer/Wallac, Gaithersburg, MD). Eletképességet
hataroztunk meg propidium-jodid-kizarassal (5 pg/ml), nem
kezelt és nukleoziddal kezelt human eredetd T-sejtekkel,
amelyeket FITC-CD3-mal festettiink (Becton Dickinson, San
Jose, CA). A CD3"'-sejtek életképességét propidium-jodid
hozzaadasa utan (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN) aramlési (flow) citometriaval hataroztuk
meq (FACScan, Becton Dickinson).

Kontakt hiperszenzitivitas (CHS)

DNFB-vel, egy kontakt allergénnel szembeni reaktivi-
tast hataroztunk meg BALB/c-egerekben, a korabban leirtak
szerint (Ishii, N., Takahashi, K., Nakajima, H., Tanaka,
S., Askenase, P.W. DNFB contact sensitivity (CS) in BALB-c

and C3H/He mice. J. Invest. Dermatol. 102: 321 (1994) ). RO-
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viden, ,naiv” egereket szenzitizaltunk 20 pyl 0.3% DNFB ace-
ton:olivaolaj 4:1 alkalmazasaval, borotvalt hason. A maxi-
malis CHS kivéaltésa céljabdl az egereket minden fiil mindkét
oldalan 20 ul 0.12%-os DNFB hatédsanak kitéve provokéaltuk,
6t nappal a szenzitizadlads utédn. Nem szenzitizalt egereket
szintén provokaltunk, és minden kisérletnél kontrollként
alkalmaztunk. 24 Ora elteltével a fil vastagsdgat mértik és
a DNFB-re adott valaszreakcidét a provokécid utdni értékbdl
a provokéacid eldtti értéket kivonva &llapitottuk meg. Ahol
jeloltik, a 7-B-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo([2, 3-
dlpirimidin-5-karboxamidint adtunk be 6.2 pg dbézisban 50 ul
PBS-ben (0.3 mg/kg) vagy 12.4 pg dbzisban 100 pl PBS-ben
(0.6 mg/kgj i.p. injekcidéban a DNFB-vel tdrténd provokacid
idején. A 7-f-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo(2,3-d]pirimidin-
5-karboxamidin ilyen ddézisai maximdlis hatast adtak az eld-
zetes optimalizacids vizsgalatokban. Az utolsd ful-
vastagsdg-mérések utan az egereket felaldoztuk cervicalis
diszlokacidéval, és a hoénalji/laterdlis hoénalji nyirok-
csombkat eltédvolitottuk. A teljes celluldris RNS izolalt
nyirokcsombé-sejtekbdl torténd kivonasa utédn RT-PCR  és
Southern Blot analiziseket hajtottunk végre az egér IFNy-,
IL-2- és IL-10 mRNS-szintek mérése céljabodl.

Stapylococcus B-enterotoxin-kezelés 1n vivo

SEB-t injektéaltunk i.p. 50 pg/egér dézisban a 0. na-
pon. 4 egeret tartalmazd 3 csoportban. Az egyik csoportot
6.2 pug 7-f-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo[2,3-dlpirimidin-5-
karboxamidinnel (0.3 mg/kg), és egy csoportot 12.4 ug -B-D-

ribofuranozil-4-oxopyrrolo(2,3~-d]pirimidin-5-
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karboxamidinnel (0.6 mg/kg) oltottunk be, mindkettét 50 nl
PBS-sel, i.p., 1 draval a SEB-bel torténd injektalads eldtt.
A 7-B-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo(2,3-d]pirimidin-5-
karboxamidin 0.6 mg/kg-os ddzisa maximdlis hatast adott az
elb8zetes optimalizacids vizsgalatokban. 24 o6raval késébb
minden egeret elaltattunk inhalécidés altato, Penthrane
(Abbott Labs, N. Chocago. IL) alkalmas dbézisaval, szivbél
elvéreztettitk teljes vér kinyerése céljabdl, és a lépeket
eltavolitottuk. Splenocita-szuszpenzidkat &allitottunk eld
az egyedi lépekbdl, miutdn a szennyezd vdrdsvértesteket el-
tavolitottuk ACK-1iz4alé pufferrel (0.15 M NH,Cl, 1 mM
KHCO3, és 0.1 M Na;EDTA pH 7.2~7.4 szirt). Miutadn az izo-
lalt splenocitakbdl a teljes RNS 1izolaltuk, RT-PCR-t és
Soufhern Blott analizist hajtottunk végre az egér IFNy-,
IL-2-, IL-10 és 1iNOS-mRLS-szintjei meghatarozasa céljabodl.
Nitrogén-oxid-termelést hataroztunk meg annak stabil vég-
terméke, nitrit és nitrat mérésével. Teljes nitrit/nitrat-
szinteket hataroztunk meg a nitrat nitritté valéd redukcidija
utdn nitrat-szintaz-enzimreakcidéval, majd kolorimetrias mé-
rési eljarassal (Sigma), amely a teljes nitrit Griess-
reagens hatéasara, bibor azovegylletté torténd redukcidjan
alapul.

