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Antimikrobiaini prevence a lécba lidského viry imunodeficience a dalsich

infekénich onemocnéni.

Oblast techniky

Soucasny vynalez se tyka lidského viru imunodeficience a zvlasté Iécby a
prevence lidského viru imunodeficience a dalgich infek&nich onemocnéni.

Dosavadni stav techniky

Je hléseno, Ze v soucasné dobé je na svété 22 miliond lidi nakazenych lidskym
virem imunodeficience (HIV). Nejvétsi podil novych pfipadd HIV pochazi z Afriky a
Karibské oblasti. Typicky vyvoj HIV infekce se rozdéluje do raznych stadii: 1) prenos
viru; 2) akutni retrovirovy syndrom; 3) serokonverze; 4) klinicky némé obdobi s nebo
bez perzistentni generalizované lymfadenopatie (PGL); 5) ¢asna symptomaticka HIV
infekce dfive znama jako komplex tykajici se AIDS neboli ARC (AIDS-related complex)
noveji oznaCovany jako ,B priznaky“ podle klasifikace CDC z roku 1993; 6) syndrom
ziskaného defektu imunity (AIDS) (ukazatelem podminky AIDS podle kritérii CDC z roku
1987 a upravenych z roku 1993 je pocet bunék CD4 < 200 / mm®); a 7) pokrogila
infekce HIV, pro kterou je typicky poet bunék CD4 < 50 / mm®. CD4 jsou mizni buriky
(lymfocyty), které jsou napadany virem HIV. V roce 1993 byla zménéna definice AIDS,
kde tento pojem zahrnuje vSechny pacienty s poétem bunék CD4 < 200/mm>:; tato
definice zahrnuje véechny pacienty ve stadiich 4 az 7 bez ohledu na klinické pfiznaky.

Pocate¢ni akutni retrovirovy syndrom je doprovazen rychlym poklesem poétu
bunek CD4, vysokou plasmatickou virémii s moznosti kultivaci a vysokou hladinoy
HIV-RNA v plasmé. Objevi se klinické zotaveni a vysoké hladiny virémie HIV-RNA
v plasmé se snizuji s rozvojem Cytotoxické odpovédi T-lymfocytd (CPL). Poget bunék
CD4 postupné klesa v pribéhu nékolika let a nasleduje zrychleny pokles b&hem 1,5az
2 let pfed diagnézou AIDS dle definice. Koncentrace HIV RNA v plasmé jsou relativné
stabilni az do doby kdy HIV dospéje k pozdnimu stadiu, kdy poget CD4 je <200/ mm3a
Klinicky priibéh je charakterizovan infekcemi, vybranymi nadory, hubnutim a
neurologickymi komplikacemi. Obecné se u 10 % pacientl rozvine AIDS dle definice
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drive nez poklesne pocet CD4 pod 200 / mms. Sou¢asny median ¢asu k rozvoji
komplikaci AIDS po pokiesu CD4 na 200 / mm?’ je 12 aZ 18 mésicl. Pokud chybi lécba
pfimo proti HIV nebo prevence PCP (Pneumocystis Carini Pneumonia), pramérny &as
od pienosu viru k diagnéze AIDS dle definice je 10 let, a pfezivani po vzniku komplikaci
AIDS bylo doposud jeden rok.

Pfi sledovani vsech pfipad primérny pacient, pokud nedostava lécbu piimo proti
HIV, umira pfiblizné do deseti let od serokonverze. Popisuje se, Ze median &asu od
serokonverze HIV k AIDS 7 let pro pfijemce transftizi, 10 let pro hemofiliky, 10 let pro
narkomany a 8 az 12 let pro homosexualni muze. Stupen progrese onemocnéni je
nezavisly na pohlavi, rase, rizikové kategorii, a zavisi na kvalité péce. Pro nemocné,
ktefi jsou v obdobi serokonverze ve véku 16 az 24 let byl median ¢asu 15 let; pro ty,
ktefi byli ve véku nad 35 let v obdobi serokonverze byl median 6 let.

Infekce HIV mize byt ziskana pohlavnim stykem, transfizemi nakazené krve,

u narkomant pomoci nakazenych jehel nebo pienosem pfi porodu. Symptomaticka
primarni infekce HIV, také popisovana jako akutni retrovirovy syndrom, se udava u
predchozich rizikovych kategorii s etnosti 50 az 90 %. Tento syndrom byl také zji$tén
u sedmi nebo osmi pracovnikd ve zdravotnictvi, ktefi byli vystaveni pienosu pfFi vykonu
povolani.

Obdobi od exposice k nastupu pfiznakdl trva obvykle 2 az 4 tydny, ale inkubaéni
doba mGze trvat az Sest tydn(. Typickymi priznaky jsou: zvy$ena teplota, zvétsené
uzliny, zanét nosohltanu, vyrazka, ktera obsahuje z&ervenani se skvrnkami o velikosti 5
az 10 mm na obli€eji a na trupu, nékdy i na koncetinach na dlanich a na chodidiech
nebo sliznicné kozni viidky v Ustech, jicnu nebo na genitdliich, bolesti svalll nebo
kloub(, prijem, bolesti hlavy, zvétsena jatra a slezina, afty, nevolnost a zvraceni. Mezi
neurologické priznaky patii: zanét mozkomisnich blan, periferni neuropatie, obrna
licniho nervu, syndrom Guillian-Barré, zanét pazniho nervu, onemocnéni nervovych
kofen(, zhorSeni poznavacich schopnosti, a psychdzy. Akutni onemocnéni je
vSeobecné doprovazeno vysokou hladinou virémie HIV s vysokou hladinou antigenu
p24, plasmatickou virémii, a vysokymi titry HIV v perifernich krevnich jednojadernych
burikach (monofagach).

Primarni je cytotoxické odpovéd T lymfocytu (CTL) a obvykle piedchézi
meéfitelnou humoralni (protilatkovou) odpovéd o nékolik tydnu. Cytotoxicka odpoved T
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lymfocytu (CTL) je doprovazena poklesem koncentrace HIV v periferni krvio 3 az 5
fadd. Vysoka hladina virémie béhem této akutni faze onemocnéni mize souviset

s roz$ifenim viru do CNS a lymfatickych tkanich. Lymfaticka tkan slouzi jako hlavni
rezervoar pomnozovani HIV. Infekce nelymfatickych organt s vysokymi hladinami HIV
se zacina objevovat v pozdnich stadiich HIV.

Pritomnost pfiznak( spiSe nez serokonverze bez pfiznakl stejné tak jako vieklé
onemocnéni delSi nez 14 dni koreluje s rychlejsi progresi AIDS. K serokonverzi
s pozitivni sérologii HIV vSeobecné dochazi po 6 az 12 tydnech po prenosu, jako napr.
transfuzi nebo poranénim o jehlu u pracovnikll ve zdravotnictvi. Median tohoto intervalu
je 63 dni. Cytotoxicka odpovéd T lymfocytu (CTL) je doprovazena prudkou redukci
kvantitativniho virového obsahu v krvi, klinické zotaveni z akutniho retrovirového
syndromu a navrat poétu bunék CD4 k vyssim hladinam, které se pohybuiji ve vétsiné
laboratofich v normalnim rozmezi.

HIV pacient se stava klinicky asymptomatickym a vSeobecné nema zadny nalez
na fyzikalnim vySetfeni kromé pretrvavajiciho véeobecného postizeni uzlin (Persistent
Generalized Lymphadenopathy — PGL), kam patii zvétSeni uzlin. Studie lymfatickych
uzlin dokazuji vysoké koncentrace HIV, ktery je zachycen extracelularné na folikularnich
dendritickych bunkach a intracelularné je virus prevazné ve skryté formé. Lymfaticka
tkan slouzi jako hlavni rezervoar HIV, folikularni dendritické bunky filtruji a zachycuji
volny virus a nakazené buniky CD4 a virova zatéz v perifernich jednojadernych bunkach
(mononukledrech) je relativné nizka. S pokroCilym onemocnénim dochazi v disledku
HIV k poskozeni uspofadani lymfatické uzliny.

Virologické studie pacientt s bezpfiznakovou infekci HIV ukazuiji vysoky stupen
pomnozovani HIV s denni produkci o priiméru 10° viriond. PomnozZovani viru je
doprovéazeno masivnim niéenim a produkci 10° CD4 bunék denné. Obména CD4 bunék
predstavuje 6 az 7 % celkovych CD4 bunék téla, takze veSkera zasoba se obnovi
kazdych 15 dni. AIDS se poklada za nasledek neustalého vysokého stupné
pomnozovani HIV-1, které vedou k virovému a imunitné zprostredkovanému zniceni
CD4 lymfocytd.

Pokrogila HIV infekce se objevuje u pacient(i s poétem bunék CD4 < 50 /mm”.

U téchto pacientt se pfedpoklada zkracené piezivani s medianem pieziti12 az 18

mésicd. Ve skuteénosti u v8ech pacient(, ktefi zemfou na komplikace souvisejici s HIV
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je pocet CD4 bunék na této hodnoté. Ve skute€nosti u vdech nemocnych, kteii zemfeli
na komplikace HIV byl po¢et CD4 bunék na téchto hodnotach.

Urad pro potraviny a léky (Food & Drug Administration — FDA) povolil mnoho
inhibitord reverzni transkriptazy (RT). RT enzymy pfeménuiji virovou RNA na DNA.
Inhibitory RT dokéZou pferusit tento proces. Inhibitor RT AZT od firmy Glaxo Welicome
povolil FDA v roce 1987 a prodava se pod obchodni znaékou Retrovir a zivodudin,.
Inhibitor RT ddl, ktery se prodava pod obchodnim jménem Videx a didanosin od firmy
Bristol-Myers Squibb, FDA povolil v roce 1991. Inhibitor RT ddC, ktery se prodava pod
obchodnim jménem HIVID a dideoxycytidin od firmy Hoffman-LaRoche, FDA povalil
v roce 1992. Inhibitor RT d4T, ktery se prodava pod obchodnim jménem Zerit a
stavudin od firmy Bristol-Myers Squibb, FDA povolil v roce 1994. Inhibitor RT 3TC, ktery
se prodava pod obchodnim jménem Epivir a lamivundin od firmy Glaxo Wellcome, ktery
FDA povolil v roce 1995. Inhibitor RT Nevirapin, ktery se prodava pod obchodnim
jménem Viramune od firmy Boehringer Ingelheim, FDA povolil v roce 1996.

Urad pro potraviny a léky (Food & Drug Administration — FDA) nyni povaolil tfi
inhibitory proteézy k Ié¢bé infekce lidskym virem imunodeficience HIV. Saquinavir, ktery
se prodava pod obchodnim jménem Invirase od firmy Hoffman-LaRoche Laboratories,
byla prvni latka inhibujici proteazu, kterou FDA povolil. Ritonavir, dalsi inhibitor
protedzy, ktery se prodava pod obchodnim jménem Norvir od firmy Abbott Laboratories,
ziskal povoleni FDA v bifeznu 1996, stejné tak, jako Indinavir ktery se prodava pod
obchodnim jménem Crixivan od firmy Merck & Co.

Inhibitory proteazy ucinkuji riznymi mechanismy na rozdil od 1ékU, které se dfive
pouzivaly jako léky proti HIV, jako jsou napfiklad analogy nukieosid(i AZT a 3TC, které
se prodavaji pod obchodnimi jmény zidovudin a lamivundin od firmy Glaxo Wellcome,
ddl a d4T, které se prodavaji pod obchodnim jménem didanosin a stavudin od firmy
Bristol-Myers Squibb, a ddC, ktery se prodava obchodnim jménem dideoxycytidin od
firmy Roche Laboratories. Inhibitory proteazy blokuji enzym, ktery HIV potrebuje
k dokonceni replikacniho cyklu a produkci zivotaschopnych vird. Bez enzymu protedzy
se spravneé nevytvori strukturalni bilkoviny a vytvofi se chybny neinfekéni virus.
Analogy nukleosid( blokuji riizné enzymové reverzni transkriptazy. Tento déj mize
zabranit virové RNA, aby vytvarela virovou DNA, ktera by potom byla zaélenéna do
DNA lidskych bunék. O kombinaci jednoho nebo vice inhibitorli reverzni transkriptazy a
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inhibitoru proteazy, nékdy oznadované jako ,koktejl, se tvrdi, ze napadaji replikaci HIV
ve dvou bodech replikacniho cyklu. Klinické pokusy, které kombinuji saquinavir s AZT,
ddC nebo obémi, vykazuji vétsi pokles v poctu &astic HIV v krvi, nékdy oznadovanych
jako virova zatéz a vétsi vzestup bunék CD4 (T lymfocyt(), nez bylo dfive pozorovano y
samotnych inhibitor( reverzni transkriptazy. Koktejly byvaji nékdy pro nékteré pacienty
toxické a netiginné. Klinické vyhody z pohledu zlepseni prezivani

progrese onemocnéni vak nebyly pro kombinaci (koktejly) inhibitory RT s inhibitory
proteazy piné prokazany. Nicméné Jiz |ékafi zaéinaji povazovat HIV za chronické
zvladnutelné onemocnéni nez rozsudek smrti.

Saquinavirové inhibitory proteazy povolil FDA pro pouziti v kombinaci s inhibitory
reverzni transkriptazy u pacient( s pokroCilym AIDS. Saquinavirové inhibitory proteazy
byvaji tolerovany nékterymi nemocnymi bez hematologickych a neurologickych toxicit
Vv porovnani s analogy nukleosiddi. Uréité leky na Iékai'sky predpis, mezi které patfi
rifampin, rifabutin, fenobarbital, dilantin a dexametazon, mohou vyznamné snizovat
plasmatické hladiny saquinavirovych inhibitorc proteazy a nemély by se pouzivat u
nemocnych, ktefi uzivaji saquinavir. Byla popsana virova rezistence na saquinavirové
inhibitory proteazy, stejné tak jako i na dalsi léky proti HIV.

Inhibitory proteazy ritonavir a indinavir se jevi byt G¢inné&j$i proti HIV nes
saquinovir. Rinonavirové inhibitory proteazy vyZaduji chlazeni. Rinonavirové inhibitory
proteazy se v souasné dobé pouzivaji v kombinaci s analogy nukleosidt (léky jako je
AZT) nebo se pouzivaji v monoterapii. Ve diivéjsi studii bylo lé¢eno 32 nemocnych
pomoci ritonaviru s AZT a's ddC. Po 20 tydnech median po&tu CD4 bunék vzrostl ze
zakladni hodnoty 83 bunék / mm?® na hodnotu 106 bunék Imm?®. Virova z&tés méfena
jako pocet virovych kopii v krvi, se snizila 100-krat. Ritonavir se podaval v davce
600 mg usty dvakrat denné, coz znamena 12 kapsli denné. Lék je k dispozici v kapslich
po 100 mg. Vedlej$i ucinky jsou dosti bézné a zahrnuji: gastrointestinalni pfiznaky
8 nevolnosti, zvracenim, a prijmem. Mezi dal$i vedlej8i Ucinky patfi snizena citlivost a
brnéni, zviasté okolo Ust a zanét jater, ktery je druhem hepatitidy.

Indinavirové inhibitory proteazy ziskaly zrychlené povoleni FDA na zakladé studii,
které dokazuji praimérny vzestup poctu CD4 100 bunék / mm? a 100-nasobny pokles
virové zatéze pii kombinaci AZT s 3TC a indinavirem. Indinavir se podaval v davce
800 mg sty tiikrat denng, (2 kapsle tfikrat denné). Na rozdil od ritonaviru indinavir se
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muzZe podavat pfi prazdném Zaludku pro zlep$eni vstiebavani. Indinavir zplsobuje
meéne gastrointestinainich vedlejSich Uginkd nez ritonavir a zda se, Ze je nékterymi
nemocnymi obecné lépe tolerovan. Hlavnim vedlej$im u¢inkem indinavirovych
inhibitord protedzy je vznik ledvinnych kamenu. Lék je vyluovan &asteéné modi, miize
krystalizovat a vytvaiet kameny, pokud neni zaji$téna adekvatni hydratace. Indinavirové
inhibitory proteazy mohou také poskodit jatra, zptsobi vzestup hladin bilirubinu v krvi,
tzn. ZluCového barviva, které vznika po rozpadu ¢ervenych krvinek. Indinavirové
inhibitory proteazy mohou také zpUsobit Iékové interakce.

Zatim neni dokoncen rozbor rezistence na inhibitory proteazy. Saquinavirové a
ritonavirové inhibitory proteazy stoji v sou¢asné dobé jednoho nemocného v USA 600
dolar( na mésic. Ceny za indinavirové inhibitory proteézy jsou o 30 % niz$i. Kombinace
tfi Iékh AZT s 3TC a ritonavirovych inhibitor( proteézy stoji nemocného v USA pres
1000 dolard / mésic. Ceny kombinaci (koktejly) inhibitord RT a inhibitor(i proteazy
mohou dosahovat az 25 000 dolar( za rok. Ackoliv inhibitory protedzy jsou prospésné,
Iékar'ské vefejnost a spolecnost doposud nevyiesila finanéni problémy s témito drahymi
Iéky.

Herpes simplex virus (HSV), ktery se bézné oznacuje jako ,herpes virus“ nebo
,herpes", je infekéni onemocnéni, které rovnéz tvoii celostatné vyznamny podil.
Odhaduje se pocet 70 aZ 80 % infikovanych nemocnych v nasi populaci, jak bylo
oznameno americkou zdravotnickou spole¢nosti (American Societal Health Association
— ASHA). Tento pocet rosté rotné o 500 000 lidi. Existuji dva bézné typy herpes vird:
herpes simplex virus 1 (HSV 1) a herpes simplex virus 2 (HSV 2). Herpes pronika do
lidskeho téla pres drobna poranéni pokozky obvykle po kontaktu s infikovanym
Clovékem a vyznaluje se vysevem jednoho nebo vice puchyiku, obvykle ve skupinach,
po uplynuti inkubacni doby, které je pfiblizné Ctyfi dni. Typicky probihd onemocnéni ,
tak, ze zaCina prodromélnim stadiem; pokraguje vysevem puchyiku; nasleduje vznik
viidku, jejich splyvani; vymizeni a latentni obdobi. Vypuknuti miize trvat nékolik tydn( a
pramérné trva dva az tii tydny. U nékterych jedincti s oslabenou obranyschopnosti
muze vzplanuti trvat nékolik mésicd. Puchyiky se mohou objevit kdekoliv na k(izi nebo
na sliznicich, jako opar na rtech, Zlazach, sliznici dutiny Gstni, spojivce a rohovce, na

genitdliich,na sliznici kone¢niku a ve tkani kolem koneéniku.
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Mezi herpetické pfiznaky patfi: otok tfisel, hore¢ka, malatnost, bolesti hlavy,
bolesti svall, a oteklé Zlazy. Néktefi jedinci, ktefi maji trojklany nerv postizeny timto
virem, maji kruté bolesti na tvafi, obtizné polykaji, jedi a maji tvar oteklou. Jedinci, ktefi
maji postizeny kostréni nerv, trpi velkymi bolestmi horni Easti stehen, otokem a maji
potize s chlizi.

Infekce virem herpes simplex mGze probihat opakované, udrZuje se v nervovych
gangliich a opakované se objevuje jako disledek néjakych doposud neznamych
podnétl. Opakované herpetické infekce mohou byt vyvolany témér Cimkoliv, a patfi
mezi né: piilisné slunéni; chyby ve vyZivé; stres; menstruace; imunosuprese; urcité
potraviny; lIéky; hore€nata onemocnéni, atd. V posledni dobé byl herpeticky virus
izolovan ze srdecni tkané.

