SALVIA FAJTAKBOL NYERT ANTIVIRALIS AKTIVITASU
VEGYULETEK

Kivonat KOZZETETELI PELDANY

A talalmany olyan készitményekre vonatkozik, melyekben a ha-
tbanyag(ok) legaldbb egy olyan csoportot tartalmaz(nak), amely egy
(1) altalanos képletd B-(3,4—dihidroxifeniI)-tejsavbél és/vagy egy (2)
altalanos képletd koffeinsavbol szarmazik - melyek a Salvia nemzet-
séghez tartozd névények kivonataiban talalhatoak -, ahol a képletek-
ben
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tovabba az aktiv hatéanyag molekulatémege nagyobb, mint 190
dalton.

Az eldényos hatéanyagok kézé tartoznak a konjugalt formak, ezek
lehetnek a fenti csoportok dimer, trimer, tetramer és nagyobb tag-
szamu polimerjei; a leginkabb eldnyods hatéanyagok a szalvianolsav
dimerjei, trimerjei, tetramerjei és nagyobb tagszamu polimerjei.

A készitmények tartalmazhatnak szokasos segédanyagokat is, és

alkalmazhatok szlsztemasan vagy lokalisan.
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SALVIA FAJTAKBOL NYERT ANTIVIRALIS R
TIVITASU VEGYULE ~
AK GYULETEK yiy77ETETEL] PELDANY

A jelen talalmany a Salvia nemzetségbdl szarmazd névenyek ki-
vonataibél szarmazo aktiv anyagok alkalmazaséara vonatkozik. Az
aktiv hatéanyagok legalabb egy B-(3,4-dihidroxifenil)-tejsavbol
és/vagy koffeinsavbol szarmazd csoportot tartalmazo molekulakon-
jugatumbol allnak. Az elényés aktiv hatdéanyagok a szalvianolsav,
ennek di-, tri-, és tetramerjei. Az aktiv anyagot 6nmagaban vagy
elényds médon kombinaciéban alkalmazhatjuk virusfertozések vagy
virusok altal kézvetitett egyéb allapotok kezelésében.

A talalmany elézményeit az alabbiakban ismertetjuk.

Salvia miltiorrhiza. A Salvia miltiorrhiza (SM) régéta hasznala-
tos névény a hagyomanyos kinia orvoslasban szivérrendszeri-, és
majbetegségek kezelésében. A névénybdl nyert kivonatok jelentds
majvédé hatassal rendelkeznek mind in vitro, mind in vivo (Hase és
mts., Planta Med., 63:22-26. oldalak, 1997). A magnézium-
litospermat-B lehet az egyik f6 aktiv majvédd hatasu komponens az
SM-ben (Liu és mts., Chung Kuo Chung Hsi Chih Ho Tsa Chih,
13:352-353. oldalak, 326, 1993). Az SM szintén tartalmaz antioxidan-
sokat, melyek elésegitik a membrankarosodasok helyreallitasat a
virusos miokarditisz kezelése soran (Meng és mts., Chung Kuo
Chung Hsi Chih Ho Tsa Chih, 12:345-347. oldalak, ill. 324-325.
oldalak, 1992). Kronikus B-tipusu hepatitiszben szenved6 betegek-
ben szintén hatasos volt az SM-el és/vagy a Polyporus Umbellatus
poliszahariddal (PUP) végzett kezelés (Xiong, Chung Kuo Chung Hsi
Chih Ho Tsa Chih, 13:33-35. oldalak, ill. 516-517. oldalak, 1993). Az
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SM névényi kivonatai szintén rendelkeznek anti-HIV aktivitadssal (US
5 178 865) és anti-hepatitisz aktivitassal is (98/24460 szamu nem-
zetkozi bejelentés; 1 192 922 és 1 192 918 szamu kinai szabadalmi
bejelentések). Ismertek a herpesz, a polio, a kanyard, a varicsella
zoszter, a citomegalia-virus, DNS-, €és RNS-virusok ellen hatékony
antiviralis anyagok, melyek mind tartalmaznak legaladbb egy, a Salvia
miltiorrhiza Bunge gyoékerébdl ézérmazé nyersanyagot (568 001
szamu eurdpai szabadalmi irat). Salvia-kivonatokat herpesz-virus
elleni készitményként is készitettek (US 5 411 733).

Az SM tobb extrahalhaté 6sszetevdvel bir. A gydkérben levd
komponenseket kezdetben alkohollal vontak ki, melyet hideg vizes
[SM(1)], vagy meleg vizes [SM(2)] kivonas kdvetett. Mindket vizes
frakcié antiviralis aktivitasunak bizonyult.

Tovabbi antiviralis anyagokat fejlesztettek ki, melyek a virus
életciklusanak kulénb6z6 helyeit célozzak meg. Példaul kifejlesztet-
tek a retrovirusok okozta fertézések kezelésében alkalmazott virus-
ellenes anyagokat, melyek retrovirus specifikus enzimeket - pl. a
reverz transzkriptazt (RT) és az integrazt - tamadjak meg. A kutatas
tovabb folytatédik egyéb virusellenes anyagok azonositasara, olyan
betegségek kezelésére, mint pl. a herpesz, a hepatitisz és az influ-
enza.

Retrovirusok elleni antivirdlis anyagok. Az integraz fehérjét
megcélzoé antiviralis anyagok kézott vannak peptid-inhibitorok (US 5
578 573), nukleinsavkdétd inhibitorok (US 5 756 287 és 5 587 468),
valamint olyan vegyuletek, mint az Equisetin (US 5 759 842) és az
ermofilan szeszquiterpenoidok (US &5 858 738). Napjainkban szédmos,

mar azonositott, és az FDA-nak jévahagyéasra beterjesztett HIV-



ellenes vegyulet kézul csak az RT- és proteazgatidkat engedélyez-
ték.

A koffeinsav mint antiviralis anyag. A koffeinsavat izolalhatjuk
a Bougainvillea spectabilis Wild (Nyctéginaceae) szarabdl, melyet
népi gyogyszerként alkalmaznak a hepatitisz kezelésében (Chang és
mts., Anticancer Res., 14:501-506. oldalak, 1994). Az eredmények
szerint a koffeinsav gatolja a xantin-oxidazt, amely szamos beteg-
séggel kapcsolatos, példaul a készvénnyel, a hepatitisszel és daga-
natokkal (Chan és mts., Anticancer Res., 15:703-707. oldalak, 1995;
és Chang és mts., 1994). A koffeinsav oxidaciés terméke (KOP)
gatolja az emberi 1. és 2. tipusu herpeszvirust (Thiel és mts., Acta
Virol., 27:200-208. oldalak, 1983). A koffeinsav-tetramer és egy
koffeinsav-tetramer-glukozid dikalium- és natrium-kalium séi anti-HIV
aktivitassal birnak (Kashiwada és mts., J. Nat.Prod., 58:392-400.
oldalak, 1995). A kereskedelmi célbdl gyartott koffeinsav szintén
virusellenes aktivitasu, melyet a HIV RT-vizsgalattal igazoltak (Kreis
és mts., Antiviral Res., 14:323-337. oldalak, 1990). A koffeinsav-
fenetilészter (CAPE) gatlé aktivitasu a HIV-1 integraz fehérjével
szemben (Fesen és mts., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90:2399-2403.
oldalak, 1993; Fesen és mts., Biochem. Pharmacol. 48:595-608.
oldalak, 1994; Burke és mts., J. Med. Chem. 38:4171-4178. oldalak,
1995: Mazumder és mts., J. Med. Chem. 39:2472-2481. oldalak,
1996). Azonban a koffeinsav-polimerek eldallitasanak moédszere
hatassal volt a HIV-1 és HIV-2 elleni gatl6é aktivitasukra. (Nakashima
és mts., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 40: 2102-2105. oldalak, 1992).

A koffeinsavat - a fahéjsavval és a rozmaringsavval egyutt - szintén



javasoltak az influenza virusfert6zések kezelésére antioxidans
aktivitasuk miatt (98/30228 szamu nemzetk6zi bejelentés).

Rozmaringsav és litosperminsav mint virusellenes anyagok.
A rozmaringsav a koffeinsav dimerje. A rozmaringsav dimerje pedig a
litospermat-B. Mind a rozmaring-, mind a litosperminsavat azonosi-
tottak az SM-gyodkér kivonataiban (Kohda és mts., Chem. Pharm.
Bull. (Tokyo) 37: 1287-1290. oldalak, 1989). A rozmaringsav anti-HIV
aktivitassal bir (Arda és mts., J. Nat. Prod. 60: 1170-1173. oldalak,
1997), és a vegyulet valészinlleg egy 1. tipusu (HSV-1) Herpesz
szimplex virus-gatlészer (Dimitrova és mts., Acta Microbiol. Bulg. 29:
65-72. oldalak, 1993). A rozmaringsavat javasoltak gyulladasos
megbetegedések és eltérések kezelésére is (US 4 329 361).

Fahéjsav mint virusellenes anyag. A fahéjsav szubsztitualt
észterei gatoljak az A-tipusu/Hong Kong (H3N2) influenzavirus
fert6z6 aktivitasat (Serkedjieva és mts., J. Nat. Prod. 55:294-302.
oldalak, 1992); A fahéjsav-szarmazékok szterilészterei in vitro
antiviralis aktivitassal birnak a Picornaviridae, Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae és Herpesviridae virusok ellen ("Antivira./ activity of
cholesteryl esters of cinnamic acid derivatives"”, Z. Naturforsch.
53:883-887. oldalak, 1998; és Conti és mts., Antivir. Chem.
Chemother. 9:511-515. oldalak, 1998). A szubsztitualt fahéjsavak
dehidrogenezett polimerjeit szintén alkalmaztak a HIV-1 kezelésében
(US 5 346 695 és 5 632 980).

Szalvianolsav. A szalvianolsavrél eddig még nem kézdltek vi-
rusellenes aktivitast az irodalomban. A szalvianolsav szamos forma-
jarél (pl. szalvianolsav-A, acetil-szalvianolsav) ismert, hogy antioxi-

dans tulajdonsaguak (Lin és mts., J. Biochem. Pharmacol., 51:1237-



1241. oldalak, 1996). A szalvianolsavat szintén javasoltak majkaro-
sodas és fibrézis megelézésére - amely a vegyulet anti-lipid peroxi-
daciés hatasanak tulajdonithatdé (Hu és mts., Acta Pharmacol. Sin.
18: 478-480. oldalak, 1997) -, ill. koronaria érbetegség kezelésére (2
131 423 szamu japan szabadalmi irat). A szalvianolsav irodalorhban
kdzdlt tovabbi formaihoz tartoznak a Salvia cavaleriei vizes kivonata-
bol izolaltak (pl. szalvianolsav-A, B, C, H és |) [Zhang és mts.,
Planta Med., 60: 70-72. oldalak, 1994)] vagy a S. miltiorrhiza-bél
nyert formak (pl. szalvianolsav-K, amely egy koffeinsav-trimer)
[Kasimu és mts., Chem. Pharm. Bull., 46:500-504. oldalak, 1998; és
Tezuka és mts., Chem. Pharm. Bull., 46: 107-112. oldalak, 1998)]. A
szalvianolsav F2 és F3-at eldallithatjuk szintetikusan Dhalla és mts.
altal leirtaknak megfeleléen (Dhalla és mts., Tetrahedron, 55: 6923-
6930.’oldalak, 1999; és Dhalla és mts., Tetrahedron Lett., 39:8285-
8286. oldalak, 1998). A Salvia csalad tovabbi tagjait hasznalhatjuk a
Danshen forrasaként, ezek a kdvetkezdek: S. bowleyana, S. deserta,
S. miltiorrhiza var. miltiorrhiza f. alba, S. paramiltiorrhiza, S.
paramiltiorrhiza f. purpureo-rubra, S. przewalskii, S. prsewalskii var.
mandarinorum, S. sinica f. purpurea és S. trijuga (Kasiumu és mts.,
1998). Leirtak moédszereket olyan névények létrehozasara, melyek-
ben bizonyos vegyuletek - mint pl. a szalvianolsav - masodlagos
metabolitjainak fokozott mennyiségét lehet észlelni (US 5 869 340,
1999).