Citokin-mRNS analizise

Teljes cellularis RNS-t extrahdltunk Trizol-reagens
(Life Technologies, Gaithersburg, MD) alkalmazasaval. A
cDNS-szintézis-reakcidét oligo (dT) 12-18 1lancinditd és
Superscript-I1I reverz transzkriptdz (Life Technologies) al-

kalmazasaval hajtottuk végre. A PCR-reakcid (GeneAmp PCR-
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reagenskészlet, Perkin-Elmer, Foster City, CA) 50 ul keve-
rékben tartalmazott ¢DNS-t, dNTP-ket (mindegyik 200 nM),
0.5 upM mindegyik léancinditéparbdl és 1.25 egység Tag-
polimerazt. A humdn eredetd IL-2, IL-10, IL-4, IL-6, IL-1b,
IFNy, c-myc, I1-2R, CD40L (Stratagene, La Jolla, CA) iNOS
(Clontech, Palo Alto, CA) és pHE7 riboszémalis gén lanc-
inditéit alkalmaztuk. Tipikus amplifikaladsi korillmények
tobbek kozott: 5 perc denaturdlds 94°C-on és 5 perc
annelalas 60°C-on, majd 35 ciklus: 1.5 perc 72°C-on, 45 ma-
sodperc 94°C-on és 45 masodperc 60°C-on, végsé extenzids
lépés 10 percig, 72°C-on. Az egéreredetd IL-2, IFNy és (-
aktin lancinditdéit a Stratagene-tél, és az egéreredeti IL-
10-ét a Clontech-t8l1 szereztik be. A Stratagene egér-
citokin-lancinditok amplifiké&lasi korulményei: 5 perc dena-
turalas 94°C-on és 5 perc anneldlas 60°C-on, majd 35 cik-
lus: 1.5 perc 72°C-on, 45 masodperc 94°C-on és 45 masodperc
60°C-on és 2 perc 72°C-on, Vvégs® extenzids lépés 7 percig,
72°C-on.

Minden géntermék esetében kisérletileg hataroztuk meg
az optimalis cDNS-higitast és azt azzal a cDNS-higitassal
definialtuk, amely a telitési koriulmények alatti detektal-
hatd koncentracidt ér el. A PCR-termékeket 2%-os, etidium-
bromidot tartalmazd agardzgélen valasztottuk el, és Hybond-
N -membréanon immobilizaltuk (Amersham Pharmacia,
Piscataway, NJ) egy éjszakan at, 0.4 M NaOH és 0.2 M NaCl
alkalmazasaval. A blottokat az eredeti lancinditdékbdl eld-
allitott 32P-yATP-vel Jjelolt oligonukleotid-prébakkal

(Strategene), vagy az egyedli PCR-termékek centralis régio-
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javal komplementernek tervezett (human eredetd iNOS, egér-
eredetd IL-10 és human eredetd pHE7) specifikus prdébakkal
hibridizaltattuk. A pHE7 szenz 1ldncinditdbdl eldadllitott
probakkal toérténd hibridizalas utadn ekvivalens feltoltést
(,,loading”) &llapitottunk meg. A mosott blottokat ezutan
PhosphorImager (Biorad, Richmond, CA) vizsgaltuk. A
citokin-mRNS vagy mas teszt-mRNS viszonylagos valtozasait a
denzitometrias értékben adtuk meg, és a ,bemend” RNS (in-
put) barmely ingadozasara normaltuk ugy, hogy meghataroztuk
a kérdéses mRNS-nek a pHE7 fenntartd (housekeeping) mRNS-
ére vonatkoztatot aranyat.

Thl és Th2 T-sejtek

8-10 BALB/c- vagy C57BL/6-egeret felaldoztunk
cervicalis diszlokéacidéval, és a hdénalji/laterdlis hoénalji
és térdhajlati nyirokcsombkat eltavolitottuk, nyirokcsomd-
sejt-szuszpenzidt Aallitottunk eld mindegyik &llatbdl, és
osszegyljtottiltk. Egéreredetd CD4' T-sejteket izolaltunk az
0sszegydjtott nyirokcsombésejt-szuszpenzidbdl minden egér-
vonal esetében, egéreredetd T-sejtdisitd reagens, StemStep
alkalmazasaval (Stem Cell Technologies). A Thl- és Th2-
sejtek eldallitasat a korabban leirt eldirathoz hasonldan
hajtottuk végre [Austrup, F., Vestveber, D., Borges, E.,
Lohning, M., Brauer, R., Herz, U., Renz, R., Hallmann, R.,
Scheffold, A., Radbruch, A., Hamann, A., P- and E-selectin
mediate recruitment of T-helper-1 but not T-helper-2 cells
into inflamed tissues. Nature 385: 81 (1997)]. Roviden, a
sejteket optimalis mennyiségd (1 mg/idreg) CD3-ellein mAb-