Infekce viry HSV 1 a HSV 2 velmi vazné ohrozuji zdravotni stav, ¢asto zplsobu;ji:
slepotu; zvy$eneé riziko vzniku zhoubného nadoru délozniho €ipku; asepticky zanét
mozkovych blan a mozku; umrti novorozenctl; virémie; atd. Toto onemocnéni se
vyznacuje devastujicimi Ucinky a presahuji hranice lidského utrpeni. Infekce HSV
zpUsobuji vazné psychologicka a emocionalni potize stejné tak jako zplsobuji
podstatné ekonomické ztraty pro lidstvo a pro svét.

Byly navrzeny r(izné druhy Ié¢by pro herpetické infekce a patii mezi né mistni
aplikace takovych latek jako je povodon-jod, idoxirudin, trifluorthymidin nebo acyklovir.
Tyto druhy lé¢by dosahly rizné stupné Uspésnosti. Vétsina pfedchozich druh 1é¢by
zklamala. Acyklovir, ktery se podava usty k celkové 1écbé HSV infekce, je dosti Ucinny.
Nicméné, acyklovir je jediny uspésny Iék, ktery dokaze zastavit replikaci viru. Neni
ucinny v 1é¢bé infekéniho onemocnéni, které jiz propuklo ani systémové ani mistné.
Jsou jiz popsany kmeny, které jsou rezistentni na acyklovir. Jedinci se syndromem
ziskaného defektu imunity (AIDS) maji silné narusenou imunitu trpi zvlasté oslabujicimi
atakami HSV. Navic jedinci s AIDS jsou nosi¢i kmenu rezistentnich na acyklovir, coz
znamena, zZe je u téchto jedincu acyklovir neucinny.

Je tedy zadouci vyvinout bezpecnou a Uspésnou lé¢bu, aby bylo umoznéno [écit a
predchazet velmi zavaznym komplikacim HIV a dalSich infekénich onemocnéni.
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Podstata vynalezu

Poskytuje se zdokonalena lékai'ska péce a medikamentozni IéCba, ktera pokud je
podavana systémové, brani pfipojeni lidského viru imunodeficience (lidsky virus
imunodeficience) (HIV) k cilovym burikam a tim zabrani rozsifeni HIV. Pouziti nové
medikamentozni 1éEby je prospésné k prevenci sexualniho pfenosu HIV a dalSich virt.
Zdokonalena lékarska péce a medikamentdzni |é€ba je vyznamné bezpecnéjsi, levngjsi
a uéinngjsi.

Zdokonalena lé¢ba, také oznaCovana jako Viracea 2 HIV-4, obsahuje |éCivou
slouéeninu, formulaci, antimikrobialni latku a roztok. Nova antimikrobialni 1écba a
mikrobicidni Iéky jsou Uspésné v systémové primarni 1é¢bé HIV infekce a mohou se
pouzivat i pfi 1é¢bé jinych mikrobidlnich infekci, véetné nasledujicich, bez omezeni:
virus varicella zoster (herpes zoster), a cytomegalovirus. Za nékterych okolnosti mize
byt Zadouci podavat novy Iék lokalne.

Zatimco novy &k a antimikrobidlni latka jsou zvlasté uzite€né v piekvapivé inhibici
infekce lidskym virem imunodeficience (HIV), mze se pouzit i k 1eCbé jinych
mikrobialnich infekci (onemocnéni vyvolanych mikroby) jako napi. Epstein-Barr,
papilloma virus, celulitida, stafylokok, streptokok, mykobakterie, chripka, virové
onemocnéni podobné chiipce, adenoviry, zanét mozku, zanét mozkovych blan,
arbovirus, arenavirus, anaerobni bacily, pikornavirus, koronavirus, a syncitiaini virus,
stejné tak jako herpes simplex virus, varicella zoster virus a cytomegalovirus.

Zatimco |écba a 1ék je zvlasté uzitecny k inhibici HIV a dalSich infekcnich
onemocnéni u lidi (lidskych jedinct) (homo sapiens), mohou se také pouzit pro
veterinarni Géely k 1é¢bé virovych a bakterialnich infekci a infekénich onemocnéni u
zvifat, jako jsou napf.: psi, kocky, ptaci, koné, kravy, ovce, prasata, a jina zemedeélska
zvifata, stejné tak jako i hlodavci a dalsi zvifata, ktera jsou v zoologickych zahradéach.

Zdokonalena |ékarska péce a medikamentézni lé¢ba tohoto vynalezu piinasi
s vyhodou prekvapivé neocekavané dobré vysledky. Tento mikrobicidni roztok
k jednoduchému pouziti zajistuje okamzité vstiebani pfi parenteralnim podani. Pri
podavéni mlze dojit ke slabému mravenéeni. B&hem nékolika minutového podavani se
muze vyskytnout pachut v Ustech. Testovani nove léCby a Iéku ve zkumavce na

pocatku ukazovalo velmi pfekvapivy inhibiéni u¢inek na HIV virus. Je zadouci, aby byl
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novy Iék vyrabén z hotovych dostupnych chemikalii (OTC) nebo vyrobkd a aby
zajistoval bezpecnou, pohodinou a ekonomickou lé¢bu.

Je Zadouci, aby novy [ék (IéCiva sloucenina) obsahoval inhibitory mikrobd, které
inhibuji, potlaCuji a zastavuji mikrobidlni infekce. Inhibitory mikrob(i obsahuji
antimikrobialni vytazky, rostlinné vytazky nebo fytochemikalie, nebo alespor podil jedné
nebo vice specidlnich rostlin, které jsou uvedeny nize. Inhibitory mikrobt mohou
obsahovat inhibitory vird k inhibici virovych onemocnéni, jako je napt.: HIV, herpes
simplex 1 virus (HSV 1), herpes simplex 2 virus (HSV 2), varicella zoster virus (herpes
zoster), cytomegalovirus, virus Epstein-Barr, papilloma virus, virova chripka, virové
onemocnéni podobné chfipce, adenovirus, virovy zanét mozku, virovy zanét mozkovych
blan, arbovirus, arenavirus, pikornavirus, koronavirus a syncitialni virus. Inhibitory
mikrobd mohou obsahovat inhibitory baktérii k inhibici bakteridlnich onemocnéni, jako je
napf.: celulitida, stafylokoky, streptokoky, mykobakterie, bakterialni zanét mozku,
bakterialni zanét mozkovych blan a anaerobni bacily. Za nékterych okolnosti mohou
inhibitory mikrobt obsahovat inhibitory plisni.

LepSich vysledkl se dosahne, pokud se Echinacea a Commophora (také
oznacované jako Commiphora) nebo jiné rostliny nepouzivaji v 1é€ivu v syrovém
neupraveném a nepokrajeném stavu. Pro jesté lepsi vysledky se v 1éCivu nepouziva:
arabin6za, betain, celuléza, méd, fruktéza, mastné kyseliny, galaktéza, glukéza, Zelezo,
draslik, bilkovina, pryskyfice, sacharéza, a xyldza.

Zdokonalena lécba poskytuje novy zplsob a postup pouzivany k 1é¢bé vyse
zminenych infekénich onemocnéni. U nékterych infekénich onemocnéni se inhibitory
mikrob( aplikuji a ponechavaji na mikrobem infikovaném misté (oblasti nebo povrchu)
dokud nevymizi zevni pfiznaky a fyzikalni projevy infikované oblasti. Lé&ivo se mlize
podavat injekci stiikaCkou, pod jazyk, ve formé aerosolu, nanasenim, rozprasenim,
potiranim stétickou, houbou, kartaékem, polévanim, davkovanim, piekrytim a nebo
silnym nanesenim na mista infikovana mikrobem, jako jsou napf. lymfatické uzliny,
lymfaticky systém, T-buriky, sliznice dutiny Ustni, sliznice dutiny nosni, posevni tkan,
tkan pyskd, tkan konegniku, tkan kolem koneéniku, rty, klize, tkan oka, spojivka a oéni
vicka.

Vyhodnéji se inhibitory mikrobti nebo antimikrobialni latky podavaji systémové
pomoci stiikacky do konecniku nebo do pochvy k l1é¢bé nebo prevenci sexuélniho
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predeslym zplisobem 4 aZ 20 krat denné po dobu 4 az 18 po sobé jdoucich dni tak, aby

doslo k podstatnému snizeni virové zatéze u pacientd, ktefi jsou nakazeni virem HIV,
tzn. ke snizeni mnozstvi viru HIV a AIDS v téle.

Vyhodnéji je zdokonalené |&Civo, IéCiva slou¢enina nebo mikrobialni latka
fytochemicky koncentrat, ktery se pfi podavani kombinuje soucasné nebo nasledné se
surfaktantem, zivinou a nosi¢em, nebo rozpoustédlem nebo diluentem. Tim se ziska
mikrobicidni I&&ivy roztok. Zivina slouzi jako katalyzator, aktivator, fytochemicky
iniciator, vyZivna nahrazka a pomocny nosi¢. Zivina miize obsahovat jednu nebo vice
nasledujicich latek: vitamin rozpustny ve vodé, vitamin rozpustny v tucich, vitamin A, ,
komplex vitamin( skupiny B, (B vitaminovy komplex), vitamin D, vitamin E, vitamin K,
vitamin B1, vitamin B2, vitamin BS5, vitamin B6, vitamin B12, vitamin B15 a s vyhodou
kyselinu listovou.

Doposud zajimavy mikrobicidni roztok obsahuje antimikrobialni detergentni
surfaktant s rostlinnymi vytazky. Surfaktanty jsou nejlépe kladné nabité surfaktanty,
které mohou obsahovat jednoduché nebo kvartémni chloridy amonné, které obsahuji 6
az 18 atom{ uhliku, jako je napf. chlorid alkylbenzyldimethylamonny, smési chloridu
alkylbenzyldimethylamonného, chloridu alkyldimethyl/ethylbenzylamonného, chloridu
n-alkyldimethylbenzylamonného, chloridu
diizobuthylfenoxyethoxyethyldimethylbenzylamonného, chloridu
N-(C12C14C16)-dimethylbenzylamonného, chloridu benzalkonia, chloridu
oktyldecyldimethylamonného, chloridu didecyldimethylamonného, chloridu
dioktyldimethylamonného, chloridu dialkyldimethylamonného, chloridu
dialkyimethylbenzylamonného, chloridu oktyldecyldimethylamonného, chloridu
dimethylbenzylamonného, chloridu lauryldimethylbenzylamonného,
o-benzyl-p-chlorfenolu, chloridu didecyldimethylamonného, chloridu
doktyldimethylamonného, chloridu alkyl-(C12C14C1s)-dimethylbenzylamonného a
s vyhodou obsahuji chlorid alkylbenzyldimethylamonny a nejvyhodnéji chlorid
benzalkonia. Rozsah aktivity kladné nabitého surfaktantu je 5 % az 90 %, ale nejlepsi
vysledky jsou od 8 % az do 20 %. Kvartérni amonné soli jsou komeréné k dispozici jiz
hotové. Za urcitych okolnosti miize byt uzite¢né pouzivani dalsich surfaktantt, jako je

napf., ale bez omezeni: DMSO, surfaktanty kyseliny glykolové, enzymové surfaktanty,
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amfolytické surfaktanty, zwitterické surfaktanty a neionogenni surfaktanty. Surfaktanty
mohou obsahovat detergenty, zvihCujici latky, emulgéatory, odpéfiovace a/nebo piidatné
latky snizujici povrchové napéti.

Nosice jsou uzite€né pro smiseni jednotlivych slozek, udrzovani slozek v roztoku a
k zajisténi jednoduchého zplsobu aplikace na postizené misto bud aerosolem,
kapatkem nebo aplikatorem. Zatimco se s lep$imi vysledky pouziva vodny roztok,

s vyhodou sterilni vodny nosi¢ nebo rozpoustédlo, za jistych okolnosti mdze byt zadouci
pouzit jiné tekuté nebo pevné nosice, jako je napt.: glycerin, mineralni olej, oxid
kremicity, olej z bavinénych seminek, kokosovy olej, zeleninovy olej, jadrovy olej, rybi
olej nebo zvifeci olej, alkohol, talek, kukuficna moucka, veeli vosk, karnaubsky vosk,
beta karoten, Cesnekovy olej, kafrovy olej, rozpustné vitaminy, rozpustné mineraly, olej
fepky olejné, ofechovy olej, olivovy olej, lipozémy, kyselina askorbova, olej pupalky
dvouleté, pyknogenol, olej ze semen vinné révy, lanolin, ethocyn, kolagen, aloe vera,
veeli pyl, matefi kasicka, chondroitin sulfat A, mofské rostliny, EDTA, mastné kyseliny,
byliny, lecitin, bioflavinoidy, obilny olej nebo prasek, fasy, Caje, octy, acidofily, buné&né
soli, kyseliny askorbove, hydra 5, Zlazy, aminokyseliny, psyllium, rostlinné derivaty nebo
jiné sterilni nosice.

Antimikrobialni izolaty rostlinnych extrakti nebo fytochemikalie, které jsou
obsazeny v tomto novem Ié€ivu a pouzivaji se k 1é¢bé, mohou obsahovat: lepkavé
pryskyfice myrhy, seskviterpeny, kurzenon, dihydrofuranodien-6-on,
2-methoxylfurandien, elemol, kyselinu octovou, alfa-amyron, arabinézu, alfa-bisabolen,
gama-bisabolen, kadinen, kampesterol, cholesterol, cinamaldehyd, komiferin, kyselinu
alfa-komiforovou, kyselinu beta-komiforovou, kyselinu gama-komiforovou, kyselinu
komiforovou, m-kresol, kumin alkohol, kumin aldehyd, dipenten, elemol, 3-epi-alfa-
amyrin, eugenol, furanodien, furanodienon, galaktézu, klovatinu, herabolen,
alfa-herabomyrhol, beta-herabomyrhol, heraboresen, limonen, kyselinu
4-0-methylglukuronovou, n-nonacesan, beta-sitoserol, xylozu, karofyleny, lindestyren,
arabinozu, betain, méd, echinacen, echinacin B, echinakosid, echinolon, enzymy,
fruktozu, mastné kyseliny, galaktézu, glukézu, kyselinu glukuronovou, inulin, inuloid,
zelezo, pentadekadien, polyacelylenové latky; polysacharidy jako je napi. bez omezeni:
arabinogalaktan; draslik, bilkovinu, pryskyfice, ramnézu, sacharézu, siru, taniny,
vitaminy A, C, a E, alkylamidy, apigenin, arabinogalaktu, kyselinu askorbovou, kyselinu
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behenovou, kyselinu octovou, betain, borneol, bornylacetét,. ;;yse.linu k.a'.VO\;C.):J, kyselinu
2-0-kafeoyl-3-(5-alfakarboxybeta) 3, 4 dihydroxyfenylovou, kyselinu 2-0-kafeoyl-
3-0-kumaroyltaraovou, 6-0-kafeoylechinakosid, kyselinu 2-0-kaffeoyl-
3-O-feruloyltartarovou, kyselinu 2-0-kafeoyltartarovou, vapnik, uhli¢itan, beta karoten,
karofylen, karofylenepoxid, chlorid, kyselinu chlornou, kyselinu cikorovou, methylester
kyseliny cikorové, kobalt, kyanadin-3-0-(beta-d-glykopyranosid, cynadin-3-(6-0-malonyl
beta-d-glykopyranosid), cynarin, izobutylamid kyseliny deka-(2e,4e,6e)-trienové,
des-ramnosylverbaskosid, kyselinu 3,5-dikafeoylkvinovou, kyselinu
4-5-0-dikafeoylkvinovou, kyselinu 2-3-0-diferulotartarovou, izobutylamid kyseliny
dodeka-(2e,4e)-dienové, dodeka-2,4-dien-1-yl izovalerat, izobutylamid kyseliny
dodeka-(2e,6z,8e,10e)-tetraenové, epizobunol, beta-farnezen, kyselinu 2-0-
ferulotartarovou, germakren, heptadeka-(8z,11z)-dien-2-one, heteroxylan, humulen
8-12,(e)-10-hydroxy-4, 10-dimethyl 4,11-dodekadien-2-on, kyselinu
13-hydroxyoktadeka-(9z,11e,15 z)-trienovou, inulin, Zelezo, kyselinu isochlorovou,
izohamnetin-3-rutinosid, izotusilagin, kampferol, kampferol-3-glukosid, kampferol-3-
nutinosid, limonen, luteolin, luteolin-7-glukosid, hof¢ik, mangan, 2-methyltetradeka-
5,12-dien, 2-methyltetradeka-6, 12-dien, methyl-p-hydroxycinamat, marcen, niacin,
kyselinu palmitovou, pentadeka-(8z,11z)-dien-2-on, pentadeka-(8z,11z)-dien-11-lyn-2-
on, pentadeka-(8z,13z)-dien-11-lyn-2-on, pentadeka-8en-2-on, pentadeka-(8z)-en-2-on,
pentadeka-(8z)-en-11,13 dien-2-on, 1-pentadecen, penta-(1,8z)-dien, fosfor, alfa-pinen,
beta-pinen, polyacethyleny, pontika epoxid, draslik, protein, kvercetagetin-7-glukosid,
kvercetin, kvercetin-3-galaktosid, kvercetin-3-glukosid, kvercetin-3-robinosid, kvercetin-
3-xylosid, kvercetin-3-xylosylgalaktosid, ramnoarabinogalaktan, riboflavin, rutin, rutosid,
selen, silikat, beta-sitosterol, sitosterol-3-beta o-glukosid, sodik, stigmasterol, sulfat,
kyselinu tartarovou, tetradeka-(8z)-en-11,13 dien-2-on, tiamin, n-triakontanol, trideka-1-
en-3,5,7,9,10-pentayn, tusilagin, vanallin, verbaskosid. Lep$ich vysledk( se dosahuje s
koncentraty fytochemikalii, které obsahuji vy$e zminéné fytochemikalie, kromé
arabinézy, betainu, celuldzy, médi, fruktdzy, mastnych kyselin, galaktozy, glukdzy,
zeleza, drasliku, proteinu, pryskyfice, sachardzy a xylozy.

Rostlinné vytazky, antimikrobidlni izolaty a fytochemikalie se oddéluji, extrahuji a
izoluji z €asti rostlin, jako je napf.: pimpinella anisum, myroxylon, arctostaphylos,

carum, capsicum, eugenia mytacea, koriandr, inula, allium, gentiana, juniperus,
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calendula, origanum, mentha labiate, commiphora, plantago, rosmarinus, ruta,
lamiacea, meliosa, baptisa, artemisa, sage, mentha, pertheinum integrifolium,
eucalyptus, asteriacea a s vyhodou: (1) rodu Echinacea Celedi Asteriacea, jmenovité:
Echinacea purpurea, Echinacea angustifolium (Echinacea pallidae), Echinacea
vegetalis, Echinacea atribactilus, Echinacea pallidum a jejich odrldy, stejné tak jako

z rodu Commiphora, jmenovité Commiphora myrrha, Commiphora molmol a
Commiphora erythrea a jejich odridy. Lepsich vysledk{i se dosahuje s fytochemikaliemi
a antimikrobialnimi izolaty, které jsou vytaZky z Echinacea purpurea, Echinacea
angustifolium a Commiphora myrrha.

Objevena technologie, 1é¢ba a Ié€ivo poskytuji velmi atraktivni, nenakladné,
prekvapivé dobreé a konzistentni vysledky. Testy dokazuji, Ze mikrobicidni roztok (lécivo)
a medikamentozni 1éCba jsou vyjimetné uziteéné k: regulaci HIV infekce, inhibici
pfipojeni viru HIV na cilové burky, plsobeni jakozto preventivni mikrobicid, prodlouzeni
obdobi latence HIV a jinych onemocnéni a vyznamné inhibici HIV a jinych vir(, a presto
jsou vSeobecné bezpelné pro nemocného i pro zivotni prostredi.

Podrobnéjsi vysvétleni tohoto vynalezu je obsazeno v nasledujicim popisu

vynalezu a pfidatnych patentovych narocich.