(3,4-dihidroxifenil)-tejsav. Az SM f6 6sszetevije a
,Daschensu”, kémia nevén a B-3,4-dihidroxifenil-laktat (Fen és mts.
Acta Acad. Med. Primae Sanghai, 10:133-136. oldalak, 1983; Zhao és
mts., Chin. Pharm. J., 29: 291-293. oldalak, 1994). Utoébbi egy kdztes



vegyllet, melyet a rozmaringsav sejttenyészetben valé eldallitasanal
alkalmaznak (Al-Sereiti és mts., /Indian. J. Exp. Biol., 37:124-130.
oldalak, 1999; Bogucki és mts., Can. J. Chem., 75:1783-1794. olda-
lak, 1997 és US 5 011 775).

A viruskdzvetitett betegségek kezelése antiviralis készitmények-
kel igen koltséges is lehet. Példaul a HIV-1 kezelése betegenként
reverz transzkiptaz- és proteazgatiékkal egy évben 12 000- 20 000
amerikai dollarba kertl. Tekintettel arra, hogy a HIV-fert6zétt bete-
gek déntd tobbsége a fejl6ddé orszagokban talalhato, gazdasagilag
kéltséghatékonyabb gydgyszerelési lehetéségeket kell azonositani a
HIV és egyéb virusbetegségek kezelésében. A jelen szabadalom Uuj
moédszereket szolgaltat olyan Uj vegyuletek - ill. ezeket tartalmazoé
készitmények - azonositasara, eldallitasara és felhasznéalasara,

melyeket antiviralis gyégyszerként hasznalhatunk.

A talalmany 6sszefoglalasat az alabbiakban ismertetjiik.

A talalmany egyik vonatkozasaban olyan készitményekre vonat-
kozik, mely olyan molekulakat tartalmaz, melyek legalabb egy, az (1)
altalanos képletli B-(3,4-dihidroxifenil)-tejsavbdl és/vagy a (2)
altalanos képletl koffeinsavbdl szarmazé csoportot tartalmaznak -
melyek a Salvia nemzetség kivonataiban talalhatéak -, ahol a fenti
aktiv hatéanyagok molekulatoémege legalabb 190 dalton.

A B-(3,4-dihidroxifenil)-tejsav-szarmazékban R' jelentése -OH,
O- vagy egy koétés, és R? jelentése pedig -H vagy egy kotés.

A koffeinsav-szarmazékban az R® jelentése -OH vagy -O-; R je-

lentése egy koétés vagy ~C(0)-R® csoport, ahol R’ jelentése -OH vagy



egy kotés; R® jelentése -H vagy egy kotés; R” jelentése -H vagy egy
kotés.

A talalmany egy masik megvaldsitasi formaja egy konjugacioés
termékre vonatkozik, amely a szalvianolsav és/vagy a
dehidrogenezett szalvianolsav monomerjeinek homo- vagy
heteropolimerje (ennek molekulatémege kb. 492 vagy nagyobb); vagy
a konjugacios termék acetil-, észter- vagy anhidrid-szarmazékai vagy
annak gyoégyaszatilag elfogadott séi. A taldlmany egy elényés meg-
valésitasaban a konjugacios termék az (I) altalanos képletl
szalvianolsav és/vagy a (ll) vagy (lll) altalanos képletd
dehidrogenezett szalvianolsav monomerjeinek homo- vagy
heteropolimerje.

A képletekben R', R? R® R* R® és R®jelentése hidrogénatom
vagy kotés, és a fenti homo- vagy heteropolimerek monomer egysé-
gei egymashoz az R', R? R® R* R® és R° csoportokon keresztl
kapcsolédnak.

A jelen talalmany magaban foglal egy antiviralis hatéanyag el6-
allitasara vonatkozé modszert is, melyben a szalvianolsavat lugos
pH-n inkubaljuk és igy a szalvianolsavnal nagyobb antiviralis akti-
vitast homo- vagy heteropolimerek képzédnek.

A jelen talalmany hatéanyagai antiviralis aktivitasuak és gyégya-
szatilag elfogadott hordozéanyagokkal mind szisztéméasan, mind
helyileg adagolhatdak.

Az abrakat az alabbiakban ismertetjiik réviden.

1. abra: a 4. példaban szerepli6 5. vegyulet haromdimenzidés abrazo-

lasa.
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2. abra: a 4. példaban szerepl6 6. vegylulet haromdimenzidés abrazo-
lasa.

3. abra: a 4. példaban szerepld 7. vegyllet haromdimenzids abrazo-
lasa.

4. abra: a 4. példaban szerepl6 8. vegyulet haromdimenziés abrazo-
lasa.

5. abra: a 4. példaban szerepl6 9. vegyulet haromdimenziés abrazo-
lasa.

6. abra: a 4. példaban szerepl6 10. vegyulet haromdimenziés abra-
zolasa.

7. abra: a 4. példaban szerepl6é 11. vegyulet haromdimenzidés abra-
zolasa.

8. dbra: a 4. példaban szerepl6 12. vegyulet hdaromdimenzidés abra-
zolasa.

9. abra: a 4. példaban szerepl6é 13. vegyllet haromdimenziés abra-
zolasa.

10. abra: a 4. példaban szerepl6 2. vegyulet haromdimenzidos abra-
zolasa, amely a szalvianolsav 24-es és 38-as szénatomjanak
dehidrogenezése révén képzddik.

11. abra: a 4. példaban szerepld 3. vegyulet haromdimenzids abra-
zolasa, amely a szalvianolsav 24-es és 35-6s szénatomjanak
dehidrogenezése révén képzddik.

12. abra: a 4. példaban szerepl6 4. vegyulet haromdimenzids abra-
zolasa, amely a szalvianolsav 27-es és 38-as szénatomjanak
dehidrogenezése révén képzddik.

13. abra: a 4. példaban szerepld 24. vegylulet haromdimenzids

abrazolasa.



A talalmanyt az alabbiakban ismertetjiik részletesen.

A jelen talalmany egy alternativ megkézelitést alkalmaz néveé-
nyek kivonataibdl - konkrétan a Salvia nemzetségbél szarmazé
kivonatokbdl - valé gydgyszerfejlesztésre. Ezek az aktiv hatéanyagok
gatoljak a virusintegraciét szamos kulénb6zé virusban, beleértve a
retrovirusokat is. A talalmany egy elényés megvaldsitasaban az aktiv
hatéanyagok gatoltdk a virusgenom egészének vagy egy részének a
gazdasejt genomjaba valé integracidjat. Az aktiv hatéanyagok gatol-
hatjak a virusfert6zéseket, a virus terjedését és/vagy szaporodasat a
virus életciklusanak egy mas részével valé interakcid utjan.

A Salvia nemzetség (Lamiaceae csalad) kb. 700 tagbol all, me-
lyeket a trépusi és mérsékeltégdvi teruleteken talalhatunk, ebbél
mintegy 300 fajtat Azsidban, Eurdpaba és Afrikaban, mig 400 fajtat
Amerikaban (J.C. Willis, ,A DICTIONARY OF FLOWERING PLANTS
AND FERNS”, 7'" edition, Cambridge, University Press, 1966; J.
Briquet, Labiatae, ,DIE NATURLICHEN PFLANZENFAMILIEN" Vol.
IV., 3a, 183-375 [Engler and Prantl eds., Englemann, Leipzig, 1897)].
A jelen talalmany antiviralis vegyuletei és készitményei a Salvia
nemzetség barmelyik tagjabdl szarmazhatnak, de elényben részesit-
juk az SM-et és az SY-t.

A) Fogalmak

A ,hatékony virusgatlé mennyiség”, a ,terapiasan hatékony
mennyiség” vagy a ,terapiadsan hatékony dézis” azt jelenti, hogy az
aktiv hatéanyag(ok) adott mennyiségét beadva egy virusfertézésben
vagy virus-kozvetitett betegségben szenvedd egyénnek, utdbbi

allapotokban javulas Iép fel vagy a fert6zés gatlédik olyan mérték-
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ben, amely felulmulja a hatéanyag(ok) altal okozhaté barmely negativ
mellékhatast. Az ilyen hatéanyagokat ,antiviralis hatéanyagoknak”
tekinthetjuk.

A ,virus-kdzvetitett allapot” egy betegség megjelenési format
jelez, melyet virusfert6zés sorédn észlelunk. Példaul az AIDS-hez
kapcsolt komplex (ARC) egy, a HIV-1 fert6zéssel 6sszeflggd allapot.

Az ,antiviralis aktivitas” egy olyan tulajdonsagot jelent, amely
egy virusfert6zés vagy azzal 6sszefiuggd allapot gatlasat vagy eny-
hitését hozza létre. A talalmany szerinti antiviralis aktivitasu ve-
gyuletek elényés moédon gatoljak a ferté6zést in vitro 1 uM vagy annal
kisebb, vagy kevésbé elényésen 10 mM vagy annél kisebb koncent-
racidoban.

Az ,integraz-aktivitas”: egy integraz fehérje vagy egyéb fehérje,
amely képes a gazdasejt genomjaba beépiteni egy virusnak a teljes
vagy részleges genetikai allomanyat. Az integraz fehérjék tébbsége a
Retroviridae virusok csaladjaba tartozo6 virusokkal kapcsolatosak.

,Salvia nemzetségl névény”: a Lamiacae csaladba és a Salvia
nemzetségbe tartozé névény. A talalmany szerinti vegyuletek izolala-
sara elénydsen alkalmazhaté Salvia-ak a ,Salvia miltiorrhiza” vagy
,SM”, ill. a ,Salvia yunanesis” vagy ,SY".

,Konjugalt szarmazékok” vagy ,nagyobb polimerek”: egy olyan
aktiv hatéanyag, amely dimerekb6l, trimerekbdl, tetramerekbdl stb.
all, melyben a monomer egység az (1) és (2) altalanos képleti
vegylletek egyike.