vel (145-2Cll. kl1é6n, Pharmingen) burkolt, 24-uregd szovet-
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tenyésztd lemezeken aktivaltuk a jelzett rekombinédns egér-
citokinek és citokin-Ab-k (mind a Pharmingen-tél) jelenlét-
ében (IL-2 Onmagaban, 50 U/ml; Thl: IL-2, 50 U/ml; IL-12,
1000 U/ml; IFNy 10 mM ICN-10776 jelenlétében és anélkiil, és
Th2: IL-2, 50 U/ml; 1IL-4, 10ng/ml; IFNy-elleni antitest
(XMG1.2. klén, 10 mg/ml), és 4 napon at tenyésztettiik. A
sejteket friss lemezekre vittik at tapkdzegvaltoztatds nél-
ktil, és tovabbi 48 oéradn &t inkubaltuk, azutdn haromszor
mostuk és friss tapkdzeget adtunk hozza, egy éjszakan At
inkubédltuk, és uUjra stimulaltuk 5 6ran &t PMA-val (10 ng)
és ionomycin-nel (0.5 mg). Ezutdn sejtmentes felliluszdt
vettink az egéreredetl IL-4- és IFNy-szinteket meghatarozé
ELTISA céljara. Az ujonnan nem stimuldlt sejtek IL-4-re és
IFNy-ra negativak voltak, azt jelezve, hogy a tenyésztés
soran adott citokint nem vittuk at.

Statisztikai analizis

Trendalizist hajtottunk végre egyutas vagy kétutas
ANOVA-analizis alkalmazésaval. A relevans statisztikai
szignifikancidt a Student-Newman-Keuls toébbszérds Osszeha-
sonlitd eljardssal allapitottuk meg.

Eredmények

Az ICN-10776-nak az aktivalt, humdn eredetd T-sejtek
citokin- és proliferativ valaszreakciéra gyakorolt dbézisha-
tasa

Vizsgaltuk az 1. tipusu és 2. tipusu citokinprofilt,
valamint a T-sejt proliferativ valaszreakcidkat, amelyet 7-
B-D-ribofuranozil-4-oxopyrrolo[2,3-d]pirimidin-5-

karboxamidinnel (ICN-10776) és human eredetd, aktivalt, pe-
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rifériads T-sejtek 48 oéras inkubédlaséaval indukaltunk. 0.2-20
uM-os dbézistartomédnyban az ICN-10776 novelte a  PMA-
ionomycin (PMA-ION) altal indukalt, 2. tipusu citokinek
szintjét, az IL-4-et és IL-5-0t, dobézisfiggé mdédon, 10 uM-
nal 166%-os és 77%-o0s csucsndvekedéssel (1B és 1D. abra). A
bemutatott adatok 5 donor reprezentativ mintdjébdl szarmaz-
nak. Raadasul azonos ddbézistartomanyban és szintén dbzis-
fiiggd médon, az ICN-10776 dréamai mnédon elnyomta
(szuppresszalta) az 1. tipusu, PMA-ION 4&ltal indukalt
citokineket, az IL-2-t, IFNy-t és TNFx-t, 20 uM-nal 62%-0s,
72%-0s és 78%-0s csucsszuppresszidéval (1F. abra). Egy méso-
dik proliferacidés mérési eljarast is végrehajtottunk kolo-
rimetrids mérési eljaras alkalmazasaval (I-es MTT-sejt-
proliferéacids reagenskészlet, Roche Molecular
Biochemicals), amely az MTT tetrazdliumsdé mitokondridlis
dehidrogenazok altali, formazan-festékké torténdé konverzid-
jan alapul (540 nm-en detektalhatd). A mérési eljaras al-
kalmazadsaval az ICN-10776 drémai mdédon gatolta a T-sejt-
proliferacidt, azt bizonyitva, hogy az ICN-10776 hatasa nem
a timidinfelvétel interferenciajanak tulajdonithatd, amint
azt més nukleozidanaldgok esetében bizonyitott. A citokin-
modulédcid hasonldé hatasait 1lattuk PHA-val stimulalt T-
sejteken és PBMC-ken (az adatokat nem mutatjuk be).

Egy mésik kisérletsorozatban PMA-ION-nel &nmagaban és
2, 5 vagy uM ICN-10776 vagy annak L-enantiomere, az ICN-
17465 jelenlétében aktivalt T-sejteket aktivaltunk 6 o6ran
at vagy 24 6rén at, majd RNS-t izol&ltunk és RT-PCR-t haj-

tottunk végre az 1. és 2. tipusu citokin-mRNS szintjei meg-
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hatdrozésa céljabdl. Azt figyeltilk meg, hogy novekvd ICN-
10776 dobébzisaindl az IL-4-mRNS szintje novekedett és az
IFNy- és TNFx-mRNS szintje ezzel egyidejileg csékkent (2.
dbra, harom donor reprezentativ mintdjadbdél szarmazd ada-
tok). Erdekes médon az ICN-10776 L-enantiomerénél, ICN-
17465-nél e citokinek aktivalt szintjeinél hasonld modula-
cioét nem figyeltink meg, ami a D-ribodz-cukorrész bioaktivi-
tashoz vald abszolut szlkségességét bizonyitja (2. &bra).