Podrobny popis vynalezu

Poskytuje se prostfedek nicici mikroby a Iécba vedouci k inhibici lidského viru
imunodeficience, také uvadéného jako lidského imunodeficientniho viru nebo HIV. Je
zadouci, aby mikrobicidni prostfedek a Iécba kompletné inhibovaly HIV, stejné tak
i dal$i mikrobialni onemocnéni a aby byly bezpe¢né a netoxické pro ¢lovéka, zvifata
i pro zivotni prostiedi.

Mikrobicidni latka HIV a lé¢ivo mlze obsahovat surfaktant a rostlinny extrakt,
fytochemikalie, antimikrobialni extrakt, antivirovy extrakt, inhibitor mikrobu a inhibitor
vir(. Upfednostriovana mikrobicidni slou¢enina mize obsahovat: surfaktant; vodny
diluent; zivinu; a rostlinné extrakty rodu Echinacea (E), druhu Assteracea, smési:
purpurea, angustifolia, pallidae, vegetalis, atribactilus, a jejich odrdy, stejné tak jako i

rostlinné extrakty rodu Commiphora: Commiphora myrrha, Commiphora molmol,




. o e
. .

(XXX ]
[ XXX ]
(X XX J
LA XX
oees

14

o0
[ XX X J
LA R X ]

[ XXX XX ]

.

soe o
N

) v (14 aee o e

Commiphora erythraea, a jejich odridy. Upfednostriované rostlinné extrakty obsahuiji
fytochemikalie rodu Commiphora a Echinacea, tak jak se nachazeji v extraktech z
Commiphora myrrha, Echinacea purpurea, Echinacea pallidae a Echinacea
angustofolia. LepSich vysledkud se dosahuje, kdyz 1é€ivo a mikrobicidni latka obsahuje:
kladné nabity surfaktant, fytochemikalie z Echinacea purpurea, Echinacea angustofolia
a Commiphora myrrha, sterilni vodny diluent a kyselinu listovou. Pomér Commiphora
myrrha ku Echinacea purpurea a Echinacea angustofolia je vyhodny v rozmezi 1:2 az
1:4.

Surfaktant zajistuje urcité vycCisténi na bunécné urovni se Sirokospektrym
antimikrobialnim uc¢inkem. Surfaktanty tohoto druhu mohou obsahovat kvartérni
amonné soli, které obsahuji 6 az 18 atom{ uhliku. Vyhodnéjsi surfaktant kvartérni
amonné soli je smési alkyl dimethylbenzylamonnych chloridd, mezi které patfi:
benzalkoniovy halogenid, bromid benzalkoniovy, chlorid benzalthoniovy, a

roztok, ale muze se pouzit i jako koncentrat. Roztok mlze obsahovat vahoveé riizné
koncentrace surfaktantd, jako napf. od 0,005 % do 0,8 %, s vyhodou od 0,02 % do 0,30
% a nejvyhodnéji od 0,02 % do 0,26 %.

Fytochemikalie z rodu Echinacea prokazaly obrovskou aktivitu proti baktériim,
virlm a nékterym plisnim. Pfesny mechanismus neni znam. Kdyz byla objevena
mikrobicidni latka testovana lokainé u HIV a HSV 1 & 2, byla ucinna pfi lécbé
propuknuvsi infekce herpes simplex. Kdyz byla latka testovana ve zkumavce, byla
prokazéana inhibic¢ni aktivita proti HIV-1 a HSV 1 & 2.

Sloucgenina z fytochemického koncentratu obsahuje nasledujici extrakty, rostlinné
extrakty, inhibitory mikrob( a antimikrobidlni izolaty: polysacharidy, echinacen,
echinacein, echinacosid, (ester kyseliny kavové), echinolon; echinadiol, enzymy,
kyselinu glukuronovou, inuloid, pentadekadien, polyacelylenové latky, arabinogalaktan,
ramnozu, PSI| (4-0-methylglukuronoarabinoxylan, M 35 kD); PSHi (kysely
ramnoarabinogalaktan, M 450 kD), cynarin, (kyselinu 1,5-di-0-kafeoylkvinovou),
kyselinu cikorovou, (kyselinu 2,3-0-dikafeoyltartarovou), a jejich derivaty, alkylamidy,
ketoalkiny a ketoalkeny, kvinony, oleje zhrnujici: borneol, bornyl acetat; pentadeka-8(z)-
en-2-on, germakren D, karyofylen, karyofylen-epoxid, antokyanin, alkaloid pyrrolizidinu,
lipofilni amid, izobutylamid; polyacethyleny; kiovatinu z myrhy, kurzenon
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(furanoeudesmanového typu); dihydrofuranodien-6-on; 2-methoxyfurandien
(furanoelemenového typu), elamol; lyndesteren (furanogernakranového typu);
alkylamidy, apigenin, arabinogalaktu, kyselinu askorbovou, kyselinu behenovou,
kyselinu octovou, betain, borneol, bornylacetat, kyselinou kavovou, kyselinou 2-0-
kafeoyl-3-(5-alfa-karboxybeta)-3,4-dinydroxyfenyl, 2-0-kafeoyl-3-0-kumaroyltartarovou,
6-0-kafeoylekinakosid, kyselinou 2-0-kafeoyl-3-0-feruloyl tartarovou, kyselinu 2-0-
kafeoyltartarovou, kalcium, karbonat, beta karoten, karofylen, karyofylen-epoxid, chlorid,
chlorogenni kyselinu, kyselinu cikorovou, methylester kyseliny cikorové, kobalt,
kyanadin-3-0-(beta-d-glukopyranosid), kyanadin-3-(6-0-malonyl-beta-d-glukopyranosid),
cynarin, izobutylamid kyseliny deka-(2e,4e,6e)-trienové, des-ramnosylverbaskosid,
kyselinu 3,5-dikafeoylkvinovou, kyselinu 4-5-0-dikafeoylkvinovou, kyselinu 2,3-0-
diferuloltartarovou, izobutylamid kyseliny dodeka-(2e,4¢e)-dienové, dodeka-2,4-dien-1-yl
izovalerat, izobutylamid kyseliny dodeka-(2e,6z,8e,10e)-tetraenove, epizobunol, beta-
farnezen, kyselinu 2-O-ferulotartarovou, germakren, heptadeka-(8z,11z)-dien-2-one,
heteroxylan, humulen 8-12, (e)-10-hydroxy-4, 10-dimethyl-4,11-dodekadien-2-on,
kyselinu 13-hydroxyoktadeka-(9z,11e,15z)-trienovou, inulin, Zelezo, izochlorogenni
kyselinu, izohamnetin-3-rutinosid, izotusilagin, kampferol, kampferol-3-glukosid,
kampferol-3-nutinosid, limonen, luteolin, luteolin-7-glukosid, hof¢ik, mangan,
2-methyltetradeka-5,12-dien, 2-methyltetradeka-6,12-dien, methyl-p-hydroxycinamat,
marcen, niacin, kyselinu palmitovou, pentadeka-(8z,11z)-dien-2-on, , pentadeka-
(8z,13z)-dien-11-lyn-2-on, pentadeka-8-en-2-on, pentadeka-(8z)-en-2-on, pentadeka-
(8z)-en-11,13-dien-2-on, 1-pentadecen, penta-(1,8z)-dien, fosfor, alfa pinen, beta
pinen, polyacethyleny, pontika-epoxid, draslik, protein, kvercetagetin-7-glukosid,
kvercetin, kvercetin-3-galaktosid, kvercetin-3-glukosid, kvercetin-3-robinosid, kvercetin-
3-xylosid, kvercetin-3-xylosylgalaktosid, ramnoarabinogalaktan, riboflavin, rutin, rutosid,
selen, silikat, beta-sitosterol, sitosterol-3-beta-o-glukosid, sodik, stigmasterol, sulfat,
kyselinu tartarovou, tetradeka-(8z)-en-11,13-dien-2-on, thiamin, n-triakontanol, trideka-
1-en-3,5,7,9,10-pentayn, tusilagin, vanallin, verbaskosid, seskviterpeny, kyselinu
octovou, alfa-amyron, arabindzu, alfa-bizabolen, gama-bizabolen, kadinen,
kampesterol, cholesterol, cinamaldehyd, komiferin, kyselinu alfa-komiforovou, kyselinu
beta-komiforovou, kyselinu gama-komiforovou, kyselinu komiforionovou, m-kresol,

kumidinalkohol, kuminaldehyd, dipenten, elemol, 3-epi-alfa-amyrin, eugenol, furanodien,
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furanodienon, galaktozu, klovatinu, herabolen, alfa-herabomyrhol, beta-herabomyrhol,
herabosen, limonen, kyselinu 4-0-methylglukuronovou, n-nonacesan, beta-sitosterol,
xylozu, karofyleny, klovatinu myrhy, kurzenon, dihydrofuanodien-6-on a
2-methoxyfurandien.

Lepsich vysledk( se dosahuje, kdyz antimikrobidlni izolaty koncentratu
fytochemikalii obsahuji vahové (vztazeno k celkové hmotnosti vynalezené ié¢ebné
sloucéeniny): 0,3 % az 9 % echinakosidu; 0,1 % az 7 % PSI
(4-0-methylglukuronoarabinoxylanu, M 35 kD); PSII (kyselého ramnoarabinogalaktanu,
M 450 kD); 0,1 % az 10 % cynarinu (kyseliny 1,5-di-o-kafeoylkvinické) a kyseliny
chiorické (kyseliny 2,3-0-di-kafeoyltartarové) a jejich derivatu; 0,2 % az 4 % echinolonu;
0,2 % az 8 % echinacinu B; 0,1 % az 6 % echinaceinu; 2 % az 7 % antokyaninu
obsahujicich kyanidin 3-0-3-D-glukopyranosid a 3-0-(6-0-malonyl)-g-D-glukopyranosid;
0,01 % az 0,06 % alkaloidu pyrrolizidinu obsahujicich tusilagin a izotusilagin; 0,003 %
az 0,009 % izomerickych dodekaizobutylamid( a kyseliny tetroenové; 0,01 az 2 %
karofylen( dihydrofuanodien-6-on; 2-methoxyfurandien; lyndesteren; seskviterpeny,
kyselinu octovou, , alfa-amyron, arabindzu, alfa-bizabolen, gama-bizabolen, kadinen,
kampesterol, cholesterol, cinamaldehyd, komiferin, kyselinu alfa-komiforovou, kyselinu
beta-komiforovou, kyselinu gama-komiforovou, kyselinu komiforionovou, m-kresol,
kumidinalkohol, kuminaldehyd, dipenten, elemol, 3-epi-alfa-amyrin, eugenol, furanodien,
furanodienon, galaktézu, klovatinu, herabolen, alfa-herabomyrhol, beta-herabomyrhol,
herabosen, limonen, kyselinu 4-0-methylglukuronovou, n-nonacesan, beta-sitosterol,

xylézu, karofyleny a lyndesteren.

Fytochemické koncentraty mohou obsahovat vahové: 2 az 90 % lééebné
slouceniny a roztoku a s vyhodou neobsahuje méné nez 15 % slouceniny a roztoku a
k dosazeni nejlepsich vysledkl obsahuje 40 az 60 % |éCebné slouceniny a roztoku.

Diluent rozpousti chlorid benzalkoniovy (surfaktant) a fytochemické koncentraty

vevos

vev s

roztoku k chloridu benzalkoniovému je v rozmezi od 30 000:1 do 250:1 s vyhodou od

5000:1 do 750:1. Pomér vody ku kombinovanym koncentratim chloridu
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benzalkoniového a fytochemikalii je v rozmezi od 2:1 do 100:1, vyhodnéj$i pomér je od
4:1 do 40:1 a nejlepsich vysledkd dosahuiji poméry od 6:1 do 20:1.

Nejlepsi vysledky jsou u zdokonalené mikrobicidni IéCby a léCiva na herpes, které
obsahuje dle vahy: 0,02 az 0,3% chlorid benzalkoniovy. Aby se pfedesio toxicité, je
vyhodnéj$i méné nez 0,26%; 40 az 60 % fytochemikalii Echinacea a Commiphora; 0,01
az 25 % a nejvyhodnéji 2 az 12 % zivin a 20 az 60 %, nejvyhodnéji 29,74 az 59,8 %
sterilni vody.

Je Zzadouci, aby lé&ivo (mikrobicidni latka) obsahovalo vitaminovou Zivinu, ktera
slouzi jako nosic ziviny a zajistuje synergicky ucinek, kdyz je skombinuje s Commiphora
myrrha, Echinacea purpurea a Echinacea angustofolia. Zivina mGze obsahovat jednu
nebo vice nasledujicich latek: vitamin A, komplex vitamin( skupiny B, vitamin D, vitamin
E, vitamin K, vitaminy rozpustné ve vodg, , vitaminy rozpustné v tucich, vitamin B1,
vitamin B2, vitamin B5, vitamin B6, vitamin B12, vitamin B15, a s vyhodou kyselinu
listovou.

| kdyz je voda upfednostiiovana jako rozpoustédlo a vodny nosi¢, za urcitych
okolnosti je zadouci, aby se pouzilo jinych nosicl, které usnadni protlaeni koncentratu
skrz jehlu nebo aerosol, nebo k dosazeni lepsi rozpustnosti a Géinnosti. Je také zadouci
za urcitych okolnosti zahrnout latku, ktera upravuje viskozitu. Dale, aby skladovatelnost
zdokonaleného léCiva byla dva roky, je nutno pfidat vhodné konzervacni latky.

Aby byl zajistén preventivni mikrobicidni Gc¢inek proti HIV, musi se 1é&ebny roztok
podavat systematicky pochvou nebo kone¢nikem. ZpUsob podani léCiva mize byt
cestou: pomoci injekéni stfikacky, aerosolem, jemnym nanesenim, kapkami nebo jinym
zpUsobem. Podani nebo naneseni roztoku (léCiva) by mélo vydrzet béhem pohlavniho
styku. Aniontova mydia a aniontové detergenty a zviasté mydia, ktera obsahuji protein,
mohou byt kontraindikovana. Mista, na ktera se léc¢ivo podava, maji byt umyta,
vycisténa a vysuSena pied jeho podanim. Lécivo za Gcelem antivirové HIV [&&by se
podava pomoci injekéni stiikacky do koneéniku nebo do pochvy nebo i dal§imi

zpUsoby.

Benzalkonium chlorid
Benzalkonium chlorid je upiednostriovanym surfaktantem. Benzalkonium chlorid je

vodny roztok a je komeréné k dispozici pod obchodni znackou a obchodnim jménem

XXX}
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Zephiran® a je distribuovan firmou Sanofi Winthrop Pharmaceuticals (dfive Winthrop

labs). Benzalkonium chlorid je rychle ucinkujici protiinfekéni latka se stredné dlouhou

dobou uginku. Surfaktant je ucinny proti baktériim a nékterym virim, plisnim a prvok(im.

Bakterialni spory se povazuji za rezistentni. Podle koncentrace jsou roztoky
benzalkonium chloridu bakteriostatické nebo bakteriocidni. Neni znam presny
mechanismus benzalkonium chloridu na baktérie, ale pfedpoklada se, Ze Géinkuje pres
inaktivaci enzym(. Uginek benzalkonium chloridu se obecné zvysuje se stoupajici
teplotou a pH. Gram-pozitivni baktérie jsou citlivéj8i na benzalkonium chlorid nez
gram-negativni baktérie.

Benzalkonium chlorid se bohuZzel inaktivuje mydly, aniontovymi detergenty, sérem
a urcitymi proteiny. Pro tyto vySe zminéné davody vypadi benzalkonium chlorid z obliby
mnoha laboratofi. Benzalkonium chlorid byl neu¢inny pfi vzplanuti infekce herpes
simplex, kdyz byl pouzit samostatné a testovan lokalné in vivo. Kdyz byl benzalkonium
chlorid testovan in vitro na HIV a HSV1 & 2, byla prokézana nezadouci vysoka toxicita
na bunky dokonce i u vysokych fedéni, coz je Iékarsky nepfipustné. Chemicky vzorec
benzalkonium chloridu je znazornén nize. Mohou se pouzit i jiné druhy benzalkonium
chloridu.

Slouéenina obecného vzorce I:

cr c[:H3
+
CH3(CH2)14CH2='—”II'I-OH2
CHS (I)i ‘

Fytochemikalie

Syrova, neupravend a neizolovana Echinacea je obecné nevhodna k 1é¢bé HIV a
herpes k vnitfnimu pouzitim, avSak pokud se vhodné filtruje, je vhodna k vnitinimu
pouziti.

Bylo zjisténo, Ze nékteré, ne vSak vSechny z izolovanych sloZek a botanickych
extrakt( Echinacea a Commiphora (jak je jiz dfive vy$e popsano) poskytuji
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fytochemikalie, antimikrobialni extrakty, botanické extrakty a inhibitory mikrobd, které
maji nebo vykazuji antimikrobialni ucinek, ktery se jevi jako ucinny pfi 16¢bé HIV, herpes
virus a dalsich virovych onemocnéni.

Jak je dfive uvedeno, fytochemicka koncentrovana sloucenina obsahuje
nasledujici izolované slozky, botanické extrakty, inhibitory mikrob{ a antimikrobialni
extrakty: polysacharidy, echinacen, echinacein, echinakosid, (ester kyseliny kavové),
echinolon echinadiol, enzymy, kyselinu glukuronovou, inuloid, pentadekadien,
polyacelylenové latky, arabinogalaktan, ramnézu, PS | (4-0-
methylglukuronarabinoxylan, M, 35 kD); PS Il (kysely ramnoarabinogalaktan,

M, 450 kD), cynarin, (kyselinu 1,5-di-O-kafeoylkvinovou), kyselinu
2,3-0-dikafeoyltartarovou, a jejich derivaty, alkylamidy, ketoalkiny a ketoalkeny, kvinony;
oleje zhrnujici: borneol, bornyl acetat; pentadeka-8(z)-en-2-on, germakren D;
karyofylen; karyofylen-epoxid, antokyaniny, alkaloidy pyrrolizidinu, lipofilni amidy,
izobutylamidy; polyacethyleny; klovatinu z myrhy, kurzenon (furanoeudesmanového
typu); dihydrofuranodien-6-on; 2-methoxyfurandien (furanoelemenového typu); elamol;
lyndesteren (furanogernakranového typu); alkylamidy, apigenin, arabinogalaktu,
kyselinu askorbovou, kyselinu behenovou, kyselinu octovou, betain, borneol,
bornylacetat, kyselinou kdvovou, kyselinou 2-0-kafeoyl-3-(5-alfa-karboxybeta)-3,4-
dihydroxyfenyl, 2-0-kafeoyl-3-0-kumaroyltartarovou, 6-0-kafeoylekinakosid, kyselinou 2-
0-kafeoyl-3-0-feruloyl tartarovou, kyselinu 2-0-kafeoyltartarovou, kalcium, karbonat, beta
karoten, karofylen, karyofylen-epoxid, chlorid, chiorogenni kyselinu, kyselinu cikorovou,
methylester kyseliny cikorové, kobalt, kyanadin-3-0-(beta-d-glukopyranosid), kyanadin-
3-(6-0-malonyl-beta-d-glukopyranosid), cynarin, izobutylamid kyseliny deka-(2e,4¢e,6e)-
trienové, des-ramnosylverbaskosid, kyselinu 3,5-dikafeoylkvinovou, kyselinu 4-5-0-
dikafeoylkvinovou, kyselinu 2,3-0-diferuloltartarovou, izobutylamid kyseliny dodeka-
(2e,4e)-dienové, dodeka-2,4-dien-1-yl izovalerat, izobutylamid kyseliny dodeka-
(2e,6z,8e,10e)-tetraenove, epizobunol, beta-farnezen, kyselinu 2-O-ferulotartarovou,
germakren, heptadeka-(8z,11z)-dien-2-one, heteroxylan, humulen 8-12, (e)-10-hydroxy-
4,10-dimethyl-4,11-dodekadien-2-on, kyselinu 13-hydroxyoktadeka-(9z,11e,15z)-
trienovou, inulin, Zelezo, izochlorogenni kyselinu, izohamnetin-3-rutinosid, izotusilagin,
kampferol, kampferol-3-glukosid, kampferol-3-nutinosid, limonen, luteolin, luteolin-7-
glukosid, hoi¢ik, mangan, 2-methyltetradeka-5,12-dien, 2-methyltetradeka-6,12-dien,
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methyl-p-hydroxycinamat, marcen, niacin, Kyselinu palmitovc;u, pentadeka-(8z,11z)-
dien-2-on, pentadeka-(8z,13z)-dien-11-lyn-2-on, pentadeka-8-en-2-on, pentadeka-(8z)-
en-2-on, pentadeka-(8z)-en-11,13-dien-2-on, 1-pentadecen, penta-(1,8z)-dien, fosfor,
alfa pinen, beta pinen, polyacethyleny, pontika-epoxid, draslik, protein, kvercetagetin-7-
glukosid, kvercetin, kvercetin-3-galaktosid, kvercetin-3-glukosid, kvercetin-3-robinosid,
kvercetin-3-xylosid, kvercetin-3-xylosylgalaktosid, ramnoarabinogalaktan, riboflavin,
rutin, rutosid, selen, silikat, beta-sitosterol, sitosterol-3-beta-o-glukosid, sodik,
stigmasterol, sulfat, kyselinu tartarovou, tetradeka-(8z)-en-11,13-dien-2-on, thiamin,
n-triakontanol, trideka-1-en-3,5,7,9,10-pentayn, tusilagin, vanallin, verbaskosid,
seskviterpeny, Kyselinu octovou, alfa-amyron, arabindzu, alfa-bizabolen,
gama-bizabolen, kadinen, kampesterol, cholesterol, cinamaldehyd, komiferin, kyselinu
alfa-komiforovou, kyselinu beta-komiforovou, kyselinu gama-komiforovou, kyselinu
komiforionovou, m-kresol, kumidinalkohol, kuminaldehyd, dipenten, elemol, 3-epi-alfa-
amyrin, eugenol, furanodien, furanodienon, galaktézu, kiovatinu, herabolen, alfa-
herabomyrhol, beta-herabomyrhol, herabosen, limonen, kyselinu
4-0-methylglukuronovou, n-nonacesan, beta-sitosterol, xyldzu, karofyleny, lyndestyren,
karofyleny, klovatinu myrhy, kurzenon, dihydrofuanodien-6-on a 2-methoxyfurandien,
lyndestyren.