Ezen utdébbi részegységekbdl képzett konjugalt szarmazékok
vagy nagy polimerek lehetnek homodimerek, homotrimerek,

homotetramerek stb., vagy heterodimerek, heterotrimerek,
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heterotetramerek stb. A konjugalt szarmazékra egy példa a
litospermat-B, amely a rozmaringsav dimerje; ez utébbi viszont a
koffeinsav dimerje.

B) Virusok

Az itt leirt antiviralis vegyuletekre és készitményekre érzékeny
virusfertozések kezelése vagy gatlasa a jelen talalmany oltalmi
korébe tartozik. Az eldnyds virusok a kévetkezd csaladok tagjai:
hepatitisz virusok, herpesz virusok, ortomixovirusok,
papillébmavirusok, paramixovirusok, pikornavirusok, poliomavirusok
és retrovirusok.

Retrovirusok. Az itt leirt vegylUleteket és készitményeket eld-
nyés mddon retrovirus fertézések kezelésére fogjuk felhasznalni. Bar
a retrovirusok egy jol meghatarozott és viszonylagosan homogén
virusnemzetséghez tartoznak, rendszertanilag az idék folyaman
harom alcsoportra osztottak dket, alapvetdéen a ferté6zés patoldgiai
kdvetkezményei alapjan. Az onkovirusok alcsoportjdban olyan
retrovirusok vannak, amelyek daganatos betegséget okoznak a
megfert6z6tt gazdaban, hasonldéan té6bb rokonjellegl, latszélagosan
joindulatu virushoz. A lentivirusok lassu lefolyasu, kronikus betegsé-
geket valtanak ki, amelyekben — bar nem mindig — nincs daganatos
atalakulas. A lentivirusokat még nem sikerult egyértelmiden barmely
human vagy allati megbetegedéssel 6sszefiiggésbe hozni.

A retrovirusos replikacié a virion magjanak intracitoplazmatikus
bejutasaval kezdddik, mely folyamatot a virusburok glikoprotein és
egy specifikus sejtfelszini receptor kélcsénhatasa hoz |étre. Ezt
kévetéen egy virionhoz kapcsolt RNS-dependens DNS-polimeraz

atirja az egyszald RNS genomot egy duplaszald linearis DNS
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provirusos kéztitermékre (reverz transzkripcid). Az integrald fehérje
(az integraz) specifikusan felismeri a virus DNS mindkét végét és két
nukleotidot eltavolit a 3’ végekrdl (3’ donor folyamat). Ez a viralis
DNS és az integraz ezutan a magba vandorolnak, ahol a virus
integraz kovalens médon ¢sszek6ti a retrovirus genomjat a gazdaseijt
kromoszoma DNS-ével (lanc transzfer), igy létrehozza a retrovirusos
provirust.

Az 1. tipusu (HIV-1) human immunhiany virus megjelenése - mint
egy jelentés emberi kérokozd - fokozta a retrovirusok iranti tudoma-
nyos érdeklédést. Konkrétan az eredmények arra utaltak, hogy a
fentiekben vazolt egyszerl életciklus nem jellemzi teljes mértékben
valamennyi retrovirus replikacios ciklusat. Példaul a HIV-1 a tipusos .
retrovirusos Gag, Pol és Env-n kivil még nem kevesebb, mint hat
génterméket kdédol; ezek transzlacioja egy uj egyszeresen, ill. tébb-
sz6rosen hasitott virus mRNS csoportbdl térténik. Az 4j fehérjék
kézul legalabb kettd, a Tat és a Rev transz médban mikédnek a HIV-
1 génexpresszio kbzvetlen szabalyozasara. Tehat mig a penetracioé
és a provirus integracié k6zotti Iépések elég hasonldnak bizonyultak
az MLV (egérleukémia virus) és a HIV-1 esetében, addig az integra-
ciot kovetd folyamatok az utébbi esetében Iényegesen 6sszetettebb-
nek bizonyultak. Utébbi idében nyilvanvaléva valt, hogy a HIV-1 egy
olyan allati retrovirus csaladdba tartozik, melyet jelenleg ,komplex”
retovirusoknak hivunk. A komplex retrovirusok ezen csoportjaba
tartozik az 6sszes lentivirus, spumavirus, ill. a HTLV-1 és rokon

virusai (1. tablazat).
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1. tablazat:

a retrovirusok fé rendszertani felosztasa

Kategéria Alcsoport Prototipus Maés példak
Egyszerfi C-tipusu retrovirus A-csoport RSV ALV, ASV
retrovirusok C-tipusu retrovirus B-csoport MLV FeLV, MSV, SNV
REV, SSV
B-tipusu retrovirus MMTV
D-tipusu terovirus MPMV SRV-1
Komplex Lentivirusok HIV-1 HIV-2, SIV, visna
retrovirusok virus, FIV
T-sejtes leukémia virusok HTLV-1 EIAV, HTLV-II,
Spumavirusok HSRV STLV, BLV
SFV, BFV

Roviditések: RSV, Rous-szarkdéma virus; ALV, madar leukémia virus;
ASV, madar szarkéma virus; FelLV, macska leukémia virus; MSV,
egér szarkoma virus; SNV, |ép-elhalas virus; REV,
retikuloendoteliozis virus; SSV, majom szarkéma virus, MMTV, egér
melldaganat virus; MPMV, Mason-Pfizer majom virus; SRV-1, majom
1. tipusu retrovirus; STLV, majom T-sejtes leukémia virus; BFV, borju
habos virus.

A provirus integréacié |épései hasonloak az egyszerl és komplex
retrovirusokban, ezért egy retrovirus integraz-gatiészer szamos
szervezetet képes gatolni, mint pl. a human immunhiany virust (HIV),
a majom immunhiany virust (SIV), a macska immunhiany virust (FIV),
a macska leukémia virust (FeLV), az egér leukémia virust (MuLV), a
Rous-szarkéma virust (RSV), a borja immunhiany virus (BIV), és
human T-sejtes leukémia virust (HTLV). Fenti retrovirusokon kivul a

talalmany szerinti aktiv hatéanyagokat alkalmazhatjuk integraz-
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jellegl fehérjék gatloszereiként, mas virusok - mint pl. a hepatitisz-B
virus (HBV) - replikacidjanak gatlasara.

Egyéb virusok. A szabadalomban ismertetett aktiv hatéanyago-
kat felhasznalhatjuk egyéb virusfertézések kezelésére, mint pl. a
hepatitisz virusok, a herpesz virusok, az ortomixovirusok, a
papilléma virusok, a paramixovirusok, a pikornavirusok és a
poliomavirusok. Fentiek kézul az aktiv hatéanyagokkal valé kezelés-

re elényben részesitett virusok felsorolasat az alabbi tablazat tartal-

mazza:.
2. tablazat
Virus csalad Szokvanyos név Gazdaallat
hepatitisz B ember
Hepadnaviridae amerikai mormota amerikai mormota
hepatitisz B
kacsa hepatitisz B szarnyas
Herpesviridae Herpesz szimplex 1 ember
Herpesz szimplex 2 ember
Varicella zoszter ember
Epstein Barr ember
Citomegalovirus ember
Borju fert6z6 virus emlés
Rinotraheitisz virus
Borji mamillitisz emlds
virus
L6 abortusz virus emlds
Pszeudorabiesz emlds
virus
Marek betegség madar
Pulyka herpeszvirus madar
Orthomyxovirinae Influenza A szamos fajta
Influenza B foleg ember
Influenza C féleg ember
Papillomavirinae Borju palilléma 1 marha
virus (BPV-1)
Borju papilléma 2 marha
virus (BPV-2)
Borju papilléma 4 marha
virus (BPV-4)
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CRPV nyul
DPV szarvas
Human papitléma 1 ember
virus (HPV-1)
HPV-5 ember
HPV-6 ember
HPV-8 ember
HPV-11 ember
HPV-16 ember
HPV-18 ember
HPV-31 ember
HPV-33 ember
Paramyxovirinae Humén parainfluenza ember
virusok 1-4
SV5 kutya
Mumsz virus ember
Newcastle-betegség csirke
virus
Kanyar6 virus ember
Kutya disztemper kutya
virus
Marhavész virus marha
Légzési szinkcicialis ember
virus (RSV)
Borja légzési marha
szinkcicialis virus
Picornavirinae Human polidé virus ember
Human coxakivirus ember
Human echovirus ember
Human enterovirus ember
Human hepatitisz A ember
Diszn6 enterovirus 1-11| diszné
Borju enterovirus 1-2 marha
Human rinovirus 1-100 { ember
Borja rinovirus 1-2 marha
Szaj-és kdréomfajas marha és ember
virus 1-7
Enkefalomiokarditisz 16
Ld rinovirus 1-2
Polyomavirinae Poliémavirus egér
Majom vakuolizalé majom
virus 40 (SV40)
Limfotr6f papovavirus majom
(LPV)
BKV ember
JCV ember
Nyulvese vakuolizalé nyal
virus (RKV)

Lasd "Fundamental Virology" (Bernard N. Fields és mts., eds., 1991).
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C) A vegyiiletek eléallitasanak médszerei

Barmely Salvia fajtabol nyerheté - elényés moédon az SM-bél és
az SY-bol -, az aktiv hatéanyagot tartalmazé névényi kivonatok
elkészitésének altalanos kérulményeit az 1. példaban ismertetjuk. A
vegyuletek szintetikus Uton az alabbiak szerint allithatok el6. A
kulénb6zbé, a B-(3,4-dihidroxifenil)-tejsav vagy a szalvianolsav
és/vagy a koffeinsav alkotdrészeket tartalmazé vegylletek létrehoza-
sara az adott vegytleteket 5 mg/ml koncentraciéban inkubaltuk 0,1%
NH,;OH-ban, maximum 24 6raig. Utébbiak magukban foglaltak a
dehidrogenézett szalvianolsav alakokat, a konjugalt dimereket és
nagyobb polimereket. Az elényds inkubaciés idé 3-24 éra volt. 48
orat meghaladé, 0,1% NH,OH-ban végzett inkubacidé a vegyuletek
inaktivalodasahoz vezethetnek. Az aktivacidés periédus a vegyuletek
kiindulasi koncentracidjatoél is fuggnek, magasabb vegyuletkoncent-
racié esetén az aktivaciohoz hosszabb inkubaci6és id6 szukséges. A
képz6dést eldidézhetjik a vegylletet tartalmazé oldat vegyhatasanak
- mas alkalikus reagenssel valé -, 8,0-nal magasabb pH-értékre valé
beallitasaval. A reakcié leallitasa egy sav - pl. 1% ecetsav - hozza-
adasaval torténik, melynek hatasara az oldat pH-értéke 7,0 vagy
ennél alacsonyabb lesz. Az Uj vegyuletek képzbdését befolyasold
tovabbi tényez6k még a hémérséklet és az oxigénezettség.

D) Gydgyaszati készitmények és alkalmazasuk

A virusfert6zések kezelésére vagy méerséklésére egy, a talal-
many szerinti vegyuletet adagolhatunk szajon at, lokalisan,
parenteralisan, inhalaciés-spray segitségével vagy rektalis aton
egységdodzis formulaciéban, amely szokvanyos, nem-toxikus, gyéogya-

szatilag elfogadott hordozéanyagokat, adjuvansokat és oldészereket



17

tartalmaznak. A "parenteralis" altalunk hasznalt jelentése szubkutan,
intravénas, intramuszkuléaris és intravaszkularis injekciéra vagy
infuzidés technikakra vonatkozik. Az altalunk ismeretett vegyuletek és
készitmények hatékonyak mind melegvérd allatok - pl. egér, patkany,
[6, marha, kutya, macska, stb. -, mind emberek virusfertézéseinek
kezelésére.