Egy harmadik kisérletsorozatban PHA-val o&nmagaban
vagy 10 pM ICN-10776-tal vagy L-enantiomerjével, ICN-17465-
tel PBMC-kat aktivaltunk 24-48 o6ran at specifikus citokin-
antitesttel burkolt folt-ELISA-lemezeken (spot ELISA). A
specifikus citokintermeld sejtek szamadt ezutadn az Anyagok
és moédszerek fejezetben leirtak szerint hatdroztuk meg. Az
IL-2- és IFNy-termeld sejtek szamanak dramai csdkkenését
figyeltiik meg ICN-10776 Jelenlétében, azonban az L-
enantiomer, az ICN-17465 jelenlétében nem (3. abra). Ezzel
szemben az ICN-10776 az IL-4- és IL-5-termeld sejtek szama-
nak jelentds novekedését okozta (az L-enantiomer, az ICN-
17465 nem) (3. abra).

Osszefoglalva, ezek az adatok azt mutatjak, hogy az
ICN-10776 az 1. tipusu citokinek szintjét és a T-sejt-
proliferaciot is <csokkenti, mig noéveli a 2. tipusu
citokinek szintjeit dbézisfiiggé mdédon. A ICN-10776 citokin-
valaszreakcidéra gyakorolt hatasait megfigyeltiik fehérje-
szinten és mRNS-szinten is, és ezek érintették a specifikus

citokintermeld sejtek szamd&t. Raadasul a 2. tipusu citokin-
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eltolddas indukcidjahoz D-ribozilacidra van szlkség, mivel
e nukleozid L-enantiomerje nem mutatott bioaktivitast.

Az ICN-10776 aktivalt, human eredetd T-sejtek
citokin-valaszreakcidjadra és proliferacidéjara gyakorolt
idbleges hatésa.

Annak eldontését tdztik célul, hogy az 1. tipusu
citokinexpresszié elnyomdsa és a T-sejt-proliferativ va-
laszreakcid gatléasa csupan az ICN-10776 T-sejt-toxicitésa-
e. Ha a toxicitas volt a feleldés a megfigyelésért, akkor a
T-sejtek életképességét az inkubacibés 1idé és az ICN-10776
dozisa 1is befolyasolja. Propidium-jodid-kizarasi vizsgéala-
tokat alkalmazva azt figyeltik meqg, hogy az életképesség 20
UM 10776-tal torténd, 48 6ras inkubalds utdn a nyugvd CD3'-
T-sejtek életképessége 95%-rol 85%-ra csokkent (4A, 4B. ab-
ra). A PMA-ION 4ltal aktivalt CD3'-T-sejtek esetében
nukleozidkezelés nélkil az életképesség idbleges, 8 o6réanal
91 + 1%-ra, 24 6branal 88 +2%-ra, és 48 oOranal 83 + 1%-ra
vald csdkkenését figyeltiik meg, azonban 0.2-20 uM-os dbézis-
tartomanyban nem tapasztaltunk szignifikans mértékil elté-
rést nukleozid jelenlétében (4C. &bra). Ezek az adatok azt
valdszinlisitik, hogy az életképesség kis csokkenését elsdéd-
legesen a T-sejtek aktivacidé altal indukéalt apoptdzisa in-
dukalja, és nem a nukleozid kozvetlen toxikus hatésa. Ra&-
adasul az ICN-10776-tal torténd inkubdlas id&leges hatéasa a
T-sejt-proliferdcidé (4D. abra) és IFNy-szekrécid (4F. abra)
dbézisfiiggd csokkenését mutatta, a szupresszid csucsa azon-
ban 48 6ranal volt. Ehhez hasonldéan, az IL-4-szint ddbzis-

fiiggd novekedését szintén 48 oranal figyeltik meg (4E. ab-
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ra). Ezek az adatok azt mutattak, hogy az ICN-10776-tal
torténd kezelést kovetden megfigyelt bioldgiai hatdsok nem
az in vitro toxicités eredményei, és a hatds cstcsa 48 o6ras
inkubdlas utan lathatd. A hatéas csokkenése 48 o6ra utan a
nukleozid defoszforilacié vagy deribozilacidé 4ltali, inak-
tiv degradacidés termékekké vald degradacidjaval lehet &sz-
szefliggésben.