Chemické vzorce nékterych botanickych extraktll Echinacea jsou obecného

vzorce I, lll, a IV a jsou znazornény nize:

ST . (m,
e & Echinacaside

oH
N OH
HOK., ,0
< icharic acid
0" “coon Cic (|||),
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Echinaceine

(V).

a

Echinolone

Chemické vzorce nékterych botanickych extrakt( Commiphora myrrha jsou
obecného vzorce V, VI, Vil a Vill a jsou znazornény nize:

b 0 H]CO
? Y

0

4,5-Dihydrcfurmodlcn-e-one 2~Mothoxy~lurmodlang
(Furanoelsmens type)

0

J

‘Curzerenona

(Furanoeudesmans typs) - (V), Vi,
Elemol

Uindestrena

(Fursnogermaarans typa) (Vi), (Vi,

Myrha je nékdy také uvadéna jako: myrrh, mirre, myrrhis, gumi myrha, myrrha

vera, gum myrrh, Commiphora resin, gruggal gum, gruggal resin, eerabol myrrh,

L E R X1
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myrrhe, Manniliche myrrhe, Opopanax, a Hirabol myrrh. Myrha také mdze obsahovat
klovatinu, ktera se ziskava z fezU, které se provadséji do klry stromti rodu Commiphora
myrrha, tzn. stromu myrhy. Myrha také obsahuje balzamové §tavy z balsamodendron
myrrha, tzn. arabské myrty. Myrha se také maze extrahovat z Osmorhiza nebo
Washingtonia, které se nékdy uvadséji jako sladké cicely. Strom myrhy je plivodem

z Erythrei, Habese, Somalska, Jemenu, Sudanu a jinde.

Druhy Commiphory, které produkuji myrhu jsou kioviny nebo malé stromy se
Sirokymi ostrymi ostny na kmeni. Nestejné trojité listy jsou stiidavé a drobné kvéty jsou
usporadany ve formé koncovych lat. Pokud je poskozen, schizogenni pryskyficové
kanalky poskytuji drogu myrhu.

Myrha je na vzduchu vyschia oleova klejopryskyfice, ktera vykapava z kiry druh(
Commiphora. Hmota obsahuje nepravidelna, okrouhla zrnicka nebo hrudky, které se lisi
velikosti direk a barevnymi odstiny od tmavé hnédé a témér éerné az ke svétlé nebo
tmavé oranzové-hnédé barvé; nékteré casti mohou byt Zluté nebo bezbarvé az bledé
Zluté. Povrch je vétSinou pokryt Sedym az nazloutle Sedym praskem:; lomy jsou
lasturove a poskytuiji tenké prahledné fragmenty. Myrha ma sladkou vini a ostry
aromaticky zapach. Myrha ma hofkou aromatickou chut. Myrha je $tiplava a lepi se pii
zvykani ba zuby.

Commiphora molmol a jiné druhy Commiphora, pokud jde o chemické slozeni
jejich klejopryskyfice, jsou srovnatelné s myrhou DAB 10. Je rozhodné zmatek
v literature, ktera se tyka zdroji myrhy a shodnosti drund Commiphora. Bézné
pouzivana myrha pochazi od Commiphora myrrha. Somalské myrha pochazi
z Commiphora molmol. Nicméné systematicky (taxonomicky) vztah mezi Commiphora
myrrha a Commiphora molmol neni objasnén. Plivodem habes§ské myrhy je
Commiphora madagaskarska nebo Commiphora habesska. Ma se za to, Ze Opopanax,
ktery je také uvadén jako bisabolska myrha nebo parfémované bdelium pochazi z jak
Commiphora erythrea (Ehrenb) nebo Opopanax.

Sloucenina myrhy je velmi komplexni a jen ¢astetné zndma z 40 a2 60 % , je
rozpustna v ethanolu a obsahuje pryskyfici a esencialni olej. Myrha obsahuje téméf
vyhradné seskviterpeny. Hlavni sloZzkou seskviterpenti jsou: furanoseskviterpeny
germakrane elemane, eudesman a typy guaiane. Navic obsahuje seskviterpeny cukr,

napf. B a §-elemen, B-bourbonen, B-karyofylen, humulen a seskviterpenové alkoholy,
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napf. elemol. Pravdépodobné nékteré z furanoseskviterpentl jsou typické pro
farmaceutickou myrhu. Surova klovatina myrhy nebo surovy klih obsahuiji 20 % proteing
a 65 % cukrl, které jsou tvoreny galaktozou, kyselinou 4-0-methylglukuronovou a
arabinézou. Slouc¢eniny Commiphory myrrhaphyto obsahuiji: kyselinu octovou,
alfa-amyron, arabindzu, alfa-bisabolen, gama-bisabolen, kadinen, kampesterol,
cholesterol, cinamaldehyd, komiferin, kyselinu alfa-komiforovou, kyselinu
beta-komiforovou, kyselinu komiforovou, m-kresol, kuminalkohol, kuminaldehyd,
dipenten, elemol, 3-epi-alfa-amyrin, eugenol, furanodien, furanodienon, galaktézu,
pryskyfici, herabolen, alfa-herabomyrhol, beta-herabomyrhol, heraboresen, limonen,
kyselinou 4-0-methylglukuronovou, n-nonacesan, beta-siterol, xyl6zu, karopyleny
(karofyleny), klejopryskyfici myrhy, kursenon, dihydrofuanodien-6-on,
2-methoxyfurandien a lyndestyren (lindestyren).

Tinktury myrhy maji protizanétlivy ucinek. Makroskopicky a mikroskopicky se
myrha jevi jako hnédozluty prasek, s charakteristicky zlutavymi stfipky nebo okrouhlymi
zrnky rtizné velikosti spolecné s jemnou zrnitou latkou, ktera bobtna ve vodé.

V chloralhydratovém preparatu je jenom malo zlomk( tkané rostlinného pavodu:
Cervenohnédé zlomky korku, jednotlivé nebo skupinky mnohosténnych az protahlych
bunék, ¢astecné s velmi ztlusténymi a zdfevnatélymi sténami a hnédavym obsahem:;
zlomky tenkosténného parenchymu a sklerenchymatosnimi viakny a 10 az 25 pm
nepravidelnymi hranolovymi az mnohosténnymi krystaly $tavelanu vapenatého.

Myrha se ma chranit pfed svétiem a vihkosti v dobfe uzavienym nadobach.
Nejlepsi je spolu s vysouSecim prostfedkem, protoze cukerna slozka Iéciva rychle

absorbuje vodu. Myrha by neméla byt skladovana v praskové formé.

Kyselina listova

S nejlepsimi vysledky se pfednostné pouziva kyselina listova jako Zivina. Kyselina
listova, také uvadéna jako kyselina pteroylglutamova, foldin, folaemin, foliamin, folicet,
folipac, follettes, folsan, folvite, incafolic, millafol nebo cytofol je Zluty, krystalicky, ve
vodé rozpustny vitamin skupiny B-komplexu, nezbytné nutny pro rist bunék a jejich
reprodukci. Kyseliny listovéa jakozto koenzym spolu s vitaminem By, a vitaminem C maji
svoji funkei pfi Stépeni a utilizaci proteind a pfi tvorbé nukleovych kyselin a hemu
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v hemoglobinu. Kyselina listova zvySuje chut' k jidlu a stimuluje tvorbu kyseliny
chlorovodikové v zazivacim ustroji. Kyselina listova se skladuje v jatrech a je
syntetizovana bakteriaini flérou v gastrointestinalnim traktu. Nedostatek kyselina listové
vede k malému rustu, Sedivéni vlas(, zanétu jazyka, zanétu v dutiné Ustni, 1éze

v zazivacim ustroji, prijmu a miiZze vést k megaloblastické anémii. Nedostatek je
zpUsoben neadekvatnim pfijmem vitaminu v potravé, malabsorpci nebo metabolickymi
odchylkami. Spotieba kyselina listové se zvysuje v téhotenstvi, v détstvi a pii stresu.
Kyselina listova je nestabilni na svétle a termolabilni a k vyznamnym ztratam dochazi,
pokud se vitamin skladuje po diouhou dobu. Kyselina listova je netoxicka a je uéinna pfi
Ié¢bé specifickych stavd, kdy chybi. Obecny vzorec kyseliny listové IX je znazornén

nize:

0 £y Ny
HN—C NH—CH N,

. HC—COOH OH

CH, A (IX),

Struktura kyseliny listové je znazornéna nize:

2.-Amino-{-hydroxy-

6-methylpteridine p-Aminobenzoic acid Clutamic acid

OH

: (0]

C N P H H i
% ~c” %?._cH:—NOG—N—?—CH:—-CH..—COOH (X)
: i H - ’

H:NMC%.. /C\ /’CH COOH
N N i
Ptecoic acid

Molekula kyseliny listové obsahuje kyselinu glutamovou, kyselinu
p-aminobenzoovou a pterin; slou¢enim pterinu a kyseliny p-aminobenzoové vznika
kyselina pteroova. Uvedeny vzorec je kyselinou pteroylglutamovou z jater. Kyselina
listova, kterou produkuji baktérie, obsahuije tfi rezidua kyseliny glutamové, které jsou

spojené y-glutamovou vazbou. Mnoho tkani zvifat obsahuje kyselinu
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pteroylheptaglutamovou, rezidua Kyseliny glutamové jsou opét spojeny y-glutamovou
vazbou. Synteticke kyseliny pteroylpolyglutamove, ve kterych jsou molekuly kyseliny
glutamové spojeny a-glutamovymi vazbami, jsou aktivni pfi testech bakteridlniho rastu;
kyseliny pteroyl-y-glutamové jsou ucinné jak u baktérii tak i pfi I€Cbé& makrocytarni
anémie u Clovéka. Enzym ve tkani zvifat hydrolyzuje pfirozené se vyskytujici slouceniny
pteroylglutamatu na kyselinou pteroylglutamovou a volné kyseliny glutamové.

NiZe je zndzornén jiny obecny vzorec Xl kyseliny pteroylglutamové (PteGluy):

Pteroyl Monoheplaglutamate
OH COOH
3 M $ |
NO O +CH—NH O—NH-—CH
14 {d
/l\ CH,
HNT2 N N;/I P
CH,
CO—NH—X,_-
e (XI),
Position Radical Congener
N ~CH; CH,H,PteGlu Methyltetrahydrofolate
N3 —CHO 5.CHOH PleGle Folinic ocid (Citrovarum Foclor]
N1 —~CHO 10-CHOH PteGlu 10-Formylteteahydrofolate
N3~ CH— 5,10.CHH PteGly $,10-Methenyltelrahydrafolote
NI-10 —CH,— 5,10-CH.H P1eGly 5,10-Methylenetetcahydeofolate
N3 —CHNH CHNHH PteGly Formiminotelrohydrofolate

N1 -—CH,OH CH,OHH PieGly Hydroxymethyltetrahydrofolate

.

Hlavni ¢ast molekuly kyseliny listové obsahuje pteridinovy kruh pfipojeny pomoci
methylenového mistku na paraaminobenzoovou kyselinu, ktera je pfipojena pomoci
amidové vazby na kyselinu glutamovou. Zatimco kyselina pteroylglutamova je béznou
farmaceutickou formou kyseliny listové, neni ani hlavnim protéjskem v potravé ani
aktivnim koenzymem nitrobuné&ného metabolismu. Nasledné po vstiebani je PteGluy
rychle redukovéna na pozicich 5, 6, 7 a 8 na kyselinu tetrahydrolistovou (H4sPteGluy),
ktera potom pUsobi jako pfijemce poctu jednouhlikatych jednotek. Ty jsou napojeny bud
na pozici 5 nebo na pozici 10 pteridinového kruhu nebo se tyto atomy premosti a vytvori
novy péticlenny kruh.

Vitamin By a kyselina listova jsou v potravé esenciéini pro ¢lovéka. Nedostatek
kterehokoliv z téchto vitaminG vede k defektni syntéze DNA jakékoliv buriky, u které se
chysta replikace chromozoma a déleni. Vzhledem k tomu, Ze tkané s nejvy$sim

vvvvvv v

bunécnym obratem vykazuiji nejdramatictéjsi zmény, je hematopoeticky systém
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~obzvlast citlivy na nedostatek téchto vitaminu. Klinicky se nejcasnéjsim pfiznakem

nedostatku téchto vitamin( megaloblasticka anémie, kde porucha syntézy DNA vede
k charakteristickym morfologickym abnormalitdm prekursorovych bunék v kostni dieni.
Vysledkem jsou abnormalni makrocytarni cervené krevni buriky a pacient se stava
tézce anemickym.

Methylkobalamin podporuje reakci methionin syntetazy, ktera je esenciaini pro
normalni metabolismus kyseliny listové. Methylové skupiny, které jsou soucasti
kyseliny methyltetrahydrolistové (CHsH4PteGluy) se pouzivaji pro tvorbu
methylkobalaminu, ktery potom pusobi jako darce methylové skupiny pfi konverzi
homocysteinu na methionin. Tato interakce kyselina listova — kobalamin je klicova pro
normalni syntézu purin( a pyrimidin(i a tim i DNA. Reakce methionin synthetazy je
zodpovédna za kontrolu recyklujicich kofaktort kyseliny listové; udrzovani
nitrobunéénych koncentraci folylpolyglutamat( a pfes syntézu methioninu a jeho
produktu S-adenosylmethioninu udrzovani poétu methylaénich reakci. Vzhledem
k tomu, Ze kyselina methyltetrahydrolistova je hlavnim reprezentantem kyseliny listové,
kterou jsou zasobovéany buriky, pfenos methylové skupiny na kobalamin je esencialni
pro dostatecny prisun kyseliny tetrahydrolistové (H4PteGluy), ktera je substratem pro
fadu metabolickych krok(. Kyseliny tetrahydrolistova je prekursorem pro vznik
nitrobunécnych folylpolyglutamatd, také plsobi jako pFijemce jednouhlikatych jednotek
pii konverzi serinu na glycin, s vyslednou tvorbou kyseliny
5,10-methylentetrahydrolistové (5,10-CH2H4PteGluy). Dalsi derivaty poskytuji
methylenové skupiny do deoxyuridylatu pro syntézu thymidylatu — velmi dlezitou reakci
pro syntézu DNA. 5,10-CH;H4PteGlu, je v pribéhu konvertovana na kyselinu
dihydrolistovou (H,PteGlu¢). Cyklus je potom dokoncen redukci HoPteGluy na H4PteGluy
pomoci dihydrofolatreduktazy. Tento krok je blokovan antagonisty kyseliny listové jako
je napf. methotrexat. 1 jiné cesty také vedou k syntéze kyseliny 5, 10 methylen

tetrahydrolistové.
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Tabulka A: Biosyntéza kyseliny listové
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NizZe je znazornéna biosyntéza kyseliny listové. Symbol ppp predstavuije trifosfat.

OH [
N7 i N N7 ]
H N—l\\ v H. N—J§
2 N ) formate : N "NH
Ribose PPP
cTP (@) -
OH OH

OH

|
)I : :CH—CH——CH,OPPP
H

HzN—I\

Dlhydmntopl:nn triphosphate (IV)

»
/

-
/

fi ICH -

Z-Amnno-%-hyd toxy-
6-hydroxymethyl-
dihydropteridine
O o}
Il |

ATP
R \{\4
- AMP
OH :
)IN CH,0~F—O0—F—OH| + HiN
. _1\ [, ou ou
H

v

Mg

p-Aminobenzo

\“""/
H,N

Dlhydmp(emu: acid (VID

glutamic
acld

Nee j”’“”O

H

Dihydrofolic acid (VIII)

H

NH,

Ribose PPP
¢

[ H \
. N/ NH:

CHy—C—CH—CH—CH,OPPP

O OH OH
it

e

ic acid

COOH_
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Kyselina listova mze byt do tkani transportovana jako CH3H4PteGlu;. Jatra
aktivne redukuji a methyluji PteGlus (a H2 nebo H4 PteGluy) a potom transportuji
CH3H4PteGluy do zluce. Pomoci té je reabsorbovana stievem a nasledné dodana do
tkani, CHaH4PteGlu; pusobi jako darce methylu pfi tvorbé methylkobalaminu a jako
zdroj H4PteGlu; a dalSich homologu kyseliny listové, jak byli jiz dfive uvedeno. Kyselina

listova se skladuje v bunkach ve formé polyglutamatq.

Surfaktanty

I kdyZ benzalkonium chlorid je upfednostiovanym surfaktantem s nejlepSimi
vysledky, za urcitych okolnosti muze byt zadouci pouziti jinych kvartérnich amonnych
surfaktantl a jinych surfaktant(.

Kvartérni amonnou latkou mize byt chiorid dikokodiamonny, ktery je také znam
jako dikokoalkyldimethyl chlorid nebo j'ako dikokodimethyl amonium chlorid nebo Di-C8-
18-alkyldimethyl chlorid. Ten se muze pouzit v kombinaci s izopropanolem, jako je napf.
20 az 30% izopropanol. Upiednostiiovany zdroj kvartérni latky obsahuje: 70 az 80%
kvartérni amonnou latku a méné nez 0,03% methyl chlorid, ma specifickou hmotnost
0,87 pfi 115 °F (46 °C), parciélni tlak je 33 mm/Hg pfi teploté 68 °F (20 °C), vychozi bod
varu je 180 °F (82,2 °C) pfi 760 mm/Hg a tékavost 20 az 30 %, a je vyrabény pod
obchodnim jménem CarSpray 300 firmou Witco Corporation, Dublin, Ohio, USA.
Kvartérni amonna latka ma dezinfekéni viastnosti a miize se pouzivat jako fungicid pfi
I&é€bé houbovych a plisfiovych infekci.