A kézponti idegrendszeri adagolas soran a készitményeket a
cerebrospinalis folyadékba juttathatjuk. Intratekalis alkalmazashoz
parenteréalis adagolasra alkalmas hordozéanyag - pl. vizes glukéz
oldat vagy séoldat - megfelel6. A készitményeket eldallithatjuk
liposzoméakban is a membran-vélaszfalakon valé fokozott atjutas
elé6segitésére. A transzdermalis alkalmazasra a készitményeket
tapasz segitségével alkalmazhatjuk, erre a célra hidroféb vegyuletek
oldoszerei - pl. DMSO vagy 'olajak, melyek keresztuljutnak a bér
véddrétegén - is hasznalhatdk.

A parenteralis alkalmazéasra a jelen talalmany szerinti terapias
vegylletet tartalmazé oldat elkészithetd példaul szezam- vagy mo-
gyoroéolaj vagy vizes propilénglikol felhasznalasaval. A vizes oldato-
kat szukseg szerint pufferolni kell (el6ényés esetben a pH-értéke
nagyobb, mint 8,0), és az olddészert izotoniassa kell tenni. ilyen vizes
oldatok megfeleldek intravénas injekcidék céljara. Az olajos oldatok
megfelelbéek intrartikularis, intramuszkularis és szubkutan injekcidk
céljara. Fenti oldatok steril kérilmények kéz6tt vald elkészitése
kénnyen végrehajthaté a szakemberek szamara jél ismert starndard
gyodgyaszati modszerekkel.

A megfelel6 forma az aktiv hatdanyagot tartalmazé gyogyaszati

készitmények szajon at valé alkalmazasa esetén lehet példaul tab-
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letta, pirula, szopogatotabletta, vizes vagy olajos szuszpenzio,
oldhatdé por vagy granulatum, emulzié, kemény-, vagy lagykapszula,
vagy szirup, ill. elixir. A szajon at adandé készitményeket el6allit-
hatjuk a gydégyaszati készitmény gyartéja altal ismert barmely méd-
szerrel; ezek a készitmények tartalmazhatnak egy vagy té6bb olyan
anyagot, melyeket az édesitészerek, izesité6szerek, szinezdanyagok
és tartositoszerek csoportjabol valasztunk ki a gyégyaszatilag fo-
gyaszthato készitmény létrehozasara. A tablettak az aktiv hatéanya-
got egyutt tartalmazhatjak a nem-toxikus, gyégyaszatilag elfogadott
segédanyagokkal, melyek megfeleléek a tablettdk gyartasahoz.
Szajon at valdé adagolashoz a tablettdk tartalmazhatnak kilénb6-
z6 segédanyagokat, pl. mikrokristalyos cellulézt, natrium-citratot,
kalcium-karbonatot, dikalcium-foszfatot és glicint; ezen kivul tartal-
mazhatnak kulénbéz6 szétesést fokoz6é anyagokat, pl. keményit6ét
(elényés modon kukorica-, burgonya- vagy tapiokakeményitét),
alginsavat és bizonyos komplex szilikatokat valamint granulaciés
kétéanyagokat, mint pl. a polivinilpirrolidont, szukrozt, zselatint és
gumiarabikumot. Ezeken kivil tablettazasi célbdl nagyon hasznosak
lehetnek a kendanyagok, mint pl. a magnézium-sztearat, a natrium-
lauril-szulfat és a talkum. Hasonlé tipusl szilardfazisi 6sszetételt
hasznalhatunk zselatin kapszulaba valo téltéshez; elé6nydés anyagok
ebbdl a szempontbdl a laktéz vagy tejcukrok, valamint
nagymolekulatémegu polietilénglikolok. Ha a szajon at valé adago-
laskor vizes szuszpenzidkat vagy elixireket szeretnénk alkalmazni,
az aktiv vegyuletet vagy vegyulet kombinacidkat egyutt készithetjuk
kilénb6z6 édesité- és izesitéanyagokkal, szinezéanyagokkal vagy

festékekkel, és szukség esetén emulzifikalé és/vagy szuszpendalo
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anyagokkal is, ehhez még hozzdadva a megfeleld oldoszereket, mint
pl. viz, alkohol, propilénglikol, glicerin és ezek kiillé6nb6z6 keverékeit.
A szajon at vald formulacio lehet kemeny zselatinkapszula is, mely-
ben az aktiv hatéanyagot semleges szilard higitbanyaggal keverjuk
0ssze, pl. kalcium-karbonattal, kalcium-foszfattal vagy kaolinnal; a
formulacié lehet lagy zselatinkapszula is, melyben az aktiv hato6-
anyagot vizes vagy olajos kézeggel keverjuk 6ssze, pl. mogyordolaj-
jal, folyékony parafinnal vagy olivaolajjal.

A segédanyagok lehetnek példaul semleges higitdanyagok, pl.
kalcium-karbonat, natrium-karbonat, laktéz, kalcium-foszfat, natrium-
foszfat; granulald és szétesést fokozd anyagok, pl. kukoricakemé-
nyité, vagy alginsav; kétéanyagok, pl. keményit6, zselé vagy gumi-
arabikum; és kenbanyagok, pl. magnézium-sztearat, sztearinsav vagy
talkum. A tablettak lehetnek bevonatianok, vagy ismert médszerekkel
bevonhatjuk 6ket a szétesés és a gyomor-béltraktusbél valé felszivo-
das késleltetésére, amely egy hosszabb idészak alatt elnyujtott
hatast eredményez. llyen késleltetd anyag lehet a gliceril-
monosztearat vagy a gliceril-disztearat. A tablettdkat bevonhatjuk a
US 4 256 108, a 4 166 452 és 4 265 874 szamu szabadalmi iratok-
ban leirt modszerek szerint, amely ozmotikus tipusu gyégyaszati
tablettat hoznak létre a szabalyozott vagy elnyujtott leadas érdeké-
ben.

Vizes szuszpenzidéban az aktiv anyagok egyutt lehetnek a vizes
szuszpenzid gyartasahoz szikséges segédanyagokkal. llyen segéd-
anyagok lehetnek a szuszpendaldé anyagok, pl. natrium-
karboximetilcelluldz, metilcelluléz, hidroxipropilmetiicellluléz, natri-

um-alginat, polivinilpirrolidin, tragantmézga és gumiarabikum; a
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diszpergal6 vagy nedvesitéanyagok lehetnek a kévetkezbk: egy
természetes-alapu foszfatid, pl. lecitin; vagy egy alkilén-oxidnak
zsirsavakkal valé kondenzacios termékei, pl. poli(oxietilén-sztearat);
vagy az etilén-oxidnak hosszu szénlancu alifas alkohollal valé kon-
denzacios termeékei, pl. heptadekaetilénoxiketanol; vagy az etilén-
oxidnak zsirsavak részleges észtereivel és a hexittel valé kondenza-
cios termékei, pl. a polioxietilén szorbit-monooleat; vagy az etilén-
oxidnak zsirsavak részleges észtereivel és a hexit-anhidriddel valé
kondenzacidés termékei, pl. a polioxietilén szorbitdAn-monooleat. Fenti
vizes szuszpenziok tartalmazhatnak egy vagy tébb tartdsitoszert, pl.
az etil-, vagy n-propil-p-hidroxibenzoatot.

Egy olajos szuszpenzid formulacidja soran az aktiv hatéanyagot
szuszpendalhatjuk egy névényi olajban, pl. arachis-olajban, oliva-
olajban, szezamolajban vagy kdokuszolajban, ill. egy asvanyi olajban,
mint pl. a folyékony paraffin. Az olajos szuszpenzié tartalmazhat egy
sirité anyagot, pl. méhviaszt, kemény paraffint vagy cetilalkoholt.
Ezekhez a készitményekhez tartésitészerként adhatunk egy antioxi-
danst, pl. aszkorbinsavat.

Oldhaté porok és granulatumok alkalmasak egy vizes szuszpen-
zi6 elkészitésére azoknak vizzel valé 6sszekeverésével. Utdbbi
készitméenyekben az aktiv hatoanyag egyutt lehet egy diszpergalé
vagy nedvesitdanyaggal, egy szuszpendaléanyaggal és egy vagy
tobb tartositdészerrel. A megfelelé diszpergald vagy nedvesité anya-
gok és a szuszpendald anyagok megegyeznek a mar fentiekben
emlitettekkel.

A talalmany szerinti gyégyéaszati készitmény lehet olaj-a-vizben

tipusu emulzi6. Az olajos fazis lehet egy névényi olaj, pl. oliva olaj
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vagy arachis-olaj, vagy egy asvanyi olaj, pl. folyékony paraffin vagy
ezek keverékei. A megfelelé emulzifikalé anyagok lehetnek termé-
szetes alapu gumik, pl. gumiarabikum vagy tragantmézga; vagy
lehetnek természetes alapu foszfatidek, pl. széjabab, lecitin és
zsirsavak, ill. hexit-anhidridek észterei vagy részleges észterei (pl.
szorbitan-monooleat), és fenti részleges észtereknek etilén-oxiddal
valé kondenzacids termékei (pl. polioxietilén-szorbitan-monooleat).

A talalmany szerinti gyogyaszati készitményt tartalmazé kené-
csot elkészithetjik a szakma altal ismert médszerek kézul példaul az
aktiv hatéanyagnak egy olyan kézeggel valo 6sszekeverésével,
amely glikolt, egy kisszénatomszamu alkanolt és vizet tartalmaz;
ezen kivlul van benne egy gélképzd anyag és egy tetszés szerinti
adjuvans, mint pl. a diizopropil-adipat, dietil-szevakat, etil-kaproat
és etil-laurat. A megfeleld glikolok ké6zé tartoznak a propilénglikol, a
butilénglikol, a polietiléenglikol és ehhez hasonlék. Gélképz6 anyag-
ként altalaban egy szerves aminnal (pl. a diizopropil-amin és a
trietil-amin) el6zetesen semlegesitett karboxivinil-polimert vagy egy
celluldézt ( pl. a hidroxietil-cellul6zt, a metilcelluldzt, a karboximetil-
cellulozt, a hidroxipropil-celluldézt) hasznalhatunk.