Az ICN-10776 TNFo-, IFNy- és IL-4-termelésre gyako-
rolt komparativ hatésali normal donorokbdl és rheumatoid
arthritis-ben szenvedd paciensbdl szarmazd aktivalt, peri-
férids T-sejtekben.

Kordbban kimutattak, hogy a periférids T-sejtek 2.
fenotipusséd torténd differencidldéddsa in vitro rheumatoid
arthritis-ben csOkkent mértékd normdl a donorokhoz viszo-
nyitva [Berg, D.J., Leach, M.W., Kuhn, R., Rajewski, K.,
Muller, W., Davidson, N.J., Rennick, D., Interleukin 10 but
not interleukin 4 1is a natural suppressant of cutaneous
inflammatory responses. J. Exp. Med. 182: 99 (1995)]. Osz-
szehasonlitottuk az ICN-10776 16 normdl donorbdél és 16 RA-
péciensbdl szarmaz6, PMA-ION-aktivalt, periférids T-sejt
aktivalt citokinprofiljara gyakorolt hatéasat. Azt figyeltiik
meg, hogy 10 uM ICN-1776 &ltal indukalt 2. tipusu citokin-
eltoldédas a normal donorokbdl és RA-paciensbdl szarmazd pe-
riférids T-sejtek esetében is megnyilvanult, amint azt a
szekretdlt IFNy csdkkent szintjeibdl megdllapitottuk (43%
és 63%, p=0.0008 arra, hogy az ICN-10776<, mint a nem ke-

zelt csoportban és az ICN-17465-tel kezelt csoportban), és

emelkedett az IL-4-termelés (266% ¢és192%, p<0.0001 arra,
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hogy az ICN-10776 >, mint a nem kezelt csoport és az ICN-
17465-tel kezelt csoport) (5A. &bra, bal oldalon). Noha a
citokin-valaszreakcidk szignifikadns mértékben nagyobbak
voltak a normal csoportban (p<0.0001), nem volt szignifi-
kdns mértékd kiulonbség az ICN-10776 4&ltal indukalt, 2. ti-
pusi citokineltolédas nagysagrendjében, egyik csoportban
sem (5A. &bra, bal oldal). A periférias T-sejteket 10 uM
ICN-17465-nek, az ICN-10776 L-enantiomerjének kitéve nem
tapasztaltunk az aktivalt citokinprofilon hasonld hatéast
egyik csoport esetében sem (5A. a&bra, jobb oldal). Kiilénal-
16 kisérletekben PMA-ION-stimulalt, perifériads T-sejtek ak-
tivalt citokin-mRNS-profiljat normdal donorokbdl és RA-
paciensekbdl szarmazd T-sejtek esetében is meghataroztuk 10
UM ICN-10776 és ICN-17465 jelenlétében és anélkiil. Amint az
a fenti, szekretalt citokinfehérjére vonatkozd adatokbél
latszik, az ICN-10776, az ICN-17465-tel ellentétben, megno-
velte az IL-4-mRNS-szinteket és szuppresszdlta az IFNy- és
TNFa-szinteket mindkét csoportbél szarmazd periférids T-
sejtek esetében (5B. &bra). Ez4ltal a 2. tipusu citokin-
eltoldédas ICN-10776 altali, fehérje-és mRNS-szinten is meg-
nyilvanulé indukcidéja a T-sejtekben 4ltaldnos jelenséget
képvisel, és valdszinlileg nem csdkken az RA-paciensekbdl

szarmazbd T-sejtek esetében sem.
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Az ICN-10776 Aaltal kozvetitett citokin-valaszreakciodk

gyulladaskeltd és gyulladaselleni kézvetitdanyagokra gyako-

rolt hatésa

Mivel az 1. tipusu citokineltolddas altaldban gyulla-
déskeltd valaszreakcidkat indukal, mig a 2. tipusu citokin-
eltoldédés rendszerint gyulladaselleni valaszreakcidkhoz ve-
zet, meghataroztuk az 1. és 2. tipisu citokinek mRNS-
szintjeit aktivalt, humadn eredetli T-sejtekben és 0&sszeha-
sonlitottuk ezeket az azonos donorbdl szarmazd sejtek né-
hany kritikus gyulladéselleni vagy gyulladaskeltd kozvetitd
mRNS-szintjeivel. Azt figyeltik meg, hogy az ICN-10776, ra-
addsul az 1. tipusu (az IFNy, a TNFx és az IL-2
szuppresszidja) és 2. tipusu citokinekre (IL-4 novelése)
gyakorolt hatéasadn kivil az IL-10, egy gyulladaselleni
citokin szintjének novekedését is indukalta, és
szuppresszalta két gyulladaskelté citokin, az IL-6 és az
IL-1B8 szintjeit. Raadasul ezzel egyidejlileg csdkkent az in-
dukalhatdé nitrogénoxid-szintaz, a gyulladaskeltd kozvetitd-
anyag termeléséért felelds enzim (iNOS) expresszidja,
nitrogénoxiot is megfigyeltink (6. &4bra). Raadéasul, a ICN-
10776 anti-prolifertiv hatédsa is bebizonyosodott, a c-myc,
proliferdld 1limfocitakban erdésitéd szabdlyozads alatt 4lld
protoonkogén szuppresszidja miatt (6. abra). Ezek az adatok
azt mutatjadk, hogy az ICN-10776-kezelés &altal kivaltott,
megnovelt 2. tipusu citokin-védlaszreakcid és a gyengitett
1. tipusu citokin-valaszreakcié megnovelt gyulladéselleni
kbrnyezetet, valamint hatédrozott anti-proliferativ hatast