Dalsi kvartérni amonné latky, které jsou uzitec¢né, jsou vyrabény pod obchodnim
jménem Jet Quat 2C-75 firmou Jetco Chemicals, Inc., Corsicana, Texas, USA nebo
jsou vyrabény pod obchodnimi jmény Carspray 400 a Carnauba Spray 200 firmou Witco
Corporation, Dublin, Ohio, USA, nebo obsahuiji 9% denaturovany ethylalkohol, ktery se
prodava pod obchodnim jménem BTC 2125M firmou Srtephan Company, Northfield,
lllinois, USA, nebo nasledujici produkty MAQUAT, které obsahuji n-alkyl dimethy!
benzyl amonium chlorid, ktery vyrabi firma Mason Chemical Company, Arlington
Heights, lllinois, USA. LC-12S (67% C12, 25% C14, 7% C16, 1% C18), MC 1416 (%
C12,60% C14, 30% C16, 5% C18), MC1412 (40% C12, 50% C14, 10% C16), SC-18
stearylova pasta nebo vioc¢ka (5% C16, 95% C18), TC-76 nebo MQ-2525 (5% C12,
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60% C14, 30% C16 a 5% C18), a MC-6025-50% (25% C12, 60% C14 a 15% C16). Jet
Quat 2C-75 obsahuje: 50 aZ 75 % dikokodimethyl kvartérni chlorid amonny, 20 aZ 50 %
izopropy! alkoholu, ma specifickou hmotnost 0,88 a bod varu 180 °F (82,2 °C).
CarSpray 400 obsahuje: 55 az 65 % kvartérnich amonnych latek, 20 aZ 30 % amind,
C14 aZz 18 a C16 az 18 nenasyceny ethoxylovany alkyl, 10 az 20 % izopropanolu a
meéneé nez 0,03 % methyl chloridu, ma specifickou hmotnost 0,88 pii teploté 75 °F

(23,9 °C), parcialni tlak je 33 mm/Hg pfi teploté 68 °F (20 °C), vychozi bod varu je 180
°F (82,2 °C) pii tlaku 760 mm/Hg a tékavost je 10 az 20 %. Carnauba Spray 200
obsahuje: 50 az 60 % kvartérnich amonnych latek, 10 az 20 % izopropanolu, 15 aZ 25
% vody, 1 az 10 % alkoylovaného karnaubského vosku a méné nez 0,03 % methyl
chloridu, ma specifickou hmotnost 0,90 pfi teploté 80 °F (26,7 °C), parcialni tlak je 33
mm/Hg pfi teploté 68 °F (20 °C), vychozi bod varu je 180 °F (82,2 °C) pii tlaku 760
mm/Hg a tékavost je 20 az 40 %.

Neionické surfaktanty jsou latky plsobici povrchové, které neionizuji ve vodném
roztoku. Ty maji velmi €asto hydrofilni vlastnosti, protoZe obsahuji oxygenovany fetézec
(napt. polyoxyethylenovy fetézec), lyofilni ast molekuly je odvozena od mastnych
kyselin, fenoll, alkoholl, amidd nebo aminti. Ukazkovymi latkami jsou kondenzaty
polyethylenoxidd a alkylovych fenolt, napi. kondenzaéni produkt vznikly z jednoho molu
nonyl fenolu a deseti mol( ethylenoxidu a kondenzacni produkty alifatickych alkohol(i a
ethylenoxidu, napi. kondenzacni produkt vznikly z jednoho molu tridekanolu a 12 mold
ethylenoxidu.

Neionické surfaktanty mohou obsahovat fenolethoxylaty, které obsahuji
kondenzac¢ni produkt ethylenoxidu a alkylfenolu nebo alifatického alkoholu. Neionické
surfaktanty s vyhodou obsahuji nonolfenolethoxylat jako je T-DET a/nebo
oktafenolethoxylat. Neionické surfaktanty jsou reakénimi produkty ethylenoxidu a
- nonolfenolu a/nebo oktafenolu. Pomér fenolu ku ethylenoxidu se miize pohybovat
vrozmezi od 2:20 az k 4:16 a s vyhodou je 8:12.

Neionické syntetické surfaktanty mohou zahrnovat i neionické detergenty.
Neionické syntetické surfaktanty mohou také vznikat kondenzaci ethylenoxidu
s hydrofobni bazi, ktera vznika kondenzaci propylenoxidu s propylenglykolem.
Hydrofobni Cast molekuly, ktera se samoziejmé vyznacuje nerozpustnosti ve vodé, ma
molekulovou hmotnost od 1200 do 2500. Pfidani polyoxyethylenovych radikald k takové
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hydrofobni ¢asti ma tendenci ke zvySeni rozpustnosti molekuly jako celku ve vodé a
tekuta povaha latky se udrzuje az do té miry, kdy obsah polyethylenu je 50 % celkové
hmotnosti kondenzaéni latky. Jiné neionické syntetické surfaktanty obsahuij:
polyethylenoxidové kondenzaty alkylfenolQ, napf. kondenzacni latky alkylfenolt nebo
dialkylfenoll, kde alkylova skupina obsahuje 6 az 12 atom( uhliku v konfiguraci jak
nerozvétvenych tak i rozvétvenych fetézcll s ethylenoxidem. Ethylenoxid je pfitomny

v mnozstvi ekvivalentnim od 8 do 25 mol ethylenoxidu na mol alkylfenolu. Alkylovy
substituent v techto latkach byva odvozen od polymerovaného propylenu, diizobutylenu,
n-oktenu nebo n-nonenu.

Neionické surfaktanty mohou také vzniknout kondenzaci ethylenoxidu s reakénim
produktem propylenoxidu a ethylendiaminu, napf. latek, které obsahuji od 40 % do
80 % polyoxyethylenu podle hmotnosti a které maji molekulovou hmotnost od 5 000 do
11 000. Vznikaji reakci ethylenoxidovych skupin s hydrofobni bazi, které obsahuji
reakéni produkt ethylendiaminu a piebytek propylenoxidu; tyto baze maji molekulovou
hmotnost od 2 500 do 3 000.

Mezi jiné neionické surfaktanty patii kondenzacni produkt alifatickych alkohol(,
které obsahuiji od 8 do 18 atomu uhliku v konfiguraci jak nerozvétvenych tak i
rozvétvenych fetézcli s ethylenoxidem, napf. kondenzace ethylenoxidu a kokosového
alkoholu, kde koncentrace ethylenoxidu je 10 az 30 mol(l na mol kokosového alkoholu a
frakce kokosového alkoholu obsahuje od 10 do 14 atom( uhliku.

Mezi dalSi neionické surfaktanty patfi terciarni aminoxidy s dlouhymi fetézci

obecného vzorce XIi:
R{R3R:N—-O (X1,

kde Ry je alkylovy radikal o 8 az 18 atomech uhiiku, Rz a Rz jsou methylové nebo
ethylové radikaly. Sipka ve vzorci je konvenénim znazornénim semipolarni vazby. Mezi
pfiklady aminoxid( vhodnych pro pouziti patfi: dimethyldodecylaminoxid,
dimethyldecylaminoxid, dimethyltetradecylaminoxid a dimethylhexadecylaminoxid.
Mezi dalsi neionické surfaktanty patfi terciarni fosfinoxidy s dlouhymi retézci

obecného vzorce Xlii:
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kde R je alkyl, alkenyl nebo monohydroxyalkylovy radikal s délkou fetézce o poctu
atomU uhliku od 10 do 18 a R"aR"™ jsou alkylové nebo monohydroxyalkylové skupiny,
které obsahuiji od 1 do 3 atom( uhliku. Sipka ve vzorci je konvenénim znézornénim
semipolarni vazby. Mezi pfiklady vhodnych fosfinoxid( patii: dimethyldodecylfosfinoxid,
dimethyltetradecylifosfinoxid, ethylmethyltetradecylfosfinoxid, cethyldimethylfosfinoxid,
dimethylstearylfosfinoxid, cethylethylpropylfosfinoxid, diethyldodecylfosfinoxid,
diethyltetradecylfosfinoxid, dipropyldodecylfosfinoxid,
bis-(2-hydroxymethyl)dodecylfosfinoxid, bis-(2-hydroxyethyl)dodecylfosfinoxid,
(2-hydroxypropy!)methyltetradecylfosfinoxid, dimethyloleylfosfinoxid a dimethyl-(2-
hydroxydodecyl)fosfinoxid.

Za nékterych okolnosti je uzitetné pouziti jinych surfaktantt jako jsou napf. jiné
kationtové surfaktanty, amfolytické surfaktanty nebo zwitteriontové surfaktanty.

Kationtové surfaktanty obsahuji kationtové detergenty. Kationtové surfaktanty
obsahuji latky, které ionizuji ve vodném médiu za vzniku kationtd, které obsahuiji lyofilni
skupinu. Typickym piikladem takovychto latek jsou kvartérni amonné soli, které
obsahuiji alkylovou skupinu o 12 az 18 atomech uhliku, jako je napf.
laurylbenzyldimethylamonium chlorid.

Amfolytické surfaktanty jsou latky, které obsahuji v jedné molekule jak aniontové
tak i kationtové skupiny. Piikladem takovychto latek jsou derivaty alifatickych amint,
které obsahuiji dlouhé fetézce s 8 az 18 atomy uhlikd a aniontovou skupinu ve vodé
rozpustnych latek, napf. karboxysulfo, sulfo nebo sulfatovou skupinu. Prikladem
amfolytickych detergentt jsou: 3-dodecylaminopropansulfonat sodny, N-methyltaurat
sodny a podobné latky, jako napf. vy$si alkylem substituované aminokyseliny, betainy,
thetiny, sulfonované dlouhé fetézce nenasycenych amina a sulfonované derivaty
imidazolinu.

Zwitteriontové surfaktanty obsahuji syntetické detergenty. Zwitteriontové
surfaktanty jsou obecné derivéty alifatickych kvartérnich latek, ve kterych alifaticky
radikal mGze obsahovat nerozvétveny nebo rozvétveny fetézec a kde jeden
z alifatickych substituent( obsahuje 8 az 18 atomu uhliku a dalsi obsahuje aniontovou

skupinu ve vodé rozpustnych latek, napi. karboxy, sulfo nebo sulfato skupinu.
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Prikladem latek vyhovuijici této definici jsou: 3-(N,N-dimethyl-N-hexadecylamonio)-
propan-1-sulfat a 3-(N,N-dimethyl-N-hexadecylamonio)-2-hydroxypropan-1-sulfat.

Klinicka farmakologie.
Kdyz se smisi fytochemikalie Echinacea a Commiphora (antimikrobiélni izolaty,

botanické extrakty a inhibitory mikrobti), slouci se a aplikuji spole¢né s: surfaktantem,

s vyhodou benzalkonium chloridem; nosi¢em Zziviny, s vyhodou kyselinou listovou; a
sterilnim vodnym nosi¢em; bylo dosazeno nepfedpokladanych a prekvapivé dobrych
vysledku pii odstrafiovani (16¢bé) HIV a jinych infekénich onemocnéni a dramaticky se
zvysila ucinnost I1éCiva (mikrobicidni latky). Pri testovani ve zkumavce unikatni latka
vykazovala nepiedpokladanou a prekvapivé dobrou protivirovou aktivitu proti HIV,
zahrnujici inhibici pfilnuti HIV na cilové bunky. Kdyz bylo synergické 1écivo testovano in
vivo, byly okamzité potlaceny infekce herpes simplex. Kdyz bylo synergické léivo
testovano in vitro, benzalkonium chlorid byl vyznamné méné toxicky a v bezpeénych
hladinach vykazoval vy$si uroven inhibiéniho Gcinku proti HIV a HSV 1 & 2. Byla
dokazana a pozorovana synergicka interakce smési fytochemikalii Echinacea a
Commiphora, kyseliny listové a surfaktantu sledovanim rychlé rozpustnosti
smésSovanych slozek a vzhledem k vlastnostem roztoku bylo dosazeno mirné
adhezivni schopnosti. Déle chemické zdokonalené vlastnosti fytochemikalii Echinacea
a Commiphora, nosiCe surfaktantové zZiviny (Ziviny) a vodného nosice, jako je zlep$ena
stabilita a zvysena reaktivita, ktera je uzite€na pfi Iécbé infekénich onemocnéni.

Lécivo se mGze pouzit v riznych roztocich na: Ustni a nosni sliznici; tkar pochvy,
stydké pysky; konecnikovou a kolem koneénikovou tkar; tkan penisu; kozni tkan,
otevienou podkozni tkan a pii vy$sich fedénich se mlze pouzit na oéni infekce a
s vyhodou pro podani pochvou nebo kone¢nikem. Zménou koncentrace se mlize
podavat léCivo i parenteralné. Lécivo je kontraindikovano pro pouziti skrze pochvu
nebo konecnik; v balickové upravé; do usniho kanalu; na tiakové obvazy; vypiné nebo
poziti, nebot’ takovéto pouziti léku mize zpUsobit podrazdéni a chemické spéleniny.
Také se nedoporuduje pouzit IéCivo k Ié¢bé anaerobnich plisnovych infekci, vzhledem

k tomu, Ze nékteré plisné jsou rezistentni.
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Priklady provedeni vynalezu
Priklad 1 az 7
Testovani in vivo

V prvotni in-vivo studii lokalniho podani Ié€iva byly hodnoceny Gcinky 1é¢by a
IéCiva souCasného vynalezu na sedmi testovanych osobach, které byly testovany jako
pozitivni na HSV 1 nebo 2. Osoby byly IéCeny lokalné pomoci IéCiva, které obsahuje
benzalkonium chloridovy surfaktant ve vodném roztoku (v poméru 1:750) v kombinaci
s Echinacea purpurea v praskové formé obsahuijici jiz uvedené fytochemikélie. Podani
slouceniny bylo provedeno dvoukrokovym postupem, nejprve se navihcilo postizené
misto nebo puchyfek benzalkonium chloridovym surfaktantem ve vodném roztoku
pomoci aerosolu, jemnym nanesenim nebo pouzitim kapatka. Potom se zvlhéené misto
prekrylo praskovymi fytochemikaliemi bud stétickou nebo ruénim nasypanim na
postizené misto. Dllezitym hlediskem v této Ié¢bé je udrzovani kompletniho prekryti
postizeného mista po celou dobu propuknuti onemocnéni. Proto bylo postizené misto
udrzovano piekryté léCebnou slou¢eninou opakovanym nanasenim dle potieby.

Ze sedmi osob bylo 6 Zzena jeden muz. Na pocatku této studie byl vék muze 38 let
a zeny byly ve véku 8, 27, 30, 32, 38 a 39 let. Béhem 6 tydnu infekce vzplala pfiblizné
12-krat. V 9 pfipadech se jednalo o HSV 2, genitalni opar a v tfech pfipadech HSV 1
(opary). U 8-leté a 27-leté zeny je vyskytl HSV 1 (opar). U 30-leté, 38-leté a 39-leté
zeny se vyskytl HSV 2 (genitéalni opar). 38-leta Zena méla také HSV 1 opar. U 38-letého
muze se vyskytl HSV 2 (genitalni opar). U vSech sledovanych osob byla dobie
sestavena anamnéza onemocnéni a prubéh jejich onemocnéni byl oznaceny za
standardni. Zadné sledovana osoba nevédéla nic o testované 16¢bé ani o G&inku [éCiva,
aby byly ziskany objektivni tdaje. Pfi opakovanych testech jim bylo sdéleno, Ze ve
vzorcich lé¢iva mlze byt pfimichano placebo.

V sedmi pfipadech byla antimikrobialni latka (Ié€ivo) nanasena piimo na tkar
v prodromalnim stadiu. V péti pfipadech byla antimikrobiaini latka nanesena pfimo na
prasklé puchyiky. Antimikrobialni Iatka byla opakované nanasena dle potieby, aby bylo
se udrzelo pokryti.

Pozorovani: Kazdy jednotlivec (sledovana osoba) udavala pocit brnéni nékolik
sekund po kazdém naneseni latky. Také udavali, ze byl vyrazny stuperi pfilnavosti
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stupné slouceniny k epitelialnim tkénim pretrvavala dokonce i po osprchovani nebo
oplachnuti mista vodou.

Vysledky: Vysledky testovani 7 osob s Ié¢bou a Ié¢ivem byly prekvapivé
neoCekévané dobré a velmi shodné. Kazda osoba stastné udavala, Ze jakmile byla
sloucenina jednou nanesena na postizené misto, bolest zcela vymizela béhem 10 az 20
minut, i kdyZ k urcité Glevé doéli jiz i pfed tim. V sedmi pfipadech, ve kterych byla latka
(I&civo) podavana v prodromalinim stadiu, osoby udévaly, Ze bolest ustala, véechny
priznaky, které by se dfive stupriovaly az k Gplnému vzplanuti, se zmirnily a ke
vzplanuti nikdy znovu nedoslo. V8echny vnéjsi pfiznaky a fyzikalni projevy herpes
vymizely v prabéhu nékolika hodin po podani Iéciva. V péti pfipadech, u kterych byla
latka (Ié€ivo) nanaseno na prasklé puchyrky, osoby udavaly, Ze bolest ustala béhem
nékolika minut a péleni a svédéni a podrazdéni vymizely béhem dvou aZ &tyf hodin a
puchyiky se vysusily a vymizely béhem dvaceti jedna hodin. Ve vSech piipadech ustaly
ostatni vyCerpavajici pfiznaky: hore¢ka, malatnost, otok tfisel, mokvajici rany a
bolestivé modeni, jakmile bylo Iéivo jednou podano.

V dalsim sledovéni, kdy osoby obdrzely zasobu slouceniny (lé¢iva) pro testovani
pfi budoucich vzplanutich, bylo udavano, zZe jakmile se objevily pocateéni priznaky,
ktere signalizovaly prodromalni stadium vzplanuti infekce, latka (lé¢ivo) byla ihned
osobami nanesena podle ndvodu a vzplanuti infekce bylo plné zastaveno. Bylo také
udavano, Ze osoby, které mély dfive zkusenosti s nékolika vzplanutimi infekce za rok,
pozorovaly vyznamneé del$i obdobi latence. Dale byla v tfiletém obdobi sledovana jedna
osoba, ktera udavala téZzka vzplanuti infekce kazdy mésic po dobu Ctyf let pred pouzitim
tohoto [éiva. Ta nyni udavala, Ze se u ni nevyskytlo pfi pouZiti tohoto 1&é¢iva nové
vzplanuti infekce vice nez rok.

Dalsi pozorovani: Jedna sledovana osoba muzského pohlavi udavala, Ze po
pocateCnim podavani béhem prodromaini faze vzplanuti infekce, si osprchovala a
zapomneéla nanest slouceninu (lé¢ivo) po dobu pfiblizné 30 hodin. Nékolik puchyrkel
nasledné prasklo a zaCalo splyvat. Osoba zadala znovu slougeninu (1é8ivo) nanaset a
poté udrzovala misto dobfe pokryté slouceninou. Vzplanuti vymizelo do 21 hodin

stejnym zpusobem, ktery popisovaly i jiné osoby.
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Jiné pozorovéani ukazuje, Ze sloucenina (lé¢ivo) muZe byt slabsi nebo méné

ucinna za pritomnosti urditych proteinti nebo mydel. Jedna sledovand osoba Zenského
pohlavi byla pfilis horliva pfi &isténi postizeného mista pred nanasenim slouéeniny
(I&Civa). Toto se prihodilo v pribéhu tretiho vzplanuti infekce po Uspésném pouziti
slouCeniny (lé¢iva) na dvé pfedchozi vzplanuti infekce. V tomto piipadé, kdy slouéenina
(I&Civo) byla nanasena, se nevyskytl znamy pocit brnéni a piiznaky se nezmirnily.
Ubehlo pfiblizné 24 hodin, nez vyhledala néjakou pomoc a vzplanuti infekce se
vystupriovalo az do Upiného stadia vysevu puchyiki se vSemi doprovodnymi piiznaky
tohoto onemocnéni. Byla poucena, Zze misto se musi dbkladné oplachnout od zbytkdl
mydla, misto se musi vysusit a potom se na misto opét nanese slou¢enina (1é&ivo). Po
té, co dodrZovala instrukce, udavala, Ze vzplanuti infekce bylo pomoci Iéebné

slouceniny pIné vyléCeno, tak jak tomu bylo u dvou predchozich vzplanuti infekce.