A fentiekben leirt vegylleteket és készitményeket alkalmazhatjuk
a gyogyszernek rektalis kupként valé formajaban is. Ezeket a készit-
ményeket eléallithatjuk a gyogyszernek egy megfelelé nem irritald
segédnyaggal vald 6sszekeverésével, amely szilard halmazallapotu
atlagos h6fokon, pl. szobahémeérsékleten, de folyékony a rektalis
hémérsékleten és igy elolvad a végbélben a gydégyszer leadasara.

llyen anyagok a kakadvaj és a polietilénglikolok.
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Az aktiv vegyulet vagy vegyuletek kombinacidinak mennyisége,
melyet 6sszekeverhetink a hordozéanyagokkal egy egyszeri dézis
kialakitasara, valtozni fog a kezelendd szervezet és az alkalmazas
konkrét médja szerint. Az egysegdozis formak altalaban 25 mg-1 g
kézotti aktiv hatdbanyagot fognak tartalmazni. Az aktiv hatéanyagok
napi dozisa altalaban 1-300 mg/tskg k6z6tt lesznek a s’zéjon at valo
adagolas esetén és 0,1-100 mg/tskg k6zo6tt az atlagos injekcids
alkalmazaskor. Ezeket a mennyiségeket adhatjuk egyszeri alkalom-
mal vagy két vagy tébb részre szétosztva a nap folyaman. Erthet6
azonban az, hogy a konkrét dézis egy adott betegre vagy egyénre
vonatkozdan szamos tényezd fuggvénye lesz, ideértve az illeté
alkalmazott vegyulet aktivitasat, a beteg korat, testsulyat, altalanos
allapotat, nemét, étrendjét, az adagolas idejét és modjat, a kiva-
lasztas sebességét, a gyodgyszerkombinacidkat, a kezelt egyénben az
adott virusfert6zés idejét és annak sulyossagat.

A talalmany szerinti vegytleteket 6nmagukban vagy gyégyasza-
tilag elfogadott hordozdéanyagokkal vagy higitékkal egyutt adagol-
hatjuk barmilyen hatasos - elényben részesitetve a korabban emlitett
harom at egyikét - médon. Ez az adagolas lehet egyszeri vagy tébb-
sz6rés dbézisban. Konkrétabban a talalmany szerinti Uj terapias
anyagokat szamos kulénb6z6 adagolédsi formaban adhatjuk, vagyis
kalonbéz6 gydgyaszatilag elfogadott semleges hordozbéanyaggal
kombinalhatjuk 6ket tablettak, kapszulak, szopogatotablettak, piru-
lak, kemény cukorkak, porok, spray-k, krémek, balzsamok, kapok,
zselék, gélek, pasztak, borogatasok, kenbdcsok, vizes szuszpenzidk,

injekcios oldatok, elixirek, szirupok és ehhez hasonlék alakjaban.
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Az alabbi példak csupan az igényelt talalmany bizonyos megva-
l6sitasi modjait mutatjak be, és ezekkel nem szandékozzuk az oltaimi

kort korlatozni.

1 példa

Antiviralis anyvagok kivonasa az SM-bél és SY-bél

Az SM-b6l és SY-bdl a névényi kivonatokat a kévetkezé médon
készitettuk:

1. lépés: a szaritott SY-t Milli-Q desztillalt vizben (dH,0) (18,0
mOhm/cm) forraltuk majd 1,30 g/ml végslruségre tomeényitettuk. A
kivonatot dH,0O-val 1:5 aranyban higitottuk, 8000 fordulat/perc-el, 90
percig, 25°C-on centrifugaltuk egy GS-3 rotorban. A peletet eldobtuk
és a feluluszoét félretettuk. Utobbihoz 1/10 térfogatban 1,0 N HCI-t
adtunk, igy a végkoncentraciéja 0,1 N HCI lett. Ezt a felulusz6t egy
éjszakan at, 25°C-on inkubaltuk, majd az oldatot 8000 fordulat/perc-
el, 90 percig, 25°C-on centrifugaltuk egy GS-3 rotorban, a peletet
95%-0s alkohollal mostuk, majd atszlrtuk egy 0,2 pm-es szlrdérend-
szeren. Ezt az utébbi Iépést addig ismételtik, amig a moséfolyadék
tisztava nem valt. A peletet ezt kovetéen szobahémérsékleten meg-
szaritottuk a szlrérendszerben, majd egy éjszakan at egy kamréaban
70°C-on inkubaltuk. A port dH,0-ban szuszpendaltuk ugy, hogy a
pelet-viz témegarany 1:5 volt. Az igy létrejitt terméket 25000 fordu-
lat/perc-el, 30 percig, 25°C-on centrifugaltuk egy Ti45-6s rotorban. A
feltluszo6t eldobtuk, a peletet pedig 50%-o0s alkoholban szuszpen-
daltuk. Alternativ megvaldsitas soran a fellliuszo6t is szuszpendal-

hatjuk 50%-0s metanolban.
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2. |épés: a szuszpendalt oldatot leszlrtuk az oldhatatlan anya-
gok eltavolitasara.

3. Iépés: a leszlrt oldatot az eredeti térfogat egysotédére (1/5)
tdményitettik csapadék képzése céljabdl, melyet ezt kévetden desz-
tillalt vizzel mostunk. A mosott peletet egy éjszakan at liofilizaltuk. A
szaritott és mosott peletet neveztuk 1. frakciénak.

4. lépés: a 3. lepésbdl szarmazo szaritott port feloldottuk 50%-
os metanolban, majd az oldatot centrifugaltuk az oldhatatlan anyagok
eltavolitasara. A fellliszé oldatot felvittik egy desztillalt vizzel
kiegyenlitett Sephadex LH-20-as oszlopra. Az oszlopot alaposan
mostuk desztillalt vizzel, majd az elluciét a kévetkezd sorrendben
alkalmazott oldatokkal végeztuk: 15%-0s metanol vizben (v/v), 30%-
os metanol 1%-o0s vizes ecetsavval (v/v), 40%-0s metanol vizben
(vlv), 50%-0s metanol vizben (v/v) és 100%-0s metanol. Az alkalma-
zott oldatok sorrendje a kiinduld oldattol fugg. Az 50%-os vizes
metanollal elualt frakciot toményitettik és felvittik egy reverz HPLC
oszlopra (Ultrésphere ODS, 4,6x250 mm, 5 um), melyet elé6zetesen
kiegyenlitettunk 10%-os metanol és 0,1%-0s hangyasav keverékével.
Az oszlop elualasat egy 25 perces, 10% metanolt/0,1% hangyasavat
és 100% metanolt/0,1% hangyasavat tartalmazé gradienssel végez-
tak, 1ml/min sebességgel. A vegylleteket az abszorbancia 275 nm-en
valdé mérésével azonositottuk.

5. lépés: areverz HPLC oszloprél elualt frakciék molekulatéme-
gének meghatarozéaséat tomegspektroszkdpias méodszerrel végeztik,

amely a kévetkez6 vegylleteket azonositotta:



Molekulatémeg

1. 180
2. 198
3. 3589
4. 387
5. 494
7. 717
8. 739
9. 853
10. 987
2. példa

25 "'<Q o:w' e

Vegyiilet
Koffeinsav [#1 vegyulet, 14sd (#1) képlet]

D-(3,4-dihidroxifenil)-tejsav [#2 vegyllet,
lasd (#2) képlet]

Rozmaringsav [#3 vegyulet, lasd (#3) képlet]
A rozmaringsav soéi (Yunnaneinsav-C [#4
vegyullet, lasd (#4) képlet] és Yunnneinsav-D
[#5 vegyllet, lasd (#5) képlet]
2-(3,4-dihidroxifeniletenil)-koffeinsav [#6
vegyulet, lasd (#6) képlet] vagy szalviano
sav

Litospermat-B [#7 vegyulet, 14sd (#7) képlet]
Magnézium-litospermat-B [#8 vegyllet, lasd
(#8) képlet]

Rozmaringsav és 2-(3,4-dihidroxifenil-
etenil)-koffeinsav keveréke [#9 vegyulet, lasd
(#9) képlet]

A (#6) képletl vegyulet dimerje, molekulat6
mege 987 (#10), amint azt az alabbi 4. pél

daban ismertetunk.

Antivirus meghatarozas: a virusgatlas hatékonysaga

In vitro HIV-1 inteqraz meghatarozas: a HIV-1 integraz aktivi-

tasanak in vitro meghatarozasara szolgaldé modszert fejlesztettiink ki,

melyet az alabbiakban ismertetink. A meghatarozasokban tisztitott
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rekombinans HIV-1 integrazt és olyan oligonukleotid szubsztratokat
hasznalunk, amelyek a virus DNS-ének LTR-végét képviselik. Az in
vitro meghatarozéasok soran nyert adatok funkcionalis jelentésége
azon alapul, hogy azok az in vivo térténé funkcionalis eseményeket
tukrozik. Mind a fluorometrias (Lee és mts., Analitical Biochemistry,
227:295-301. Oldalak, 1995), mind az izotépos mdédszert kifejlesz-
tettik, melyek feltlmuljak a korabban k6z6lt in vitro esszéket (Lee és
mts., Biochemistry, 34: 10205-10214. oldalak, 1995; Lee és mts.,
Biochemistry, 34: 10215-10223. oldalak, 1995). Ezen kiviul médosi-
tottuk az enzim el6keszitését is, amely javitotta a HIV-1 integréz
minta min6ségét (Lee és Han, Biochemistry, 35:3837-3844. oldalak,
1996; Lee és mts., Biochemistry, 36: 173-180. oldalak, 1997). Az in
vitro meghatarozasban és a mintael6készitésben elvégzett modosita-
sok annak érdekében torténtek, hogy jobban tiukrézzék az in vivo
torténéseket. Ezért az in vitro meghatarozas eredményei nagyon
hasznos moddon elbre jelzik a virus fert6z6képességét, amikor lehet-
séges integraz-gatidékat kereslnk.

Az 1. frakcid HIV-1 integraz-gatlé aktivitasanak meghatarozasa a
kévetkezé modon toértent. Az 1. frakciét elséként feloldottuk a meg-
felel6 térfogatu 0,1%-os NH,OH-ban (t/v), a 15 mg/ml-es végkoncent-
racié eléresehez. A mintakat ezt kévetéen 10000 fordulat/perc-el, 30
percig centrifugaltuk. Ha pelet alakult ki, akkor a feltllsz6t eldobtuk:
a peletet beszaritottuk majd ujra feloldottuk 0,1%-o0s NH,OH-ban. Az
igy létrejétt oldat a kivont frakciok térzsoldata, melybdl a kévetkezé
higitasokat vegeztuk: 1:10, 1:50, 1:100, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500,
1:600, 1:700, 1:800, 1:900, 1:1000, 1:2000,1:3000, 1:4000, 1:5000
és 1:10000. Valamennyi higitasbél 1 pl adtunk a reakcidelegyekhez,
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amelyek 75, 15, 7,5, 3,75, 2,5, 1,875, 1,5, 1,25, 1,07, 0,9375, 0,833
0,75, 0,375, 0,25, 0,1875, 0,15 és 0,075 ug/ml végkoncentracioknak
feleltek meg. A mérés a korabbiaknak megfeleléen tortént (Lee és
mts., Biochemistry, 34: 10205-10214. oldalak, 1995; Lee és mts.,
Biochemistry, 34: 10215-10223. oldalak, 1995; Lee és Han, 1996).
Az egyes frakciok ICso €s 1Cqo értékeinek meghatarozasara a gélt
egy PHOSPHORIMAGER™ ernyéjén exponaltuk és a szazalékos
hasitasi értéket a Molecular Dynamics PHOSPHORIMAGER™-¢|
végeztiuk. A gatlas szazalékat ugy szamoltuk ki, hogy a pozitiv
kontroll szazalékos hasitasi értékébdl kivontuk az egyes frakcidok
szdzalékos hasitasi értékét, és ezt elosztottuk a pozitiv kontroll
szazalekos hasitasi értékével. Az eredmények szerint az 1. frakcio-
nak a tenyészté médiumban az ICs, értéke 0,2-1,2 pg/ml, az ICgq
pedig 2,5-3,5 ug/ml. Ennek megfeleléen az él6 emlésben ennek a

koncentraciénak akar a szdzszorosa is toleralhat6 és elényés.