eredményez periférias T-sejtekben.
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Az ICN-10776 hatésa az aktivalt citokin-valasz-

reakciéra CD4"- és CD8'-T-sejt-alosztalyokon

A helper T-sejt-alosztaly (CD4") is, és a citotoxikus
(CD8") T-sejt-alosztaly is fontos szerepet jatszik az anti-
génre adott immunvalaszban, fliggetlenil attdl, hogy az an-
tigén idegen vagy sajat. Mindkét alosztaly képes az 1. ti-
pusu vagy a 2. tipusu citokinek termelésére vald differen-
cidlodasra. Mivel a CD4'- és CD8'-T-sejt eltérd szerepet
jatszik az autoimmunitds patogenezisében és a patogénekre
adott protektiv valaszreakcidéban, fontos volt, hogy megkii-
lonboztessink barmely, differencidlt hatast a két T-sejt-
alosztalyban az ICN-10776 altal kivaltott 2. tipusu
citokineltolédasban. Igy 6sszehasonlitottuk az ICN-10776-
kozvetitett aktivalt citokin-valaszreakcidt 1izoldlt CD4%Y-
és CD8'-T-sejteken és azonos donor Osszes T-sejtjei eseté-
ben. A szekretalt IL-4-szintek szignifikdns mdédon megndve-
kedtek minden T-sejt-csoportban a PMA-ION-nal toérténd 48
6ras stimuldléds utadn az ICN-10776 jelenlétében, de az ICN-
17465 jelenlétében nem, a nem kezelt, aktivalt kontrollok-
hoz viszonyitva (p< 0.0001 arra, hogy az ICN-10776>a nem
kezelt és ICN-17465-tel kezelt) (7. 4&bra). Raadasul az
IFNy-szintek szignifikdns mértékben csdkkentek mindharom T-
sejt-csoportban az aktivalt kontrollhoz vagy az ICN-17465-
tel kezelt csoportokhoz viszonyitva (p< 0.0001). Meglepd
médon az ICN-10776 altal kozvetitett IL-4-ndvekedés a
legdrdmaibb a CD4'-T-sejtek esetében volt (994%-os ndveke-
dés az aktivalt kontrollhoz viszonyitva, a CD8+—T—sejteknél

228%-kal és az 0Osszes T-sejtnél 320%-kal oOsszehasonlitva,
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p<0.03) . R&adasul az IFNy ICN-10776-tal torténd
szuppresszi6éja szintén sokkal dramaibb volt a CD4'-T-sejtek
esetében, noha mindharom T-sejtcsoportban szignifikans mér-
tékd volt (8l1%-os csokkenés az aktivalt kontrollhoz viszo-
nyitva, CD8'-T-sejteknél 37%-0s és az &sszes T-sejtnél 52%-
0s csokkenéssel O6sszehasonlitva, p<0.05). (7. abra). Hason-
16 szuppressziv hatéast nem figyeltink meg az ICN-17465-tel
kezelt h&rom csoport egyikében sem. Ezek az adatok azt mu-
tatjak, hogy CD4'-T-sejtek voltak a legfogékonyabbak az
ICN-10776 altal kOzvetitett citokinmodulacidé iradnt. Az is
valdészinlUsithetd, hogy a CD8'-T-sejtek ellenallébbak lehet-
nek az 10776 altal kozvetitett hatédsokal szemben, és vald-
jaban szabdlyozdéjelet nyujtanak a CD4'-T-sejtek szaméara,
ami elfojtja az ICN-10776 4&ltal indukalt, 2. tipusu

citokineltoloddéast.