Ptiklady 8 az 13

Dermatologické a veterinarni testovani

Bylo provedeno testovani zvifat, aby se urdila jakakoliv mozna dermatologicka
alergicka reakce vyvolana lécebnou slouceninou (Ié¢ivem). Sledovalo se $est zvifat.
Mezi zvifata patfily 3 krali¢i samice (neznamého véku); 2 psi (1 samice ve véku 2 let a 1
samec ve veku 9 let); a jeden vykastrovany kocour ve véku 3 let. U téchto pokusti se
zvifaty byla nanasena kazdému zvifeti vySe zminéna sloucenina (1é&ivo), jiz dfive
urcené k lécbé udrZzovano piekryté latkou po dobu 24 hodin a bylo porovnavano
s Casem, po ktery toto sledované osoby pouzivaly. Test provedeny na $esti zvifecich
jedincich prokazaly, Ze nebyl zjistén zadny pfiznak kozniho podré2déni nebo alergické

reakce,

Pfiklad 14

Vyse zminéna sloucenina (IéCivo), kterd obsahuje virové inhibitory, byla také
testovana na papilioma viru, ktery zplisobuje bradavice na &enichu vykle$téného
Cistokrevného koné. Bradavice Papilloma viru se velmi obtizné Ié¢i. Bradavice méfila
v priméru 25 mm. Antimikrobidlni latka (Iéivo) byla nanasena dvakrat denné. Pii

kazdém nanaseni byla méiena velikost bradavice.
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Vysledky: Zcela nepiedpokladané se bradavice dramaticky zmensila co do
velikosti pfiblizné o 3 mm denné, pokud bylo Ié€ivo nanaseno na bradavici a vymizela
kompletné paty den. Bylo Zji$téno, Ze bradavice zacala ustupovat v prvnich
povrchovych vrstvach, a odhalily se Siroké z¢ervenalé pupinky. Po té se bradavice
nezmen§ily jenom co do velikosti odrolenim nebo odloupanim, zmensily v misté

nasednuti na pokozku a potom se odlouply aniz by zanechaly po sobé jizvy.

V probihajici dlouhodobé in vivo studii tohoto vynalezu, ktera zacala s prvnimi
sedmi osobami v dubnu 1989 a ktera jiz probiha 7 let, bylo 1é€eno priblizné 100
infek&nich vzplanuti pomoci éCiva v riznych koncentracich, jak jiz bylo dfive
popisovano. Ve vsech piipadech bylo dosazeno prekvapivé stejnych dobrych vysledkd:
1. Bolest vymizi béhem minut; 2. neobjevi se Zadné vzplanuti infekce, pokud je
slouéenina podavana v prodromalnim stadiu; 3. Vzplanuti infekce odezni bé&hem

dvaceti jedna hodin, pokud je latka podavana ve stadiu puchyrku.

Testovani in vitro

Laboratorni testovani bylo provadéno na Univerzité v Chicagu, v laboratofich
klinické mikrobiologie, aby se urcila inhibi¢ni aktivita in vitro 1é¢by a slouéeniny (Ié¢iva).
Laboratorni testovani vedl| zastupce pfednosty, PhD., a docent patologie. Pfi testovani
léCebné slouceniny in vitro, dale uvadéné jako ,lék", bylo dosaZzeno piekvapivé dobrych
vysledkd. Bylo zjisténo, ze lécba a sloucenina poskytovaly neotekavané, piekvapivé
vynikajici inhibicni aktivitu proti HSV 1 a HSV 2. Patologové uvedli, Ze jiz testovali
,stovky* jinych latek a doposud nikdy nevidéli tak dobrou latku jako je tato.

Nasleduiji lékarske testy, které byly provedeny a jejichz vysledky byly ziskany na
Univerzité v Chicagu. Pro jednodu$si interpretaci nékterych védeckych Gdajt a vysledkd
testls jsou nize uvedeny nasledujici definice pojmu:

,MEM* znamena minimalni esencialni médium. To znamena kultivaéni
meédium, které se pouziva k ristu bunék, na kterych probiha testovani.
,Fibroblast* je mezenchymaini lidska burika (burika, ktera se nachazi

v pojivové tkani, krvi, kosti, lymfatické tkani a chrupavce).
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,ICs0“ znamena inhibi¢ni koncentrace. Pro toto testovani byl vybran 50%
koncovy bod, jak je obvykié. Cislo uréuje nejvétsi fedéni pod 50 %. Proto
je toto definice koncového bodu.

Jestlize misto pod fedénim zlstava Cisté, znamena to, Ze toto fedéni
muze byt toxické, test nema cenu hodnotit nebo nejsou k dispozici
hodnotitelné udaje.

Pokud je misto pod fedénim oznageno rozdélovaci ¢arkou (-), znamena
to, ze nejsou zadné povlaky a tim, ze doslo k Gspésné inhibici herpes
(HSV).

Piiklady 15 az 17

U téchto in vitro testa byly pouzity nasledujici 1éky (1éCiva):
Lék # 1 = Surfaktant benzalkonium chlorid ve vodném roztoku v pomeéru 1:750.
Surfaktant ve vodném roztoku se pred pouzitim filtruje a fedi v poméru rovném 2xMEM
a pro zisk poméru 1:1500 1xXMEM.
Lék # 2 = Prasek Echinacea (fytochemikalie) ve vodném roztoku. Tento pripravek
byl extrahovan teplou extrakci pomoci sterilni vody. Extrahované fytochemikalie byly
pred pouzitim centrifugovany a filtrovany. Filtrované fytochemikalie byly naredény
v poméru rovném 2xMEM a pro vyrobu nefedéného pfipravku 1xMEM.
Lék # 3 = Prasek Echinacea (fytochemikalie) byl extrahovan a slouéen se
surfaktantem benzalkonium chlorid procesem studené extrakce. Slouceny pfipravek byl
pred pouzitim centrifugovan a filtrovan a v poméru rovném 2xMEM a pro vyrobu
nefedéného pripravku v 1xMEM.
1. Tri 24-kompartmentové plotny byly naoCkovany fibroblasty. Byly pouzity tfi
rizné vytazky (pro porovnani) v péti koncentracich k ovéfeni protivirové aktivity
v nasleduijicich koncentracich. Nefedény, 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16 v 1xMEM.
V kazdé plotné byly étyii kompartmenty, které obsahovaly MEM bez |éku.

2. Z kompartment( se odstranila ristova média a do kazdého kompartmentu
horni poloviny plotny se pfidalo 200 pl HSV-1. HSV-1 byl fedén v poméru
1:5000 (2,0 pl kmene HSV-1 v 10 ml MEM). Virovy titr byl 3x10° na ml. Do
kazdého kompartmentu dolni poloviny plotny se pfidalo 200 ul HSV-2. HSV-2
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byl fedén v pomeéru 1:2000 (5,0 ul kmene HSV-2 v 10 ml MEM). Virovy titr byl
6x10° na ml.

3. Plotny se nechaly inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu dvou hodin.

4. Odstranila se oCkovaci latka a do &ty kompartmentt se pridal 1 ml MEM

obsahujici 1éky # 1 az 3. Nize je uvedena koncentrace 1éku v porovnani

s MEM:

Tabulka 1

Koncentrace: Nefedéno 1:2 1.4 1:8 1:16

Lék (ul): 4000 2000 1000 500 250
MEM (ul): - 2000 3000 3500 3750

5. Vysledky: HSV-1, piekryti tekutinou, 1€k pfidan ihned po pohlceni viru.
Plotna 1, 1€k # 1 kontaminovana baktériemi !, Zadny rast., ziejmé mrtvé.
Plotna 2, 1ék # 2 kontaminovana baktériemi !, zadny rust., ziejmé mrtvé.

Plotna 3, Iék # 3 Vysledky jsou uvedeny nize v tabuice 2 a 3.

Tabulka 2 — Vysledky testu na HSV 1 s Iékem # 3

Koncentrace: Neredéno 1:2 1:4 1:8 1:16
plaky 54 toxické toxické - 6* 12**
plaky 42 toxické toxické - 4* 16**
Pramér: 48 5 14

|Cso>1316

Tabulka 3 - Vysledky testu na HSV 2 s lékem # 3

Koncentrace: Neredéno 1:2 1:4 1:8 1:16
plaky 46 toxické toxické - 22* 32*
plaky 49 toxické toxické - 21* 28**

Primér: 48 22 30
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* mirna toxicita

** velmi malé plaky

Poznamky: Pri testovani IéCiva (léku # 3) bylo dosazeno vynikajicich vysledku.
Bunky vypadaly dobfe bez znamek kontaminace. Pfipravek miiZze byt na nékteré buriky
toxicky pfi nizsich fedéni. Inhibicni aktivita tohoto pfipravku byla neocekavané Gspésna.

Priklady 18 az 20
Tii 24-kompartmentové plotny byly naokovany fibroblasty a nasledujicimi Iéky.

Testovany Iék # 1A = surfaktant benzalkonium chlorid ve vodném roztoku.
Surfaktant benzalkonium chlorid byl pfipraven fedénim ve vodé v poméru 1:375 (32 ul-
ve 12,0 mi sterilni vody). Pied pouzitim byl filtrovan. Pak byl nafedén do objemu
ekvivalentnimu 2xMEM a pro fedéni 1:750 v 1XMEM. Redéni se provadélo, aby byl
zachovan pomer.

Testovany lek # 2A = Prasek Echinacea purpurea (fytochemikalie) ve vodném
roztoku. Tento pfipravek byl roztok o koncentraci 50 mg/ml (300 mg v 6,0 ml vody)
prasku Echinacea purpurea ve sterilni vodé. Tato smés se nechala michat a chladit po
dobu é&tyf hodin. Pripravek prasku Echinacea byl pred pouzitim centrifugovan pii 3500
otackach za minutu po dobu 15 minut pri teploté 10 °C, filtrovan a naredén
v ekvivalentnim objemu 2xMEM a pro vyrobu nefedéného pfipravku v 1 xMEM.

Testovany ek # 3A = Prasek Echinacea purpurea (fytochemikalie) rozpustény v
surfaktantu benzalkonium chlorid. Tento pfipravek byl roztok o koncentraci 50 mg/ml
(300 mg v 6,0 ml benzalkonium chioridu, 1:375). Tato smés se nechala michat a chladit
po dobu ¢tyf hodin. Smés fytochemikalii a surfaktantu byla pred pouzitim
centrifugovana pii 3500 otackéch za minutu po dobu 15 minut pfi teploté 10 °C,
filtrovana a potom nafedéna v ekvivalentnim objemu 2xMEM a pro vyrobu nefedéného

pfipravku v 1XMEM.
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1. Byly pouzity tfi plotny k ovéfeni tii pfipravki Iéku. K ovéreni protivirové aktivity
bylo zapotiebi koncentrace: 1:2, 1:4, 1:8 a 1:16 v 1XMEM. V kazdeé plotné byly
¢tyfi kontrolni kompartmenty, které obsahovaly MEM bez |éku.

2. Z kompartment( se odstranila ristova média a do kazdého kompartmentu

horni poloviny plotny se pfidalo 200 ul HSV-1. HSV-1 byl fedén v poméru
1:5000 (2,0 pl kmene HSV-1 v 10 ml MEM). Virovy titr byl 3x1 0% naml.

3. Plotny se nechaly inkubovat pri teploté 37 °C po dobu Ctyf hodin.

4. Odstranila se ockovaci latka a do ¢tyf kompartmentu se pfidal 1 ml MEM

obsahujici Iéky # 1A az 3A. Nize je uvedena koncentrace 1éku v porovnani

s MEM:
Tabulka 4
Koncentrace: Neredéno 1:2 1:4 1:8 1:16
Lék (ul): 4000 2000 1000 500 250
MEM (nl): - 2000 3000 3500 3750

5. Vysledky: HSV-1, piekryti tekutinou, slougenina pfidana ihned po pohlceni viru.

Tabulka 5 — Vysledky testu na HSV 1 s Iékem # 1A

Koncentrace: 1:2 1:4 1.8 1:16 1:32
plaky 70 toxické toxické toxicke toxické toxické
plaky 68
plaky 58
plaky 74
Primér. 70

ICs0

Poznamky: Tyto kompartmenty obsahovaly jemny precipitat pokryvajici bunky.

Benzalkonium chlorid pravdépodobné precipituje s proteinem média.
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Tabulka 6 — Vysledky testu na HSV 1 s Iékem # 2A

Koncentrace: 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
plaky 72 - - - 9* 12*
plaky 74 - - - 7 8
plaky 79 - - - 4 12
plaky 71 - - - 7 11
Primér: 70

IC50>1:32

Poznamky: Ackoliv se objevily nékteré plaky, byly velmi malé.

Tabulka 7 — Vysledky testu na HSV 1 s [ékem # 3A

Koncentrace: 1.2 1:4 1:8 1:16 1:32
plaky 72 toxické toxické toxicke toxické -*
plaky 68 -
plaky 67 -
plaky 70 -
Pramér: 70

IC50>1:32

Poznamky: Ackoliv se objevila uréita toxicita, 1€k byl velmi G&inny ve virové
inhibici, zadné plaky se neobjevily.

Pfiklady 21 az 24

Tfi 24-kompartmentové plotny byly naoCkovany fibroblasty.

Testovany lek # 1B = Surfaktant benzalkonium chlorid ve vodném rozpoustédle.

Surfaktant benzalkonium chlorid byl pfipraven fedénim ve vodé v poméru 1:1000 (10 pl
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ve 12,0 ml sterilni vody). Pred pouZitim byl filtrovén a nafedén v ekvivalentnim objemu
2XMEM a pro fedéni 1:2000 v 1xMEM (500 ul léku plus 500 ul 2xMEM).

Testovany Iék # 2B = Prasek Echinacea purpurea (fytochemikalie) ve vodném

roztoku. Tento pfipravek byl roztok o koncentraci 50 mg/ml (250 mg v 5,0 ml vody)
prasku Echinacea purpurea ve sterilni vodé. Tato smés se nechala michat a chladit po
dobu ¢ty hodin. Tento praskovy pfipravek Echinacea byl pfed pouzitim centrifugovan
pfi 3500 otackach za minutu po dobu 15 minut pfi teploté 10 °C, filtrovan a nafedén

v ekvivalentnim objemu 2xMEM a pro vyrobu nefedéného pfipravku v 1xMEM (500 ul
[éku plus 500 pl 2xMEM).

Testovany lék # 3B = Prések Echinacea purpurea (fytochemikélie) rozpustény v
surfaktantu benzalkonium chiorid. Tento pfipravek byl roztok o koncentraci 50 mg/mi
(250 mg v 5,0 ml benzalkonium chloridu, 1:1000). Tato smés se nechala michat a
chiadit po dobu Ctyf' hodin. Fytochemikalie a surfaktant byly pred pouzitim
centrifugovany pfi 3500 otackach za minutu po dobu 15 minut pii teploté 10 °C,
filtrovana a potom nafedéna v ekvivalentnim objemu 2xMEM a pro vyrobu nefedéného
pripravku v 1XMEM. (500 wl Iéku plus 500 pl 2xMEM).

Testovany lek # 4B = PraSek Echinacea purpurea (fytochemikalie) ve vodném
roztoku (rozpoustédie) a potom smichany se surfaktantem benzalkonium chloridem
v poméru 1:1000. Tento pfipravek byl roztok o koncentraci 50 mg/ml (250 mg v 5,0 ml
ve vode) prasku Echinacea purpurea ve sterilni vodé. Tato smés se nechala michat a
chladit po dobu Ctyr hodin. Vodné fytochemikalie byly pied pouzitim centrifugovany pii
3500 otackach za minutu po dobu 15 minut pfi teploté 10 °C a filtrovan. Pfipravek se
potom nafedil v ekvivalentnim objemu benzalkonium chloridu v poméru 1:1000 za
vzniku smesi Echinacea - benzalkonium chlorid. Smés se potom nafedila s

ekvivalentnim objemem 2xMEM za vzniku pfipravku v poméru 1:4 v 1xMEM. (500 pl
léku #1 plus 500 pl 2xMEM).

1. Kovereni Ctyf piipravk( Iéku byly pouzity Etyfi plotny. K ovéieni protivirové
aktivity bylo zapotfebi koncentrace: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 a 1:320 v 1XMEM.
V kazde plotné byly ctyfi kontrolni kompartmenty, které obsahovaly MEM bez

l1éku.
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2. Z kompartment( se odstranila ristova média a do kazdého kompartmentu
hornich dvou fadkd kazdé plotny se pfidalo 200 ul HSV-1. HSV-1 byl nafedén
v poméru 1:5000 (2,0 pl kmene HSV-1 v 10 ml MEM). Virovy titr byl 3x10° na
mi. Do kazdého kompartmentu dolini poloviny plotny se pridalo 200 ul HSV-2.
HSV-2 byl nafedén v poméru 1:2000 (5,0 ul kmene HSV-2 v 10 ml MEM).
Virovy titr byl 6x10° na ml.

3. Plotny se nechaly inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu &tyf hodin.

4. Odstranila se o¢kovaci latka a do étyf kompartment( se pridal 1 ml MEM

obsahujici Iéky # 1 az 4.

Tabulka 8

Koncentrace: 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
Lek (ul) 400 200 100 50 25
MEM (pl) 3600 3800 3900 3950 3975

5. Vysledky: HSV-1, piekryti tekutinou, 1éky pfidany ihned po pohlceni viru.

Tabulka 9 — Vysledky testu na HSV 1 s Iékem # 1B

Koncentrace: 1:20 1:40 1.80 1:160 1:320

plaky 37 toxické toxické toxické toxické 157*
plaky 45 187*
Primér: 41 ICso

Poznamky: Mirné toxické, bylo obtizné test odeditat.

Vysledky: HSV-1, piekryti tekutinou, Iéky pridany ihned po pohlceni viru.
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Tabulka 10 — Vysledky testu na HSV 2 s Iékem # 1B

Koncentrace: 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
plaky 38 toxické toxické toxické toxické 21
plaky 42 17
Primér: 40 19
1Cs50>1:320

Poznamky: Test byl pfili$ toxicky aby poskytl dobré odegitani.

Tabulka 11 — Vysledky testu na HSV 1 s [ékem # 2B

Koncentrace: 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
plaky 39 2* 8* 23* 24 44
plaky 40 3 18 11 28 38
Primér: 40 3 13 17 26

I1Cs0>1:80

Poznamky: malé plaky.

Tabulka 12 — Vysledky testu na HSV 2 s Iékem # 2B

Koncentrace: 1:20 1:40 1.80 1:160 1:320
plaky 48 21 33
plaky 52 22 38
Pramér: 50 21,5 35,5
ICs50>1:20

Tabulka 13 — Vysledky testu na HSV 1 s [ékem # 3B

Koncentrace: 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
plaky 44 1* 17 31 37
plaky 46 - 16 28 27
Pramér. 45 - 17 30 32

ICs0>1:40
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Poznamky: Ackoliv se objevila urcita toxicita, lék byl velmi Ginny ve virové inhibici,

zadné plaky se neobjevily.

Tabulka 14 ~ Vysledky testu na HSV 2 s Iékem # 3B

Koncentrace: 1:20
nékolik bunék 11*
plaky 44 10
Primér: 44 11

1:40
27
32
29,5

1.80 1:160 1:320
30 35
|Cso>1 :20

Poznamky: Obtizny test pro dobré odeéitani. Nicméné 1ék vykazoval Uspésnou

inhibiéni aktivitu.