3. példa

SM kivonatok in vitro vizsgalata

A macska immunhiany virus(FIV) modell a HIV fertézések ellen
hasznéalatos gyégyszerek vizsgalatanak elfogadott allatkisérletes
modellje. A FIV macskakbdl izolalt T-sejt trofikus lentivirus. A FIV
hasonlit a HIV-re mind biolégiailag, mind biokémiailag, beleértve a
FIV és HIV integrazok k6z6tti nagyfokd homoloégiat. A FIV-el megfer-
t6zo6tt macskakban a macska szerzett immunhidny szindréma (FAIDS)
jén létre, amely hasonlé a teljesen kifejlédott emberi AIDS fert6zés-

hez.
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In vitro FIV modell sejttenyészetben: a Crandell-Reese macs-
kavese sejtvonal (CrFK) érzékeny a FIV fertézésre és eldsegiti a
virus szaporodasat. A CrFK sejtek egyarant alkalmasak a virus
tenyésztésére és a FIV ferté6zés vizsgalatara. Bar a FIV nem karositja
a FIV-fert6zott CrFK sejteket, megfeleld diagnosztikus vizsgalatok
rendelkezésre allnak a FIV fertézés sejttenyészetben valdé kimutata-
sara. A vizsgalatok igazoltak az SY hatékonysagat.

Az EDs, meghatarozasa: az 1. frakciét vizsgaltuk a CrFK sejtek
FIV fert6zés elleni védd hatékonysaganak tekintetében. A CrFK
sejteket triplikatumban a tenyésztéedényekbe helyeztiuk, 1x10°
sejt/T25-edény koncentracioban. 24 6réas inkubaciot kévetéen —
amely a sejtek letapadasat és névekedéseét szolgalta — a vegyuletek
oldatait hozzaadtuk a sejttenyészetekhez tovabbi 24 éraig. Az olda-
tok készitésekor a talalmany szerinti aktiv hatéanyagokat feloldottuk
8,0-as pH-értékl foszfatpufferban, 100 mg/ml koncentracioban,
melyet ezt kdvetéen centrifugaltuk 25000 fordulat/perc-en, 30 percig,
25°C-on, egy Ti45-6s rotorban. A felliluszét eltavolitottuk, majd
harom 1ml-es mintat vakum alatt beszaritottunk centrifugalas kézben
az oldat koncentraciéjanak meghatarozasara. Az aktiv hatéanyagot
tovabb higitottuk 2 mg/ml-re, atszuirtuk egy 0,2 um-os celluléz-acetat
szlrén, majd a koncentraciojat meghataroztuk a beszaritott anyag
tomegének a kitarazott kontrolhoz képest valé meghatarozasaval.

Az eredmények azt mutattak, hogy az 1. frakciénak a CrFK sejtek
FIV fertézésének kivédésére vonatkoz6 EDsy értéke 0,1-1,0 ug/ml, az
EDgo pedig 0,2-2,5 ng/ml kézo6tt van. Az eredmények alapjan a talal-
many szerinti készitményeket alkalmazhatjuk gyégyaszatilag elfoga-

dott hordozbéanyagokkal, és olyan dézisban kell adagolni, hogy a
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koncentréaciojuk a vérben 10-1000 nM kdézé essen. Azonban bizonyos
esetekben olyan dézisokat kell hasznalnunk, amely a vérben 10000
nM-os koncentraciét hoz Iétre. Az aktivabb hatéanyagok mar 1 nM-os

vérkoncentraciéban is hatékonyak lehetnek.

4. példa

Szalvianolsav konjugacio

Liagos pH-n a szalvianolsav (1. vegyllet) tovabbi harom
dehidrogenezett formaja jo6het |étre (2-4 vegyllet). A szalvianolsav
és szarmazékainak (a szalvianolsav dehidrogenezett alakjai) konju-
gacidja dimer formakka szamos vegyuletet eredményez, melynek a
szerkezeteit bemutatjuk. A szarmazékok a szalvianolsav homo-
és/vagy heterodimerjeinek a dehidrogenezett formakkal vald konju-
gacidjanak az eredménye. Ezek a vegyuletek anti-HIV-1 integraz
aktivitassal birnak mar kisebb, mint 1 png/ml-es koncentracioban. A
szalvianolsav (1. vegyulet) alapszerkezete a (PLD4) képlettel irhaté
le.

Az A, B, C, és D az 1. vegyulet 24-es, 27-es, 35-6s és 38-as
szénatomjan levd hidrogént jeldlik. Ezek a hidrogének a konjugéacié
lehetséges helyei. Ezért a szalvianolsavnak (1. vegyulet) sajat
magaval képzett konjugacidja - egy homodimer - soran a kévetkez6
kombinacidok képzédhetnek (5-13. vegyuletek): 5. vegyuletben A az
A-val konjugalédik (1. dbra); a 6. vegyuletben az A a B-vel (2. abra);
a 7. vegyuletben az A a C-vel (3. abra); a 8. vegyuletben az A a D-
vel (4. abra); 9. vegyuletben a B a B-vel (5. 4bra); a 10. vegyuletben
a B aC-vel (6. abra); a 11. vegyuletben a C a C-vel (7. abra); a 12.
vegyuletben a C a D-vel (8.4bra); a 13. vegyuletben a D a D-vel (9.
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abra); a 24. vegyluletben az 1. vegyulet B és D valtozata konjugalodik
(13. abra).

A szalvianolsav harom dehidrogenezett formajanak (2-4. vegyi-
letek) keletkezése soran a dehidrogénezés a 24-es és 38-as, a 24-es
és 35-6s, ill. a 27-es és 38-as szénatomokon jon létre. Ezek a formak
a kovetkezdb alapszerkezettel birnak:

2. vegyulet, 24-38 dehidrogénezés, lasd (PLD,) képletet, illetve a
10. abrat.

3. vegyulet, 24-35 dehidrogénezés, lasd (PLD;) képletet, illetve a
11. abrat: E a konjugacioé helyét jeldli.

4. vegyulet, 27-38 dehidrogénezés, lasd (PLD,) képletet, illetve a
12. abrat. F a konjugacidé helyét jeloli.

A szalvianolsav dehidrogenezett formai (2-4. vegyuletek)
homodimereket képezhetnek. Ez azt jelenti, hogy a 3. és 4. vegyulet
konjugalédhatnak 6nmagukkal az E- és az F-helyeken, a 14. és a 15.
vegyuletek létrehozasara.

Ezek a dehidrogenezett formak szintén képezhetnek
heterodimereket a szalvianolsavval. A lehetséges heterodimerek a
kovetkezbk:
az 1. vegyulet A helye a 3. vegyulet E helyével konjugélédhat a 16.
vegyulet |étrehozasara;
az 1. vegyulet B helye a 3. vegyulet E helyével konjugaléodhat a 17.
vegyullet létrehozasara;
az 1. vegyulet C helye a 3. vegyulet E helyével konjugalédhat a 18.
vegylulet |étrehozasara;
az 1. vegyulet D helye a 3. vegyulet E helyével konjugalédhat a 19.

vegyulet létrehozasara;
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az 4. vegyulet F helye a 1. vegyulet A helyével konjugalédhat a 20.
vegyulet létrehozasara,
az 4. vegyulet F helye a 1. vegyulet B helyével konjugélédhat a 21.
vegyulet létrehozasara;
az 4. vegyllet F helye a 1. vegyulet C helyével konjugalédhat a 22.
vegyllet létrehozasara;
az 4. vegyulet F helye a 1. vegyllet D helyével konjugalodhat a 23.
vegyulet |étrehozaséra.

Ezeken a dimereken kivil, lehetséges ezekhez hasonld trimere-
ket és nagyobb polimereket is kialakitani. Ezen vegyuletek szerke-
zeti variacioi ismertek lesznek a szakemberek szamara.

Az is lathato, hogy ezeket a vegyuleteket médosithatjuk ugy,
hogy acetilcsoportokat, észtereket, anhidrideket vagy a vegyulet

gyogyaszatilag elfogadott soit alakitjuk ki.

5. példa

Az anti-inteqraz aktivitas idé6fugg6 aktivaldsa konjugacié altal

A 4. példa 1. vegyuletének tisztitasat és azonositasat mind to-
megspektrométerrel, mind NMR-el elvégeztuk. Az 1. vegyuletet ezt
kovetden 0,1% NH,OH-val inkubaltuk kilénbéz6 ideig (5 perc, 30
perc, 1 h,2h,3h,4h,5h, és 24 h), 5 mg/ml koncentraciéban. A
reakciot 1% ecetsavval allitottuk le, és meghataroztuk az anti-HIV-1
integraz aktivitast. Az eredmények azt mutattéak, hogy a frakcidkban
egy idéfugg6b aktivalédas van a 0,1% NH4OH-val térténd inkubacid
miatt, amely az 1. vegyulet kulénb6zd konjugéacidinak az eredmeénye.

Az eredményeket a 3. tablazat mutatja.
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3. tablazat

Idé ICso (ng/ml)
pH =6,0
pH = 6,0 3,5
5 perc 1,8
30 perc 1,7
1 éra 1,5
2 oOra 1,5
3 6ra 1,05
4 ora 1,0
5 ora 0,9
24 6ra 0,5

Tisztitott, 492 molekulatémegu vegyuleteket (pl. 2-4. vegyluletek)
0,1% NH40H-val inkubaltuk kalénbozé ideig (5 perc, 30 perc, 1 h,
1.5h, 2,0 h, és 3 h), 5 mg/ml koncentracioban. A reakciét 1% ecet-
savval allitottuk le, és meghataroztuk az anti-HIV-1 integraz aktivi-
tast. Az eredmények azt mutattak, hogy a 2-4. vegyuleteknél egy
idéfuggd aktivalédas van a 0,1% NH,OH-val térténé inkubacié miatt,
amely azonban nem olyan nagy, mint az 1. vegyulet konjugécioi

esetében. Az eredményeket a 4. tadblazat mutatja.

4 tablazat

Minta ICso

5 perc >7,5
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30 perc 5,5
1 ora 52
1,5 6ra 4,2
2 ora 4.1
3 6ra 2.1

6. példa

Az aktivalt 1. vegyulet anti-HIV-1 integraz aktivitasa

A 4. példa 1. vegyluletébdl 0,8 g-ot inkubaltunk 80 ml 0,1%
NH,OH-ban - 10 mg/ml végkoncentréciéban - 8 6raig. Ezt az aktivalt
frakciot felvittuk egy Sephadex® LH20-as oszlopra és az elualast
vizes oldatban névekvo koncentracioju metanollal végeztuk. Az elualt
frakciokat liofilizaltuk és meghataroztuk az anti-HIV-1 inregraz

aktivitast. Az eredményeket az 5. tablazat mutatja.