Az ICN-10776 hatasa az egéreredetii Thl-sejtek kelet-

kezésére

Azt vizsgaltuk, hogy az ICN-10776 indukd&lhat-e 2. ti-
pusi citokineltoldédast akér olyan korilmények kozott, ame-
lyek normalis koridlmények kozott Thl-sejtek keletkezését
idézik el& egéreredetdl 1limfoid T-sejteknél. BALB-c és
C57BL/6 (egerekbdl szarmazd) nyirokcsombdbi T-sejteket izo-
laltunk és Thl-sejteket allitottunk eld kezdeti, CD3-elleni
antitesttel és IL-2-vel, IFNy-val és IL-12-vel burkolt le-
mezen toérténd inkubalast kovetden, a kordbban leirtak sze-
rint [Austrup, F., Vestweber, D., Borges, E., Lohning, M.,
Brauer, R., Herz, U., Renz, H., Hallmann, R., Scheffold,

A., Radbruch, A., Hamann, A., P- and E-selectin mediate
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recruitment of T-helper-1 but not T-helper-2 cells into
inflamed tissues. Nature 385: 81 (1997)]. Ezek a Thl-sejtek
a restimulds sorédn alacsony szintd IL-4-et és Jjelentds
mennyiségu IFNy-t szekretdlnak, a kizardélag CD3-elleni an-
titesttel és IL-2-vel torténd kezeléshez viszonyitva (8.
dbra). Az elsdé inkubédlasi periddusban az ICN-10776-tal tdr-
ténd egyiittes 1inkubalas azonban ezeket az egéreredetid T-
sejtek esetében magasabb szintd IL-4- és alacsonyabb szinti
IFNy—termelést indukalt, mint a Th2-sejtek esetében (ame-
lyeket a CD3-elleni antitesttel és IL-2-vel, IL-4-gyel és
IFNy-elleni antitesttel torténd restimuldlads utdn &llitot-
tunk eld) (8. abra). Ezek a megfigyelések mindkét egértdrzs
esetében konzisztensek voltak. Osszefoglalva ezek az adatok
azt mutatjdk, hogy az ICN-10776 Th2-sejtek keletkezését in-
dukdlhatjdk még olyan korltlmények kozott is, amelyek Thl-
sejtek keletkézését segitik eld.

A kontakt hiperszenzitivitési valaszreakcid ICN-10776
beaddsat kovetbden fellépd csdkkenése megndvelt szintd IL-
l0-expresszidval és csokkent IL-2- és IFNy—expresszioéval
fiilgg Ossze egéreredetd nyirokcsomdésejtek esetében

Kontakt hiperszenzitivitédsi valaszreakcidt (CHS) val-
tottunk ki DNFB-vel eld&kezelt BALB/c-egereknél, miutan
0.2%-0s DNFB hatasanak kitéve a fileken valaszreakcidét pro-
vokaltuk, a korabban leirtak szerint [Ishii, N., Takahashi,
K., Nakajima, H., Tanaka, S., Askenase, P.W., Dnfb contact
sensitivity (CS) 1in BALB/c and C3H/He mice. J. Invest.
Dermatol. 102: 321 (1994)]. A 9A. &abréan bemutatjuk a DNFB-

vel elbkezelt és a nailv egerekek, és a 0.3 mg/kg és 0.6
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mg/kg ICN-10776 -tal kezelt egerek esetében a fiilduzzadasi
méréseket. Ebben a reprezentativ kisérletben a valasz-
reakcidé provokalasa sordn i.p. beadott ICN-10776 nagyban
csokkentette a DNFB-re adott CHS-valaszreakcidkat dézisflug-
g8 mdéddon, amint azt a flulvastagsdg atlagos csdkkenése mu-
tatja: 42% a 0.3 mg/kg, és 68% a 0.6 mg/kg dbdzis esetében
24 o6raval a valaszreakcid provokélasa utéan (a CHS-gatlast a
nem eldkezelt, DNFB-vel provokalt (naiv) egerek valasz-
reakcidinak kivonasa utén szamitottuk ki). Nem figyeltiink
meg lényeges valtozast a valaszreakcid provokalasa utani
filvastagsagban a DNFB-vel eld&kezelt, aceton-olivaolajjal
provokalt egerek, vagy aceton-olivaolajjal el8kezelt, DNFB-
vel provokadlt egerek esetében. Raadasul, amint a 9B. 4&bran
bemutatjuk, az egéreredetl IL-10 mRNS-expresszidtja a nyi-
rokcsomdi sejtekben nagymértékben nodvekedett, azonban az
IL-2- és IFNy-mRNS-szintek a DNFB-vel eld8kezelt és ICN-
10776-tal kezelt egerek esetében alapvetden csokkentek, a
csak DNFB-vel eldkezelt egerekhez viszonyitva. Osszefoglal-
va ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy a BALB/c-egerekben
az 1n vivo CHS-valaszreakcidk ICN-10776-tal kivaltott csok-
kenése az IL-10 (a DNFB-re adott CHS-valaszreakcidban a fé
szabalyozdbcitokin) szintje novekedésével, és az IL-2 és
IFNy szintje (mindkettd a CHS-valaszreakcidk fontos kozve-
tit8anyaga) szuppresszidjaval figg Ossze.