Tabulka 15 — Vysledky testu na HSV 1 s Iékem # 4B

Koncentrace: 1:40
plaky 47 toxické
plaky 48

Pramér: 48

1:80

toxické

1:160 1:320 1.640
toxické 33
28
30
ICs50>1:320

Poznamky: Prilis toxické pii vy$sich hladinach. Nicméné inhibiéni aktivita byla pfi

1:320.

Tabulka 16 — Vysledky testu na HSV 2 s [ékem # 4B

Koncentrace: 1:40
plaky 38 toxické
plaky 40

Pramér: 40

1:80

toxické

1:160 1.320 1:640
toxické 2* 16

4 20

3 18

IC50>1 1640
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Poznamky: Toxicita pravdépodobné z divodu benzalkonium chloridu. Lék

vykazoval pfi fedéni 1:320 velmi silnou inhibi¢ni aktivitu.

U in vitro testl v pFikladech 21 az 24 se pouzivalo surovych latek bez Uprav.
Presto v3ak tyto testy prokazaly prekvapivé dobrou virovou inhibiéni aktivitu a
pravdépodobné synergii mezi slozkami.

Pfedchézejici in vitro testy, kde byly léky #3, 3A a 3B fytochemikalie Echinacea
purpurea extrahovany a kombinovany se surfaktantem benzalkonium chloridem,
vysledné lécivo prokézalo vétsi protivirovou aktivitu a nejznamenitéji prokézalo synergii
mezi sloZzkami: Echinacea purpurea a benzalkonium chloridem. Toto se pravdépodobné&
muzZe vysvétlit podilem stability a zlepSené reaktivity mezi dvéma slozkami.
Benzalkonium chlorid v synergické smési vykazoval mensi stuper toxicity a synergicka

kombinace (Ié8ivo) vétsi stupen protivirové aktivity, zvlasté u HSV-2.

Testy HIV
Viracea-1 a Viracea-2 byly testovany pro zhodnoceni anti-HIV aktivity u modelu

akutni infekce. Byly provedeny dalSi testy k ureni rozsahu a mechanismu pasobeni
dvou latek.

Latky Viracea-1 a Viracea-2 byly pouzivany ve formé roztok(i. Formulace
zahrnovaly filtrovani roztoku a centrifugaci. Vysoka testovana koncentrace pouzita
v kazdém testu se ménila od fedéni 1:5 az po 1:100 v médiu tkanové kultury. Kazda
latky byla pfed pouzitim skladovana pfi teploté 70 °C. V téchto testech byly pouzity
nasledujici 1éky (slouéeniny):

Viracea-1 =

Viracea-2 =

Pomnozovani a kvantifikace bunéénych linii a virovych kmen(i

Bunky, které se pouzivaly pfi testech k ovéfovani latek, byly buriky bunééné linie
CEM-SS. Tyto buniky jsou vysoce citlivé na infekci HIV, rychle vytvaieji mnohojaderné
shluky a posléze jsou usmrceny HIV. Tyto buriky se jednoduse uchovavaji (2 az 7 x 10°
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bunék na ml) v médiu tkarove kultury RPMI 1640 s 10% fetalnim hovézim sérem,
glutaminem a antibiotiky. Tyto buriky se pasazuji dvakrat tydné pfi fedéni 1:20. Cislo
pasazovani se kazdy tyden zaznamenava a burky se vyfazuji po dvaceti tydnech
pasazovani a Cerstvé CEM-SS buriky se rozehfeji a pouzivaji v testech. Kmeny
CEM-SS bunék se zamrazi v tekutém dusiku v 1 ml NUNC zkumavkach v 90 %
fetalniho teleciho séra a 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO). Nasledné po rozmrazeni po
dvou tydnech v kultufe jsou buriky bézné pfipraveny k pouZiti v testech primarniho
overovani. Pfed nahrazenim pozdéji pasazované bunécéné linie jsou nové CEM-SS
bunky testované ovéfovacim testem za pouziti stavajiciho kmene infekéniho viru a AZT.
Pokud se infekCnost viru u novych bunék vyznamné odliSuje nebo pokud se ukaze, Ze
AZT je méné uginné, nez se ocekavalo, nové buriky se v ovéfovacim programu
nepouziji. Mycoplasmatické testovani se bézné provadélo na véech bunéénych liniich
(viz vyse).

Jednotlivé varky viru se pfipravuii a titruji na CEM-SS bunkach, ulozi se do 5 ml
alikvotnich zkumavek a zamrazi se pfi teploté -135 °C. Nepouzity virus se po
rozmrazeni vyhazuje, aby se pfedeslo zménam v infekénim titru. Testy optimalizace
prokazaly, Ze dochazi k redukci virového titru o jeden fad pfi prvnim cyklu rozmrazeni a
méné vyraznému snizovani titru pfi nasledujicich cyklech zmrazovani-rozmrazovani.
Davky viru se pfipravuji akutni infekci 5 x 10° CEM-SS bunék pomoci HIV v objemu 200
ul pfi nékolikanasobné infekci, kterd zajisti kompletni usmrceni bunék do 7 dnt po
infekci (pfiblizné 0,05 pro izolat Illg HIV-1 a 0,01 pro izolat RF HIV-1). Infekce se necha
pusobit po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C a potom se buriky pfemisti do nadoby
T25 a objem se zvysi na 2 ml. Prvni den po infekci se objem zvy$i na 5 ml a druhy den
se zvy$i na 10 ml. PoCatkem ¢Etvrtého dne se buriky peletuji, supernatant se stahne a
bunky se resuspenduji do média tkanovych kultur v éerstvé 10 ml alikvotni zkumavce.
Kompletni denni vymeény média, dovolujici riist bunék v médiu po del$i dobu a umoznuji
pouziti oCkovaci latky k primarnim testim s neochuzenym Zivnym médiem pii infikovani
bunek. Barvici utilizaCni reakce vyzaduje, aby zUstaly koncentrace glukosy vysoké.

V jamkach, ve kterych se pfi bunééném rustu spotiebovala glukosa nedochazi
k metabolické konverzi tetrazoliového barviva na formazan.
Supernatant bez bunék z akutné infikovanych bunék se sbira 4., 5., 6. a 7. den.

Alikvotni zkumavka supernatantu z kazdého dne se uchovava oddélené za Géelem
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stanoveni titru. Mezi stanoveni titru patfi test na stanoveni aktivity reverzni
transkriptazy, end-point titrace a test na kvantifikaci infekénich éastic (CEM-SS) a
kvantifikace kinetiky usmrcovani bunék. Bylo zjisténo, Ze vrcholové hladiny infekéniho
viru se tvori v akutné infikovanych kulturach, kdyz se viabilita bunék snizuje na 50%
uroven. Primarni vyhledavaci test stanovuje kvantitativné ochranny tginek testované
latky tak, Ze se hodnoti jeji schopnost inhibovat virem HIV zplsobeny cytopaticky efekt.
Stanovuje se mnozstvi viru potfebného na jednu jamku k usmrceni CEM-SS bunék v
Sesti dnech, které se bézné spotfebuje, uréuje mnoZstvi viru potfebného na jednu
jamku. V primarnim vyhledavacim testu XXT se titruje varka z kazdého dne tak, Ze se
provede dvakrat fedéni viru po€inaje vysokymi koncentracemi 50 pl viru na jednu
jamku. Ke stanoveni pfesného mnozstvi viru potirebného k usmrceni vSech bunék
CEM-SS v kazdé jamce se pouziva metoda barveni pomoci tetrazoliového barviva a
toto minimaini mnozstvi viru se pouziva pfi provadéni vSech primarnich testd. Stejné
metody se pouzivaji k laboratorni pfipravé v§ech virovych izolatli, véetné laboratorné
upravenych kmend HIV-1, HIV-2 a STV. Pouzivané klinické izolaty se pasazuji na
Cerstvych lidskych bufikach a metody rlistu téchto bunék a pomnoZovani virového fondu

je popsan nize.

Mikrotitrani antivirovy XTT test

Pfiprava bunék

V téchto pokusech se pouzivaji buriky CEM-SS nebo jiné vypéstované lidské
bunécné linie, které byly pasazovany v lahvich T-150. Den pied zah&jenim testu se
burky rozdeélily v poméru 1:2, aby se zajistilo, Ze budou ve fazi exponencialniho rdstu
v dobé infekce. V den testu se bunky dvakrat promyji pomoci tkariového kultivaéniho
média a resuspenduji se v Cerstvém tkarovém kultivaénim médiu. Stanovi se pocet
bunék a jejich zivotaschopnost pomoci hemacytometru a vylouéenim barvivem
trypanové modfi. Zivotaschopnost bunék potiebnych k testu byla vétsi nez 95 %.
Buriky se nechaly shiukovat a resuspendovaly se na 2,5 x 10* bunék na jeden ml
tkanoveho kultivaéniho média. Buriky v objemu 50 ul se piidaly do ploten, které

obsahovaly lék.
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Pfiprava viru

Predtitrovana alikvotni zkumavka s virem se vyndala z mrazéku (-80 °C) a nechala
se v biologicky zabezpectené skiince pomalu rozmrazovat na teplotu mistnosti. Tento
virus se resuspendoval a naredil v tkanovém kultivaénim médiu tak, Ze mnozstvi viru
piidaného do kazdé jamky o objemu 50 pl je stanovené mnozZstvi, které zajistuje
kompletni usmrceni bunék do 6 dnl po infekci. Obecné se virovy fond produkuje
pomoci izolatu HIB HIV viru tak, Ze se pfida 5 ul viru na jednu jamku. Fond RF viru byl
opét az desetkrat silngjsi, bylo zapotiebi 0,5 az 1 pl na jednu jamku. Vypoé&et TCIDsg
pomoci end-point titrace v CENM-SS burikach dokazuje, Ze mnohoéetnost infekce se u

téchto test pohybuje v rozmezi 0,005 az 2,5.

Format plotny
Format plotny je standardizovany a obsahuje kontrolni jamky na buriky (pouze

buniky), kontrolni jamky na virus (buriky plus virus), kontrolni jamky na toxicitu Iéku
(bunky plus 1€K) a stejné tak i experimentaini buriky (Iék plus buriky plus virus).

Priklady 25 az 48

XTT barveni vyhledavacich ploten

Po 6 denni inkubaci pfi teploté 37 °C v v inkubatoru s 5% CO, byly plotny
analyzovany barvenim pomoci tetrazoliového barviva XTT. XTT-tetrazolium je
metabolizovano mitochondrialnimi enzymy metabolicky aktivnich bunék na rozpustny
formazan, ktery umozriuje rychié kvantitativni stanoveni inhibice HIV indukovanych
bunék usmrcenych latkami anti-HIV. 6. den po infekci se plotny vyndaly z inkubatoru a
sledovaly se. Pouzivani mikrotitracnich ploten s kulatym dnem umozriuje rychié
makroskopické stanoveni aktivity dané latky tim, Ze se hodnoti velikost shlukovani.
Vysledky makroskopického pozorovani byly potvrzeny dal$i mikroskopickou analyzou.
Roztok XTT se pfipravoval do zasoby v koncentraci 1 mg/ml v PBS. Roztok
fenazinmethosulfatu (PMS) se pfipravovat v koncentraci 15 mg/ml v PBS a skladoval se
v temnu pii teploté -20 °C, zadsoba XTT/PMS se piipravovala hned pied pouzitim
nafedénim PMS v poméru 1:100 v PBS a pfidanim roztoku XTT v mnozstvi 40 ul na

1 ml. Padesat mikrolitri XTT/PMS se pfidalo do kazdé jamky a plotna se nechala znovu
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inkubovat po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C. Misto vicka se pou.z.i.valy samolepici folie,
zalepené plotny se nékolikrat obratily, aby se promichal rozpustény formazan a potom
se odeditaly spektrofotometrem pfi vinové délce 450 nm pomoci ¢tecky Molecular
Devices Vmax. Pouzitim % CPE redukce, % zivotaschopnost bunék, IC 25,50 & 95 S€

vypocitavaly dalSi parametry.
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Piiklady 49 az 54

Test na stanoveni aktivity reverzni transkriptazy

Byla pouzila mikrotitracni reakce reverzni transkriptazy. Tritiem znaceny thymidin
trifosfat (NEN) (TTP) byl resuspendovan v destilované H20O pii 5 Ci/mi. Poly rA a oligo
dT byly pfipraveny do zasoby ve formé roztok( a skladovaly se pfi teploté -20 °C.
Reakéni RT pufr se pfipravoval denné Cerstvy a obsahoval 125 ul 1M EGTA, 125 pul
dH20, 125 pl Triton X-100, 50 pul 1M Tris (pH 7,4), 50 ul 1M DTT a 40 pul 1M MgCl,. Tyto
tfi roztoky se smichaly dohromady v poméru 1 dil TTP, 2,5 dil( poly rA : oligo dT, 2,5
dill reakéniho pufru a 4 dily destilované vody. Deset mikrolitri této reakéni smési se
dalo na kruhové dno mikrotitracni plotny, pfidalo se 15 ul supernatantu obsahujiciho
virus a oboji se smichalo. Plotna se nechala inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu
60 minut. Po reakci se cely objem nakapal na filtracni papir, 6-krat se promyl po dobu 5
minut v 5% sodno fosfatového pufru a 2-krat po dobu 1 minuty v destilované vodeé,
2-krat po dobu 1 minuty v 70% etanolu a potom se nechal ususit. Potom se filtracni
papir vlozil do plastikového sacku. Pridala se scintilacni tekutina a sacek se teplem
zavairil. Zachycena radioaktivita se méfila kvantitativné za pomoci scintilatniho pocitace

Wallac Microbeta.
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ELISA

Soupravy ELISA byly zakoupeny od firmy Coulter. Test se provadi podle navodu
od vyrobce. Pred testem ELISA se rutinné provadély testy na stanoveni aktivity reverzni
transkriptazy a hodnoty byly pouzity pro zachycenou radioaktivitu v testu na stanoveni
aktivity RT pro uréeni fedéni vzorkd potfebné pro ELISA. Pfi kazdém testu byly
vytvoieny kontrolni kfivky, aby bylo pfesné kvantitativné stanoveno mnozstvi
kapsidového proteinu v kazdém vzorku. Udaje se ziskavaly spektrofotometrickou
analyzou pii 450 nm za pouziti ¢teCky ploten Molecular Devices Vmax. Pocitala se
koncentrace p24 z hodnot optické denzity za pouziti baliku program( firmy Molecular

Devices Soft Max.

Infekéni castice

Infekéni virové Castice se stanovovaly kvantitativné za pouziti testu CEM-SS plak(
a testu kvantitativni infektivity pro HIV-1 a HIV-2. Mikrotitraéni plotny s 96 jamkami
s plochymi dny se potahovaly pomoci 50 ul poly-L-lysinu v 50 ug/mi po dobu 2 hodin
pfi teploté 37 °C. Jamky se potom proplachly pomoci PBS a 2,5 x 10° CEM-SS bunék
se dalo do jedné mikrotitracni jamky, které se pfichytily na dno plotny. Pfidal se
dostatek bunék, aby se v kazdé jamce vytvorila jednoducha vrstva bunék CEM-SS. Do
kazdé jamky XTT faze se piidal supernatant obsahujici virus, véetné virovych a
bunéénych kontrol a v€etné kazdého sériového redéni testované latky. 4 dny po infekci
byl stanovovan pocet shlukt kvantitativné na plochém dnu 96-jamkové plotny pomoci
inverzniho mikroskopu Olympus CK2. Kazdé syncytium vzniklo z jednoho infekéniho

HIV virionu.

Anti-HIV aktivita u Cerstvych lidskych bunék: Test na Eerstvych lidskych
T-lymfocytech

Cerstvé lidské lymfocyty periferni krve (PBL) byly izolovany od darct Cerveného
kfize, seronegativnich na HIV a HBV. Leukoforezovana krev byla nafedéna 1:1
fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (dle Dulbecca) (PBS) a prevrstvena pres
14 ml Ficoll-Hypaque hustotniho gradientu v 50 ml centrifugaéni zkumavce. Zkumavky
byly centrifugovany po dobu 30 minut pfi 600 G. Shluky PBL se opatrné odsaly

z vysledného rozhrani a nasledné se 2-krat promyly pomoci PBS centrifugaci pfi
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nizkych ota&kach. Po poslednim promyti se bunky spocitaly vyloucenim pomoci

trypanové modfi a resuspendovaly v 1 x 10"/ml v RPMI 1640 s 15% fetalnim hovézim
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sérem (FBS), 2 mM L-glutaminu, 4 pg/ml PHA-P a nechaly se inkubovat po dobu 48 az
72 hodin pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se PBL nechaly centrifugovat a znovu se
nasadily do RPMI 1640 s 15% fetalnim hovézim sérem (FBS), 2 mM L-glutaminu,

100 IU/ml penicilinu, 100 ug/ml streptomycinu, 10 pg/ml gentamycinu a 20 1U/ml
rekombinantniho lidského IL-2. PBS se pfechovavaly v tomto médiu az do pouziti

v koncentraci 1 az 2 x 10%/ml, médium se dvakrét tydné vyménovalo.

Pro test PBL se ziskaly bunky stimulované pomoci PHA-P alespon od dvou
normalnich darch, umistily se do Cerstvého média v koncentraci 2 x 10%/ml, daly se do
jamek 96-jamkové mikrotitraéni desky s kruhovymi dny v mnozstvi 50 ul/jjamku. Redéni
testovanych Iéku se pfipravovala ve 2 nasobné koncentraci v mikrotitraCnich
zkumavkach a 100 pl kazdé koncentrace se nalilo do pfislusnych jamek standardniho
formatu. Do kazdé testovaci jamky se dalo 50 ul pfedem uréeného fedéni virového
kmene. Jako virové kontroly se pouzily jamky s burikami a samotnym virem. Jednotlivé
desky se pripravily identicky bez viru pro sledovani toxicity Iéku za poziti testovaciho
systému XTT.

Pfi standardnim PBL testu (MOI: 0,2) test kon&i 7. den po sesbirani vzorku
supernatantu bez bunék pro testy na stanoveni aktivity reverzni transkriptazy. Pri
nizkém MO PBL testu (MOI: 0,02) se sbiraly vzorky supernatantu 6., 11. a 14. den po
infekci a testovaly se aktivitu RI. Tritiem znaeny thymidin trifosfat (NEN) (TTP) byl
resuspendovan v destilované H,O pfi 5 Ci/ml. Poly rA a oligo dT byly pfipraveny do
zasoby ve formé roztokd a skladovaly se pfi teploté -20 °C. Reakcni RT pufr se
pripravoval denné Cerstvy a obsahoval 125 pl 1M EGTA, 125 pl dH,0, 110 ul 10% SDS,
50 pl 1M Tris (pH 7,4), 50 ul 1M DDT a 40 pl 1M MgCl,. Tyto tii roztoky se smichaly
dohromady v poméru 2 dily TTP, 1 dil poly rA:oligo dT, 1 dil reakCniho pufru. Deset
mikrolitri této reakéni smési se dalo na kruhové dno mikrotitraéni plotny, pfidalo se
15 pl supernatantu obsahujiciho virus a oboji se smichalo. Plotna se nechala inkubovat
pfi teploté 37 °C po dobu 60 minut ve vodni I4zni s pevnou oporou, aby se predesio
potopeni plotny. Po reakci se cely objem nakapal na filtraCni papir DE81, 5-krat se
promyl po dobu 5 minut v 5% sodno fosfatovém pufru a 2-krat po dobu 1 minuty

v destilované vodé, 2-krat po dobu 1 minuty v 70% etanolu a potom se nechal ususit.




Do kazdého vzorku se piidal Opti-Fluor O a zachycena radioaktivita se méfila

kvantitativné za pomoci scintila¢niho ¢itaCe pro tekutiny 1450 Microbetaplus.