5. tablazat
Frakcid ICs0 (png/ml)
eredeti 1,1
10 % metanol 1,1
20 % metanol 0,69
30 % metanol 0,81
40 % metanol 0,92
50 % metanol 0,4
60 % metanol 0,92
70 % metanol 3,2
80 % metanol >7.,5




oo ° e
. o o e oo LI hd
- - Y ve (XX
. . .

.
esee se0e o8 oo oo

34

Az 50%-0s mintat - amely a legjobb aktivitasu volt - megvizsgal-
tuk tomegspektrométerrel, amely két fé6 csucsot jelzett a 492-es és
986-0s molekulatomegnél. A csucsok a szalvianolsav monomerjének,
ill. dimerjének felelnek meg, amely azt mutatja, hogy ezek a vegyu-
letek okozzak az antiviralis hatast. Ezért az eredmények azt mutat-
jék, hogy az integraz gatlasért felelés aktiv antiviralis hatéanyag a
szalvianolsav és/vagy annak dimerje.

A frakciok HIV-1 fertézés elleni hatékonysagat CEM™*RT sejteken
vizsgaltuk. Ezeket a sejteket CEM-b6l hozzuk létre a 8. példaban
leirtaknak megfeleléen. A HIV p24 antigén-befogasos meghatarozast
a 8. példaban leirtaknak megfeleléen végeztik. Az eredményeket a

6. tablazatban ismertetjuk.

6. tablazat
Minta ICso (ng/ml)
10 % 41
20 % 2,2
30 % 12
40 % 7
50 % 3,8
60 % 40
70 % 40
80 % nincs meghatéarozva
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7. példa
Anti-HIV-1_integraz aktivitas

Az 1.példa 1. frakciojat feloldottuk 40%-o0s (vizes) metanolban
majd 30 percig, 8000 fordulat/perc-el egy GSA rotorban centrifugal-
tuk. A feluluszot felvittak egy SEPHADEX® LH20-as oszlopra, melyet
el6zetesen 40%-0s (vizes) metanollial kiegyenlitettink. Az oszlopot
40%-0s (vizes) metanollal mostuk majd 50, 60, 70, 80 és 90%-o0s
metanollal (vizes) elualtuk. A mintakat liofilizaltuk és feloldottuk a
megfeleld mennyiségld metanolban ugy, hogy a térzsoldat végkon-
centraciéja 5 mg/ml legyen. Ezekben a frakciokban hataroztuk meg
az anti-HIV-1 integraz aktivitast. A meghatarozaskor a koncentraciok
5 2,5 2, 1,5, 1,25 1,08, 0,6, 0,4 és 0,2 pg/ml voltak. A gatlas
szazalékat ugy szamoltuk ki, hogy a pozitiv kontroll szazalékos
hasitasi értékébol kivontuk az egyes frakciok szazalékos hasitasi
artékét, és ezt elosztottuk a pozitiv kontroll szazalékos hasitasi

értékével.

7. tablazat

Az in vitro HIV-1 integraz aktivitas meghatarozas eredményei

rFrakcié # ICso (ng/ml)
40 0,84
50 0,70
60 0,68
70 0,60
80 0,57
90 0,50
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A SEPHADEX®LH20-as oszloprol lejovo 60-80% kozotti frakcio-
kat egyesitettik és feloldottuk 40%-0s (vizes) metanolban, majd a
mintakat 30 percig, 8000 fordulat/perc-el egy GSA rotorban centrifu-
galtuk. A feluluszot felvittuk egy MCI GEL CHP20P (75-150 p) osz-
lopra, melyet elbzetesen 40%-0s (vizes) metanollal kiegyenlitettink.
Az oszlopot 40%-0s (vizes) metanollal mostuk, majd az elualast 50,
60, és 70%-0s (vizes) metanollal végeztuk. A mintat liofilizaltuk és a
meghatarozast a korabbiakban leirt kalénbozd korulmények kozott
végeztuk el.

8. tablazat

Az in vitro HIV-1 inteqraz aktivitas meaghatarozas eredményei

Minta # |Cso MeOH-ban  |ICso pH=6,0-nal  |1Cso 0,1 % NH4OH
(ng/ml) (ng/ml) oldatban (png/ml)

MCI 40 0,32 0,70 0,44

MCI 50 0,34 0,80 0,58

MCI 60 0,42 1,00 0,62

Az MC| GEL CHP20P (75-150 um) oszlop mintait tomegspekt-
roszképias modszerrel vizsgéaltuk (negativ moédban). Az eredmények
azt mutatjak, hogy az MC| 40 egy fé csuccsal bir a 986-0s, €s egy
Kisebb csuccsal pedig a 494-es molekulatomegnél. Az MCIl 50-nek
két fé6 csucsa van 492-nél &s 986-nal. Az MCI 60 két o cslcsa 984-
nél és 986-nal vannak. A meghatarozas szerint a 494-es csucs a
szalvianolsavnak felel meg a tomegspektroszkép és az NMR szerint.
A 492-es csucs a szalvianolsav dehidrogenezett formaja; a 986-0s

csucs a szalvianolsav dimerje. A 984-es csucs pedig a 492 és a 494
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kevert dimerje. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az 1. frakcio
aktiv hatéanyaga egy olyan vegyulet, melynek a molekulatomege 984
és/vagy 986. A kisérleti eredmények azt sugalljak, hogy a 984 és 986

molekulatémegu dimerek az 1. vegyuletbdl keletkeznek.

8. példa

Egy aktiv anyag anti-HIV-1 aktivitasanak meghatarozasa

Az MCI GEL CHP20P (75-150 um) oszlop frakcidinak HIV-1 fer-
t6zés elleni hatékonysagat a CEMTART sejteken hataroztuk meg.
Ezeket a sejteket a CEM sejtekbdl alakitjuk ki, melyek a HIV-1 tat és
rev géneket konstitutivan expresszaljak. A CEM™RT sejtek a HIV
fertdzés megallapitasanak egy biztonsagos rendszere, mivel ugy
lettek kialakitva, hogy a HIV egy replikacidra nem képes formajat, a
HiVvAteUev_ot képesek fenntartani. A HIV p24 antigén-befogasos
meghatarozast hasznaltuk fel a vegylletek HIV-1 ferté6zést gatlo
hatékonysaganak jellemzésére. Ebben a vizsgalatban a 96-lyuku
lemezeket bevonjuk a p24 magfeherje elleni monoklonalis antitesttel,
melyben a sejttenyésztd médiumot vagy szérumot inkubalunk 2 éran
at. A sejtekrdl a feluluszo6t eltavolitottuk legalabb egy hettel a
HIVARYTY -yel vald fertdzés utan. A lyukakat mostuk mielétt hozzaad-
tuk a biotinnal jelzett, HIV-1 p24 fehérje ellenes poliklonalis antites-
tet. Ezt kovetden szubsztratot adtuk hozza a jel felerdsitésére, és a
p24 expresszio mértékét kézvetlentl hataroztuk meg ismert stan-
dardhoz viszonyitva.

Az MCI 40-et, 50-et és 60-at metanolban feloldottuk és a vegyu-
letek HIV-1 fertézest gatlo képességét a kovetkezé koncentraciokban

hataroztuk meg: 100, 20, 10, 5, és 1 pg/ml. Egy 24-lyuku sejtte-
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nyészté edénybe 2 ml, 3,33 x 10* CEM™RT sejtet és a vegyulet vizs-
galandé koncentracioit adtuk hozza; ezutan pedig 5000 TCIDso/10°
sejt HIV-1 oltéanyagot adtunk. A tenyésztomédiumot hetente kétszer
cseréltuk ugy, hogy 0,8 ml sejtszuszpenziét 2 mi friss médiumban
felszuszpendaltunk. A p24 jelenlétét a sejtmentes feluluszéban
vizsgaltuk. Az anti-HIV-1 hatékonysagot ugy hataroztuk meg, hogy a
p24 antigen képzodéset 5sszehasonlitottuk a vizsgalt anyag jelenlé-
tében, ill. annak hianyaban 7 és 10 nap mulva. Az eredményeket a 9.

és a 10. tablazat mutatja:

9. tablazat: 7. nap

Minta Koncentracié (ng/ml) Gatlas %
MCI 40 100 100
20 100
10 100
1 0
MCI 50 100 100
20 100
10 100
1 0
MCI 60 100 100
20 100
10 100
1 0
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10. tablazat: 10. nap

Minta Koncentracié (ug/ml) |Gatlas %
MCI 40 100 100
20 100
10 100
1 0
MCI! 50 100 100
20 100
10 100
1 0
MCI1 60 100 100
20 100
10 100
1 0

Valamennyi fentiekben targyalt hivatkoz4st a jelen leirds részének
tekintjuk. Ugyanigy hivatkozunk az alap USA-beli szabadalmi beje-

lentésre is, melynek szama: 09/104 363 (1998, junius 25-én kerult

benyujtasra).
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Szabadalmi igénypontok

1 Mébdszer egy virusfertézés kezelésére vagy megelézésere
olyan készitmeny alkalmazasaval, amelyben a virust hatékonyan
gatolni képes mennyiségben legaldbb egy olyan aktiv hatéanyag van,
amely legalébb egy olyan csoportot tartalmaz, amely egy (1) altala-
nos képletl B—(3,4-dihidroxifenil)-tejsavbél és/vagy egy (2) altalanos
képletd koffeinsavbol szarmazik, ahol a képletekben

R' jelentése -OH, -O- vagy egy kotés:

R? jelentése -H vagy egy kotés;

R® jelentése -OH vagy -O-;

R jelentése egy kotés vagy -C(0)-R® csoport, ahol RS jelentése
-OH vagy egy kotés;

R® jelentése -H vagy egy kotés; és

R’ jelentése -H vagy egy kotes,

tovabba az aktiv hatéanyag molekulatémege nagyobb, mint 190
dalton.

2 Az 1. igénypont szerinti moédszer, melyben az aktiv hatéanyag
legalabb egy (1) altalanos képleti B-(3,4-dihidroxifeniI)-tejsavbél
szarmaz6 csoportot és legalabb egy (2) altalanos képleti koffeinsav-
b6l szarmazo csoportot tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti modszer, melyben az aktiv hatéanyag
az emlitett csoportok dimer, trimer, tetramer nagyobb tagszamu
polimerje.

4 Az 1. igénypont szerinti modszer, melyben az aktiv hatdéanya-
got a kévetkezOk kozul valasztjuk: D-(2,3-dihidroxifenil)-tejsav, |

rozmaringsay, 2-(3,4-dihidroxifeni|eteniI)-koffeinsav, litospermat-B,
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magnézium-litospermét-B, 2-(3,4-dihidroxifeniIetilen)-koffeinsav
dimerjei és a (#9) képleti vegyulet.

5. Az 1. igénypont szerinti modszer, melyben a virusfertézést
hepatitiszvirus, ortomixovirus, papillémavirus, paramixovirus,
pikornavirus, poliomavirus vagy retrovirus okozza.

6. Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben a rétrovirus a HIV
vagy a FIV.

7. Az 5. igénypont szerinti médszer, melyben a virusfertézest
egy olyan virus okozza, amely integrazt vagy egy integraz aktivitas-
sal biré fehérjét termel.

8 Az 1. igénypont szerinti médszer, melyben a készitményt orr-
ban, szajon at, béron keresztal, parenteralisan, intratekalisan vagy
intravénasan alkalmazzuk.

9. Médszer egy egyén virusfertézésének kezelésére vagy meg-
eldzésére olyan készitménnyel, amelyben a virust hatékonyan gatolni
képes mennyiségben két vagy tébb aktiv hatéanyag van, ahol leg-
alabb két hatéanyag legalabb egy olyan c;soportot tartalmaz, amely
egy (1) altalanos képlet B-(3,4-dihidroxifenil)-tejsavbél és/vagy egy
(2) altalanos képletu koffeinsavbol szarmazik, ahol a képletekben

R' jelentése -OH, -O- vagy egy kotés;

R? jelentése -H vagy egy kotés:

R® jelentése -OH vagy -O-;

R jelentése egy kotés vagy -C(0)-R® csoport, ahol R® jelentése
-OH vagy egy kotés;

R® jelentése -H vagy egy kotés; és

R” jelentése -H vagy egy kotés,
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tovabba az aktiv hatéanyag molekulatémege nagyobb, mint 190
dalton.

10. A 9. igénypont szerinti médszer, melyben az aktiv hatéanyag
az emlitett csoportok dimer, trimer, tetramer nagyobb tagszamu
polimerje.

11. A 9. igénypont szerinti modszer, melyben az aktiv hatdanya-
got a kovetkezdk kozul valasztjuk: D-(2,3-dihidroxifeniI)-tejsav,
rozmaringsav, 2—(3,4—dihidroxifeni|eteniI)-koffeinsav, litosperméat-B,
magnézium—litospermét-B, 2—(3,4—dihidroxifeniIetilen)-koffeinsav
dimerjei és a (#9) képlet vegyulet.

12. A 9. igénypont szerinti médszer, melyben a virusfertézést
hepatitiszvirus, ortomixovirus, papillémavirus, paramixovirus,
pikornavirus, poliomavirus vagy retrovirus okozza.

13. A 12. igénypont szerinti modszer, melyben a retrovirus a HIV
vagy a FIV.

14. A 12. igénypont szerinti modszer, melyben a virusfertézést
olyan virus okozza, amely integrazt vagy egy integraz aktivitassal
biré fehérjét termel.

15. A 9. igénypont szerinti médszer, melyben a készitményt orr-
ban, szajon at, boéron keresztul, parenteralisan, intratekalisan vagy
intravénasan alkalmazzuk.

16. Egy antiviralis készitmény, amely ket vagy tobb aktiv haté-
anyagot tartalmaz, ahol a hatéanyagok legalabb egy olyan csoportot
tartalmaznak, amely egy (1) altalanos képletu B—(3,4—dihidroxifeni|)—
-tejsavbol és/vagy egy (2) altalanos képletd koffeinsavbél szarmazik,
ahol a képletekben

R' jelentése _OH, -O- vagy egy kotés;
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R? jelentése -H vagy egy kotés;

R® jelentése -OH vagy -O-

R* jelentése egy kotés vagy -C(0)-R® csoport, ahol R® jelentése
-OH vagy egy kotes;

R® jelentése -H vagy egy kotes, és

R’ jelentése -H vagy egy kotes,

tovabba az aktiv hatéanyag molekulatémege nagyobb, mint 190
dalton.

17. Eljaras antiviralis hatéanyagok azonositésara a Salvia nem-
zettséghez tartozo névénybél, azzal jellemezve, hogy

a) a névénybdl egy aktiv hatéanyagot vonunk ki, amely legalabb
egy olyan csoportot tartalmaz, amely egy (1) altalanos képletd B-
—(3,4-dihidroxifeniI)—tejsavbél és/vagy egy (2) altalanos képletd
koffeinsavbol szarmazik, aho! a képletekben

R' jelentése -OH, -O- vagy egy kotés;

R? jelentése -H vagy egy kotés,

R® jelentése -OH vagy -O-

R jelentése egy kotés vagy -C(0)-R?® csoport, ahol R® jelentése
-OH vagy egy kétées;

RS jelentése -H vagy egy kotés; €s

R’ jelentése -H vagy egy koteés,

b) a fenti elsd aktiv hatéanyagot kombinaljuk egy masodik aktiv
hatéanyaggal, amely egy olyan csoportot vagy annak konjugatumat
tartalmazza, ami az els6 aktiv hatéanyagtol eltéro,

c) az antiviralis aktivitast meghatarozzuk a fenti elsé és masodik

hatéanyagot tartalmaz6 kombinéacios termékben.



44

18. Egy konjugacios termék, amely a szalvianolsav és/vagy a
szalvianolsav dehidrogenezett formaibdl szarmazé monomer egyse-
gek homo- vagy heteropolimerje, ahol a konjugécios termék moleku-
latémege kb. 492 vagy nagyobb, tovabba a fentiek acetil-, észter-
vagy anhidrid-szarmazékai vagy gyogyaszatilag elfogadott soi.

19. A 18. igénypont szerinti konjugéacios termék, melynek a mo-
lekulatomege kb. 492 és kb. 986 kozott van.

20. A-19. igénypont szerinti konjugacios termék, melynek a mo-
lekulatomege kb. 492.

21. A 19. igénypont szerinti konjugacios termék, melynek a mo-
lekulatémege kb. 984.

22 A 19. igénypont szerinti konjugacios termék, melynek a mo-
lekulatomege kb. 986.

23. A 19. igénypont szerinti konjugacios termeék, amely az (l) al-
talanos képleta szalvianolsav és/vagy a (11) vagy (1) altalanos
képletd dehidrogenezett szalvianolsav monomerjeinek homo- vagy
heteropolimerje, ahol a képletekben R' R2, R® R* R® és R® jelenté-
se hidrogénatom vagy kotés, és a fenti homo- vagy heteropolimerek
monomer egységei az R’, R2?, R® R*% R®és R® csoportokon keresztul
kapcsolédnak egymashoz.

24. A 23. igénypont szerinti konjugéacioés termek, amely egy
homodimer.

25. A 24. igénypont szerinti konjugacios termék, melyben a mo-
nomer egységeket R'-R’, R2-R?, R*-R% R*-R’, R5-R® vagy R®-R®

kotések kotik egymashoz.
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26. A 24. igénypont szerinti konjugacios termek, melyben a mo-
nomer egységeket R'-R?, R'-R% R'-R%, R2-R®, R%-R* vagy R*>-R’
kotések kotik egymashoz.

27. A 23. igénypont szerinti konjugéacios termék, amely egy
heterodimer.

28. A 27. igénypont szerinti konjugacios termek, melyben a mo-
nomer egységeket R'-R®, R2-R® R®-R° vagy R*-R® kotések kotik
egymashoz.

29. A 27. igénypont szerinti konjugéacios termék, melyben a mo-
nomer egységeket R'-R®, R2-R®, R3-R®, R*-R°® vagy R%-R® kotések
kotik egymashoz.

30. A 18. igénypont szerinti konjugécios termék, amely egy
homotrimer.

31. A 18. igénypont szerinti konjugacios termek, amely egy
heterotrimer.

32 A 18. igénypont szerinti konjugacios termeék, amely egy 4
vagy tébb monomer egységbdl alld homopolimer.

33. A 18. igénypont szerinti konjugacios termék, amely egy 4
vagy tobb monomer egységbdl alld heteropolimer.

34. Mbdszer egy virusfertbzés kezelésére vagy megelézésere
olyan készitmeény alkalmazéasaval, amely a virust hatékonyan gatolni
képes mennyiségben a 18. igénypont szerinti konjugéacios terméket
tartalmazza.

35. A 34. igénypont szerinti modszer, melyben a konjugaciés

termék egy homodimer, heterodimer, homotrimer vagy heterotrimer.
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36. A 34. igénypont szerinti modszer, melyben a virusfertdzest
hepatitiszvirus, ortomixovirus, papillomavirus, paramixo'virus,
pikornavirus, poliomavirus vagy retrovirus okozza.

37. A 36. igénypont szerinti moédszer, melyben a retrovirus a HIV
vagy a FIV.

38. A 36. igénypont szerinti modszer, melyben a virusfertézeést
olyan virus okozza, amely integrazt vagy egy integraz aktivitassal
biro fehérjét termel.

39. A 34. igénypont szerinti modszer, melyben a konjugaciés
terméket orrban, szajon at, boéron keresztul, parenteralisan,
intratekalisan vagy intravénasan alkalmazzuk.

40. Eljaras egy antiviralis készitmény eldallitasara, azzal jelle-
mezve, hogy a szalvianolsavat lugos pH mellett inkubaljuk ugy, hogy
a szalvianolsavnal nagyobb antiviralis aktivitassal bir6 homo- vagy
heteropolimerek keletkezzenek.

41. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk eld, melyek molekulatoémege
kb. 492 vagy nagyobb.

42. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk el6, melyek molekulatomege
kb. 492 és kb. 986 kozotti.

43. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk eld, melyek molekulatomege
kb. 492.

44. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk eld, melyek molekulatomege

kb. 984.
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45. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk elé, melyek molekulatomege
kb. 986.

46. A 42. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy olyan
homo- vagy heteropolimereket allitunk elé, melyek az (1) altalanos
képletl szalvianolsav és/vagy a (1) vagy (I1) altalanos képletu
dehidrogenezett szalvianolsav monomerjeit tartalmazzak -

a képletekben R' R? R® R% RS, és R® jelentése hidrogénatom vagy
egy kotés, és a fenti homo- vagy heteropolimerek monomer egységei
az R'. R%, R® RY R®és R® csoportokon keresztul kapcsolddnak
egyméashoz.

47. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy
homodimert allitunk el6.

48. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
monomereket R'-R", R2-R?, R®-R® R*-R*, R5-R® vagy R®-R°® kotésekkel
kapcsoljuk 6ssze.

49. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
monomereket R'-R?, R'-R®, R'-R* R2-R® R?-R*vagy R3-R* kotésekkel
kapcsoljuk 6ssze.

50. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy
heterodimert allitunk el6.

51. Az 50. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
monomereket R'-R®, R?-R®, R3-R% vagy R*-R® kotésekkel kapcsoljuk
6ssze.

52. Az 50. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
monomereket R'-R®, R*-R®, R3-R® R*-R° vagy az RS-R® kotésekkel

kapcsoljuk 6ssze.
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53 A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy
homotrimert allitunk eld.

54. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy
heterotrimert allitunk eld.

55. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy
4 vagy tobb monomer egységbdl allé homopolimert allitunk eld.

56. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy egy

4 vagy tébb monomer egységbdl allod heteropolimert allitunk el6.

A meghatalmazott:

—

D_ANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda KA.
dr. Tordk Ferenc
szabadalmi figyviv
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