A nitrogénoxid-kibocsdjtadssal meghatarozott, SEB-
altal indukdlt gyulladédsi valaszreakcidk csdkkenése az ICN-

10776 beadasédt kovetden in vivo az IL-10-expresszid noveke-
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désével és az IFNy-expresszid csokkenésével fligg oOssze
egéreredetili splenocitakban

SEB-&4ltal indukd&lt gyulladédsi valaszreakcidkat val-
tottunk ki BALB/C-egerekben 50 nl SEB i.p. injekcidban tor-
téné beaddsa utéan, a korabban leirtak szerint (Tam, R.C.,
Ramasamy, K., Bard, J., Pai, B., Lim,C., Averett, D.R., The
ribavirin analog ICN 17261 demonstrates reduced toxicity
and antiviral effects with retention of both
immunomodulatory activity and reduction of hepatitis-
induced serum alanine aminotransferase levels., Anticrob.
Agents. Chemother. 44: 1276 (2000)]. A 10A. &bran bemutat-
Jjuk a 0.3 mg/kg vagy 0.6 mg/kg ICN-10766-tal kezelt egerek-
ben az SEB-provokacid utdn mért teljes szérum-nitritmérések
eredményeit. Ebben a reprezentativ kisérletben, az ICN-
10776 provokacid idején torténd beadasa nagymértékben csok-
kentette az SEB 4altal kivaltott gyulladasi valasz-
reakcidkat, dézisfiuggd mddon, amit a szérum atlagos nitrit-
szintjel csokkenése mutatjak: 54% a 0.3 mg/kg dbézisnal és
78% a 0.6 mg/kg dbébzisndl, 24 o6raval a provokacid utédn. RaE-
adasul, a 10B. a&abran bemutatottak szerint, az egéreredeti
IL-10-mRNS expresszidéja nagymértében novekedett, azonban a
splenocitédk esetében az IFNy-mRNS-szintek alapvetden csok-
kentek az ICN-10776-tal kezelt és SEB-bel provokalt egerek
esetében, a csak SEB-bel provokalt egerekhez viszonyitva.
Osszefoglalva, ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy 1in
vivo, BALB/c-egerekben SEB &altal indukdlt gyulladasi va-
laszreakcidk ICN-10776 4&ltai csokkenése gyulladéaselleni

citokin, az IL-10 (a SEB &altal kivaltott gyulladas kovetlen
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szabalyozdja) szintje novekedésével, és az IFNy (a SEB al-
tal kivaltott gyulladési véalaszreakcidk fontos kozvetitd-

anyaga) szintje elnyoméaséaval figg &ssze.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Az 1. képletd vegyilet alkalmazasa rendellenes al-
lapotként autoimmun betegség vagy gyulladasos betegség ke-
zelésére szo0lgdld gyodgyszer eldallitaséban, ahol a vegylilet

cukorrészének kémiai konfiguracidja L-konfiguracid vagy D-

konfiguracib.
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2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a rend-
ellenes allapot autoimmun betegség.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazéds, ahol az auto-
immun betegség rheumatold arthritis, sclerosis multiplex
vagy diliabetes.

4. Az 1. igénypont szerinti alkalmazéds, ahol az auto-
immun betegség rheumatoid arthritis.

5 Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az auto-
immun betegség sclerosis multiplex.

6. Az 1. igénypont szerinti alkalmazéas, ahol az auto-
immun betegség diabetes.

7. Az 1. igénypont szerinti alkalmazads, ahol rendel-

lenes &allapot gyulladasos betegség.
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8. A 7. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a gyulla-
dadsos betegség kontakt dermatitis.

8. A 7. igénypont szerinti alkalmazés, ahol a gyulla-
dasos betegségben az 1. tipusu citokinexpresszid magasabb
szint@, mint az 1. tipusi citokinexpresszidé egészséges sze-
mély esetében.

10. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az 1.
tipust citokin interleukin-2.

11. A 9. igénypont szerinti alkalmazads, ahol az 1.
tipusi citokin tumornekrdzis-faktor-o.

12. Az 1. 1igénypont szerinti alkalmazds, ahol a
gyogyszer 1n vivo beadasra van formulazva.

13. Az 1. 1igénypont szerinti alkalmazds, ahol a
gyodgyszer oralis beadasra van formulazva.

14. Az 1. 1igénypont szerinti alkalmazads, ahol a
gyogyszer injekcidban toérténd beadasra van formulazva, és
ahol a vegylulet cukorrésze L-konfiguracidju.

15. Az 1. igénypont szerinti alkalmazéds, ahol a a ve-
gyiilet dézisa 0.1 mg/kg pacienstestsuly és 1.0 mg/kg péci-
enstestsuly kozotti.

16. A 2. igénypont szerinti alkalmazads, ahol az auto-
immun betegségben a 2. tipust citokinexpresszidé magasabb
szint@, mint az 2. tipusu citokinexpresszid egészséges sze-

mély esetében.
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17. a 16. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a 2.

tipusu citokin interleukin-4.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

Dr. Svingor Adam

P szabadalmi Ugyvivd
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