Zachyceni tritiem znaceného thymidinu se méfilo v paralelnich kulturach 7. den.
Kazda jamka byla iniciovana davkou 1 uCi tritiovaného thymidinu a buriky se sbiraly o
18 hodin pozdéji pomoci sbérace bunék Skarton na filtracni papir ze sklenénych viaken.
Filtry se ususily, umistily se do scintilaéni nadobky s 1 ml scintilacniho koktejlu a
zachycena aktivita se méfila kvantitativné na scintilanim citaci pro tekutiny Packard
Tri-Carbh 1900 TR.

Priklady 55 az 78
Anti HIV aktivita u erstvych lidskych bunék: Test na Cerstvych lidskych

monocytarnich makrofazich

K izolaci pfilnutych bunék se resuspendovalo 3 x 10° perifernich krvinek
nestimulovanych pomoci PHA v Hanksové pufrovaném fyziologickém roztoku s 10%
lidskym AB sérem dopliujicim vapnik a hof¢ik. Buriky se ponechaly ve 24-jamkové
mikrotitraéni plotné po dobu 2 hodin pfi teploté 37 °C. Nepfilnuté bunky se odstranily
ddkladnym $estindsobnym promyvanim. Pfilnuté buriky se kultivovaly po dobu 7 dnt
v tkanovém kultivaénim médiu RPMI 1640 s 15% fetalnim hovézim sérem. Kultury se
po dobu inkubace pozorné monitorovaly na splyvani bunék. Provedia se nakaza bunek
pomoci monocytotropickych kment HIV-1 BaL nebo ADA a to pfizpGsobenymi
dvojicemi virovych izoldtll AZT-senzitivnimi a AZT-rezistentnimi. Kazdy z téchto
virovych izolat(i byl ziskan z NLAID AIDS Research nad Reference Reagent Program.
Vlysoce titrové davky kazdého z téchto virli se sbiraly z infikovanych kultur prilnutych
perifernich krvinek a zamrazily se v 1,0 ml alikvotnich zkumavkach pii teplote -80 °C.
Monocyto-makrofagové monovrstvy se nechaly infikovat 0,1 MOI. Latky sledované
v monovrstvach se nechaly infikovat 0,1 MOI. Latky sledované v monocyto-
makrofagovém testu se pridaly k monovrstvam kratce pfed infekci aby se
maximalizovala schopnost téchto uréitych aktivnich latek.

Dva dny po infekci se médium slilo a kultury se dvakrat promyly pomoci
kompletniho média, aby se odstranil pfebyteény virus. Pfidalo se samotné Cerstvé

médium nebo médium obsahuijici prislusnou koncentraci 1€kt a dale pokracovala
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inkubace po dobu dal$ich 5 dnll. 7. den po infekci byly provedeny testy pomoci XTT —
tetrazolia nebo test pomoci trypanové modfii na stanoveni zivotaschopnost bunék a
testy HIV p24 ELISA na stanoveni tvorby p24 drefiového antigenu. Soupravy ELISA
byly zakoupeny od firmy Coulter. U kazdého testu byly vytvorfeny kontrolni kfivky, aby
bylo pfesné kvantitativné stanoveno mnozstvi kapsidového proteinu v kazdém vzorku.
Udaje se ziskavaly spektrofotometrickou analyzou pii 450 nm za pouziti ¢tecky ploten

Molecular Devices Vmax. Pocitala se koncentrace p24 z hodnot optické denzity za
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pouziti baliku programu firmy Molecular Devices Soft Max.
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Priklady 79 az 90
Testy inhibice vazby a splyvani

U téchto testli se pouzivaly HeLa-CD4-LTR-B-galaktosidazové buriky, které
pouzivaji tat proteinem indukovanou transaktivaci p-galaktosidazového genu fizeného
HIV-1 LTR (long terminal repeat) promotorem. Test byl pouZit jak ke kvantitativnimu
stanoveni vazby infekéniho virionu na buriky tak i na stanoveni splyvani bunék
navzajem. Infikované buriky vytvari shluky, které se snadno mikroskop\icky pocitaji po
inkubaci s X-gal. Test na stanoveni inhibice vazby zahrnoval umisteni 1 x 10*
HelLa-CD4-LTR-B-galaktosidazovych bunék do 200 ul 96-jamkovych mikrotitracnich
ploten s plochym dnem. Tyto bunky se nechaly pres noc inkubovat, odstranilo se
médium a nahradilo se 100 ul riznych koncentraci ISIS 5320 nebo kontrolni latky. O
hodinu pozdé&ji se do kazdé jamky piidalo 100 ul média obsahujiciho virus. Buriky se
nechaly inkubovat dal$i hodinu a monovrstva se dikladné promyla, aby se odstranil
nenavazany virus a extracelularni latka. Po 48 hodinach se bunky fixovaly a nabarvily
pomoci X-gal. Modré mnohojaderné buriky se potom pocitaly pod inverznim
mikroskopem. Test na stanoveni inhibice splyvani bunék se také provadél na
96-jamkovych mikrotitracnich plotnach s plochymi dny. Do kaZdé jamky se pfidaly
HelLa-CD4-LTR-B-galaktosidazové bunky (5 x 10%) nechaly se inkubovat s testovanou
latkou po dobu 1 hodiny pfed pfidanim 5 x 10° HL2/3 bunék (28). Buriky se nechaly
inkubovat po dobu dal$ich 48 hodin, potom se fixovaly a nabarvily pomoci X-gal. Modré
shluky bunék se pocitaly mikroskopicky. Barveni bunék se provadélo fixaci bunék
roztokem 1% formaldehydu a 0,2% glutaraldehydu a obarvenim fixovanych bunék
pomoci 4 uM ferrokyanidu draselného, 4uM ferrikyanidu draselného, 2 uM MgClz a
0,4% X-gal v PBS. Exprese transaktivace B-galaktosidazy byla také monitorovana
pomoci ELISA: Extrakty bunék se piipravovaly zmrazovanim a rozmrazovanim a
B-galaktosidézova aktivita se méfila podle navodu vyrobce. Vysledky ELISA testu se
hodnotily kvantitativné spektrofotometricky pfi 450 nm za pouziti CteCky ploten

Molecular Devices Vmax.
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Test na stanoveni topické mikrobicidni aktivity

Cervikalni epitelialni bunky MEI 180 se daly dovniti jamek 96-jamkovych
mikrotitraénich ploten s plochym dnem o hustoté 5 x 10 bunék na jamku a nechaly se
inkubovat pfes noc. Chronicky infikované buriky H9 se léCily pomoci 200 pg/mi
mitomycinu C v kompletnim médiu po dobu jedné hodiny, dikladné se promyly a
resuspendovaly se na 4 x 10° na ml. Pouzita koncentrace mitomycinu C zplisobila
usmrceni chronicky infikovanych bunék béhem 48 hodin, coz je dostatecna doba
k mezibuné&nému pirenosu viru na ME-180 buriky, avak tato doba zajistuje ze
koneé&né mnozstvi viru nebude zahrnovat podil od chronicky infikovanych bunék. Do
kazdé jamky obsahujici buriky ME 180 se pfidaly antivirové latky a chronicky infikované
buriky (2 x 10*) a nechaly se inkubovat po dobu 6 hodin. Po kultivaci se monovrstva
dtikladné promyla a v dobé 24 a 48 hodin po infekci se pfidalo Cerstvé médium, aby se
odstranily mrtvé lymfocyty. 6. den po infekci se odebraly vzorky supernatantu a

analyzovaly se na virovy obsah pomoci testu p24 ELISA.

Testy exprese CD4
Bylo provedeno stanoveni efektu Viracea na expresi CD4 za pouZiti standardni

techniky pritokového cytometru. Burky se léSily pomoci Viracea po dobu 1 hodiny pfi
teploté 37 °C v tkarovém kultivanim médiu. Strucne, 10° bunék CEM-SS se nechalo
inkubovat s nebo bez latky po dobu 60 minut pii teploté mistnosti. Pfidaly se anti-CD4
monoklonalni protilatky (20 ul, 3 ug/ml) (Becton-Dickinson, San Jose, CA) a bunky se
nechaly inkubovat pfi teploté 4 °C po dobu 40 minut. Potom se bunky dvakrat
proplachly pomoci PBS, resuspendovaly v 1 °C paraformaldehydu a analyzovaly za

pouziti prutokového cytometru Becton-Dickinson FACSort.

Makromolekularni syntéza
Buriky CEM-SS se nechaly kultivovat v tripletu za pfitomnosti nebo nepfitomnosti

latky po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C v inkubatoru se zvihéenym CO>. Po 24
hodinéch se ke kultuie pfidalo 1 uCi [methyl->H}-thymidinu, [5-H]-uridinu nebo
[3,4,5-°H]-leucinu a inkubace se nechala probihat po dobu dal$ich 8 hodin. Buriky se
piendaly na filtracni papir ze sklenénych vidken za pouZiti sbérace bunék Skarton.
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Sklenéna vlakna se promyla destilovanou vodou, vlozila se do scintila¢ni nadobky a
kvantitativhé se méfila zachycena radioaktivita pomoci scintilaéniho Citace Packard

Tri-Carb.

Vysledky testu HIV
Byly hodnoceny Viracea-1 a Viracea-2 mikrotitracnim testem anti-HIV, ktery

stanovuje kvantitativné schopnost testované latky inhibovat replikaci HIV a destrukci
bunék vyvolanou HIV. Bylo zjisténo, Ze dvé latky jsou aktivni proti RF kmenim HIV-1 u
CEM-SS bunék. Latka Viracea-1 inhibovala HIV-indukovany cytopaticky efekt (1C3p) pfi
fedéni 1:400, zatimco Viracea-2 vykazovala ICys pfi fedéni 1:900 a nedosahla 50%
hodnoty inhibice. Jak Viracea-1 tak i Viracea-2 vykazovaly toxicitu (TCso) na bunkach
CEM-SS pii prislusnych fedénich pfiblizné 1:20 a 1:250. Latka pozitivni kontroly, ddC,
vykazovala o¢ekavanou uroven aktivity proti RF viru.

Byla stanovena aktivita latek Viracea-1 a Viracea-2 u Cerstvych lidskych bunék
PBMC infikovanych klinickym HIV izolatem ROJO. Tento nizko pasazovany izolat byl
ur€en jako virovy izolat senzitivni na lék (AZT, ddC, nevirapin) a indukujici tvorbu
bunéénych shlukl. Ani Viracea-1 ani Viracea-2 neinhibovaly replikaci tohoto izolatu
v netoxickych koncentracich. Byla provedena dal$i testovani latek na burikach PBMC
infikovanych ROJO za pouziti stimulace bunék PBMC prednostné pomoci IL2 nez PHA
blastogenézou. Opét nebyla stanovena zadna aktivita pod koncentracemi, které
inhibovaly rst bunék PBMC. AZT vykazovala v téchto testech o¢ekavanou uUroven
aktivity.

Latky Viracea-1 a Viracea-2 byly testovany na lidskych monocyto-makrofazich
infikovanych nizko pasazovanym klinickym izolatem ADA. Obé latky v téchto testech
vykazovaly vysokou uroven aktivity s Viracea-2, ktera byla jasné lep$i. 50% ucinna
koncentrace Viracea-1 a Viracea-2 byla pfi fedéni 1:4000 a 1:10000. Pfi morfologickém
vysetreni nebo pii barveni pomoci XTT-tetrazolium nebyla zjisténa toxicita na
monocyto-makrofagovou monovrstvu. AZT vykazovala v téchto testech ocekavanou
uroven aktivity.

Bylo zjisténo, Ze latky Viracea-1 a Viracea-2 inhibuji zachyceni infekéniho viru na
HelLa-CD4-LTR-B-galaktosidazové bunky s exprimovanym CD4. Byla zjisténa inhibice
vazby viru na cilové buiky pro obé latky pfi fedénich pfiblizné 1:1000 az 1:3200. Zadna
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z latek neméla antivirovy ucinek na splyvani bunék HL2/3 s exprimovanym plastém s
Hel.a-CD4-LTR-B-galaktosidazovymi bunkami. Byla zjiSténa toxicita obou latek v testu
na splyvani bunék, ve kterém byla latka pfitomna v jamce v celém prubéhu trvani testu
stejné tak jako toxicita latky Viracea-2 v testu vazby, kde byla latka pfitomna pouze po
dobu 2 hodin. Chicago Sky Blue, sulfonované barvivo, vykazovalo v kazdém z téchto
testl ocekavanou uroven aktivity.

Latka Viracea-2 zabranila pfenosu viru z chronicky infikovanych lymfocyt(i na
cervikalni epiteliaini buné&nou linii ME 180 pfi fedéni priblizné 1:500 (ICa). U tohoto
testu nebyla zjisténa toxicita na buiky ME180. U tohoto testu byl Iék pfitomen pouze
v dobé infekce (4 hodiny). Dextran sulfat (pozitivni kontrola, sulfonovany polysacharid) a
dextran (negativni kontrola) vykazovaly v téchto testech oCekavanou troven aktivity.

Viracea-2 neméla zadny efekt na expresi CD4 na povrchu bunék.

Inhibice zaclenéni thymidinu (DNA), uridinu (RNA) nebo leucinu (protein) do
makromolekul o vysoké molekulové hmotnosti byla zjisténa u fedéni vyssich nez 1:320.

Inhibice makromolekularni syntézy se shodovala s toxicitou latek u bunék CEM-SS.

Souhrnné vysledky testu HIV

Latky Viracea-1 a Viracea-2 inhibuji HIV infekci s Uzkym terapeutickym indexem u
stanovenych T-bunék. Latky Viracea-1 a Viracea-2 potencialné inhibuiji replikaci HIV u
monocyto-makrofagu. Latky Viracea-1 a Viracea-2 inhibuji pfipevnéni viru na cilové
bunky, ale nebrani splyvani infikovanych bunék s neinfikovanymi burikami. Viracea-2
inhibuje prenos viru v testu na stanoveni topické mikrobicidni aktivity a mize byt
uzitena v prevenci sexualniho pfenosu HIV. Viracea-2 nema zadny efekt na expresi
CD4 na povrchu bunék.

Prevence a lécba

Antimikrobialni latka zajistuje antimikrobicidni latku a IéCivo, které (1) pomaha
v prevenci sexuélniho pfenosu HIV; (2) Fidi virovou zatéz virem HIV a jinymi viry; (3)
zajistuje eradikaci HIV;, (4) prodiuzuje latentni obdobi syndromu autoimunodeficience
(AIDS) u nemocnych, ktefi onemocnéli HIV; (5) zmirfiuji bolest a utrpeni nemocnych
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s HIV; (6) omezuji rozSifovani infekce HIV; a (7) zajistuji lepsi a uspésnéjsi 1écbu
nemocnych s HIV. Medikamentdzni I1éCba také zmirnuje fyzické priznaky vzplanuti
infekce HIV, viru herpes simplex 1 nebo 2 (HSV 1 nebo HSV 2) nebo jinych infekénich
mikrobidlnich onemocnéni. Vyse zminénych vysledku lze dosahnout systematickou
aplikaci nebo injekénim podavanim vyhodné vyse popsané antimikrobialni latky (IéCiva)
pomoci jehly do koneéniku (konecnik, konecnikova tkan) nebo do pochvy (posevni
tkan) pacienta infikovaného HIV nebo jinymi infekénimi mikrobialnimi onemocnénimi, a
to 8 az 12-krat denné, s vyhodou 10-krat denné v intervalu kazdych dvou hodin, po
dobu 10 az 18 po sobé jdoucich dnu, s vyhodou nejlepsSich vysledkl po dobu 14 po
sobé jdoucich dnu (dvou tydnu). Davka, koncentrace a mnozstvi antimikrobidlni latky
(I&civa) je rlzna v zavislosti na zavaznosti a rozsahu onemocnéni stejné tak jako na
véku, pohlavi, hmotnosti, rase a zdravotnimu stavu nemocného. Je Zadouci, aby se
pred aplikaci antimikrobialni latky (léCiva) infikovana oblast oplachla (omyla) a ususila,
aby se z infikované oblasti odstranilo mydio nebo jeho zbytky. Antimikrobialni latka se
pri 1éCbé viru herpes simplex 1 nebo 2 nanasi na infikované misto po dobu 19 az 24
hodin. Vysev puchyikd herpes viru se zabrzdi b&€hem 19 az 24 hodin a postizena mista
se nasledné zahoji.
Mezi mnoho vyhod medikamentdzni 1éCby a IéCiva (sloucenin) tohoto vynalezu
patfi:
Skvéla lécba a prevence HIV a jinych infekénich onemocnéni.
2. Vynikajici vysledky s odstranénim bolesti u virovych onemocnéni HIV a
herpes simplex a jinych infekénich onemocnéni bez toxicity.
3. Vynikajici plsobeni pfi rychle se hojicich vzplanuti u HIV, herpes simplex a
jinych infekénich onemocnéni.
Zachrana zivotl novorozenc(l, déti, dospélych i zvirat.
5. Snizovani svétovych ekonomickych ztrat zplsobenych HIV, herpes simplex a
jinych infekénich onemocnéni.
6. Odstranéni mnoha vaznych emocionainich a mentalnich trapeni u
nemocnych trpicich HIV a herpetickou infekci.
Snadno dostupné latky (ingredience).
Ekonomika.

Bezpecnost.

e

2000

L X4

LA X 1]




-

L“

10. Jednoduché pouziti.
11. Spolehlivost.
12.  Uginnost.
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Ackoliv je zde popsana podstata vynalezu a pfiklady, znamena to, Ze jsou mozné

i rlizné obmény a zamény stejné tak jako i jiné usporadani Casti, siozek a postup(,
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zpUsobu a lé¢by, provadéné odborniky, aniz by se odklonili od novosti a rozsahu tohoto

vynalezu.
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. Slouéenina obsahujici Zivinu a rostlinu, ktera se vyznacuje tim, Ze Zivina

obsahuje kyselinu listovou, rostlina obsahuije rostlinny vytazek rodu Echinacea,

a Echinacea obsahuje Echinacea purpurea.

. Slouéenina podle naroku 1, kde slouéenina déle obsahuje druhou rostlinu,

ktera obsahuje rostlinny vytazek rodu Commiphora.

. Sloudgenina podle naroku 2, kde Commiphora obsahuje smési Commiphora

myrrha, Commiphora molmol nebo Commiphora erythraea.

. Slouéenina podle naroku 1 az 3, kde Commiphora obsahuje smési

Commiphora myrrha.

. Slouéenina podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku, ktera obsahuje podle

hmotnosti:

2 % az 12 % kyseliny listové;

40 % az 60 % Echinacea purpurea a Commiphora myrrha; a
20 % az 60 % vody.

. Slougenina podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd 3 az 5, kde pomér

Commiphora myrrha ku Echinacea purpurea je v rozsahu 1:2 az 1:4.

. Slougenina podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd, ktera dale obsahuje

podle hmotnosti 0,02 % az méné nez 0,26 % surfaktantu kvartérni amonne

soli.

. Slou&enina podle naroku 7, kde surfaktant kvartérni amonné soli obsahuje

chlorid benzalkonia.

. Pouziti slougeniny podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd vyznacujici se tim,

Ze se pouziva k vyrobé latky pro 1é¢bu onemocnéni, mezi které patii: lidsky
virus imunodeficience (HIV) virus herpes simplex 1, virus herpes simplex 2,
virus varicella zoster (pasovy opar), cytomegalovirus, EB virus, papilloma virus,
virus chfipky, virus parachfipky, adenovirus, virovy zanét mozku, virovy zanét
mozkovych blan, arbovirus, arenavirus, pikornavirus, koronavirus a syncytialni
virus, celulitis, stafylokoky, streptokoky, mykobaktérie, bakterialni zanét mozkuy,

bakterialni zanét mozkovych blan, a anaerobni bacily.
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