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1
Vyndlez ved{ 1é6%ivo s virostatickym d&inkem pFi terapii virovfch on€mocnéni.

Virovéd onemocndn{ pisobf velké nérédohoapodéieke skody a pisobi velké 3kody na zdravi
1lidu. Kromé huménnich vird majf{ z ndrodohospoddrskeho hlediska velky vfznam v zeméd@lstv{
a veterindPstvi viry zvibect a rostlinné. Nékterd virovd onémocnénf se podatilo zvlddnput
imunologickou prevenci vakcinami. V chemotherapii virovjch onémocnen{ se dosud dosdhlo pou-

ze S4stednych dspéchd.

Marboren /Bauer D. J.: Intern. Encyklopedia of Pharmacology and Therapeutics, Section
61, Chemotherapy of Virus Diseases Vol. I, str. 35 Pergemon Press, Oxford 1972) je ddinny
pri chronickych komplikacich zplisobenych vakcindlnim virem, proti pravym nedtovicim je u¥in-
ny jen profylakticky. 5—Jod-2:desoxyuridin (Herrmann E. C., jr: Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
107, 142 (1961), Keufman H. E. et al.: Archs. Ophtal. 68, 235 (1962) byl po nékolik let
ufivén v therapii herpetickjch keratitid, méné pri herpetickych koZnich afekcich. V posled-
ni{ dobe vdak bylo zjisténo, Ze pisobf v nédorovych bufkdch indukei virovych partikull typu
C. Amantadin (Daviéa L. W. et al., Science 144, 862 (1964) je d&innf pouze proti viru chrip~-
ky typu A2 pri aplikaci profylektické, eytosinarabinosid (Renis H. E., thnson He G.: Bact.
Proc., American Soc. for Microbiology, str. 140, 1962; Kaufman H. E., Maloney E. D., Archs.
Ophtal. 69, 629 (1963) inhibuje DNK viry & Virazol (Sidwell R. W. et al., Science 177, 705
(1972) je petrné U&inny proti hepatitidé a méné d¥inny proti chtipce a n8kterym DNK virdm.
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Zvysen{ chemotherapeutického efektu proti virovym onemocnénim kombinaef vice létek
bylo dosud mélo studovdno. Synergicky efekt 6-azauridinu (1) a nékterjch prirozenych deri-
vatd adeninu byl nalazen pri inhibiei viru Newcastleské nemoei NDV - modelového zdstupce

velkych RNK vird (Rada B., Dragin M.: Acta virol. 20, 97 (1976)4 Acta virol. 20, 102 (1976).

9-(8)-(2,3-dihydroxypropyl(adenin (II) byl popadn jako l4tka & vysokym antivirovym
d¥inkem ne nékteré viry (&s. autorské osvéddent &. 199 093), Holy A., DeClerq E.: Science
200 : 563 (1978), A. Holy, Collection 40 : 187 (1975); Kritzyn A. M., Kolobushkina L. I.,
Mikhailov S. N., Florentiev V. L.: Khim. Geterotsikl. Soed. 185 (1975); Scheffer H., J., Vo-
gel D., Vince R.: J. Med. Chem. 8 : 502 (1965); Seita T., Kinoshita M., Imoto M.: Bull.
Chem. Soc. Japan 46 : 926 (1972). DdleZitou vlastnostl této l4tky je jej! snadn4 pristup-
nost, nizky cytostaticky ¥linek a mald toxicita. 6-Azeuridin (I) (&s. patent &. 88 063)
nemd sdm vyraznou antivirovou d¥innost pri nizkjch aplikovenych d4vk4ch. Therapif téch typd
virovych infekef, vi&i nim¥ jeou jednotlive l4tky I a II mélo G¢inné, se zabyvéd predmétny
vyndlez, jehoZ vyznekem je pou¥it{ kombinace 6~azauridinu a (S) - nebo (RS)-9(2,3-dihydro-
xypropyl)edeninu v hmotnostnim poméru 1 : 1 a¥ 1000 : 1, v ebsolutni koncentraci 10 pg/ml
af 1000 pg/ml jednotlivjch sloZek, jako 1é¥iva huménni a ve terindrni medicind, zvy3ujfct
GEinek inhibice cytopathogenniho pdsobenf viru, a to pri koncentraci ni¥3f nejménd o F4d,

ne¥ je minimélnf cytotoxickd koncentrace jednotlivych sloZek i jejich kombinaef.

Dokladen @&innosti uvedené kombinace je mérenf inhibice tvorby plakd na monolayeru
kurecfch embryondlnich bunék infikovenfch virem a prevrstvenych agarovou pddou pri difusi
14tky ze stredu misky (agar-difusni test). Vysledky spolu s tdaji ostatnfch entivirovych
l4tek uv4di tabulke 1. Kombinace ldtky I difundujicf agarem a ldtky II inkorporované do
agarové vrstvy vykezuje zFetelny synergicky GZinek, celkové prevydujfef G¥inek cytosinare-
binosidu, ktery je za danfeh podmfnek dosud najudinné j&i popsanou létkou. V suspensnich
kulturdch bundk Hela, kde je pFi nizkjch koncentracich obou slo¥ek I a II celkovy efekt
editivnf (virus vakcinie), pri vysokych koncentracich 1l4tky II se v3ak ji% ddle neprohlubu-

je. Synergismus se zjevné projevuje inhibie{ cytopathického efektu (tabulka 2).

Toxicita obou jednotlivych sloZek I a II i jejich kombinacf je nizké: pro kurec{ em-
bryonélni buhky je meximdln{ netoxickd koncentrace 1l4tky II 1000 pg/ml, pro Hela bunky se
toxicita projevuje teprve pri kombinaci 1000 yg/ml obou slo¥ek, a to zrejmé vlivem l4tky
i samotné. Pro dossfeni vyrezného virostatického efektu vdak plné dostadujil koncentrace
14tky II o r4d ni%¥f, tj. 100 ug/ml; za téchto podmfnek nedochdzf k cytopathogennimu efek-
tu ani k morfologickym zméndm hostitelskych bunék.

Vyhodou popsené kombinace Jje, Ze obé sloZky jsou snadno dostupné, dobTe rozpustné ve
vodé a za bé¥njch sterilnich podminek st41é. 6-Azsuridin (I) nemé kancerogenni ani mutagen-
nf s&inek. Lze olekdvet, %e pri aplikaci kombinace bude zachovéna moZnost tvorby protilétek
v orgenismu. VyuZfit{ vyndlezu prichdzi v dvshu v tersepii infekdnich virovych onémoenén{,

v terapii néddorovych onemocnénf & v infekn{ ve terindrn{ mediciné.

V delsfm je vyndlez osvetlen v prikladech proveden{ virostatickjch a cytotoxickych

zkouSek, ani% se tim jakkoli omezuje.
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Inhibice mnoZenf viru vekcinie v suspensnich kulturdch bunék Hela
kombinaci 14tek I a II (proveden{ viz priklad 3)

Tabulka 2
Latka 1 (pe/mi) 1000 100 10 0
Latka II (pg/ml)
1000 3.3 x 103 | 4.3 x 103 | 6.1 x 103 3 x"103
100 2.7 x 10| 5.5 x 104 | 3.5 x 104 | 5.5 x 104
10 4.3 x 104 1.10° 1.6 x 10° | 2.2 x 10°
0 5.2 x 104 1 x ;05 2.4 x 10° | 3.2 x 107

Titr viru 2 hod. po infekei: 2.6 x 103 PFU/ml
Oststnf titry viru (PFU/ml) zji3téné 24 hod. po infekci.

Priklad 3

Inhibice mnoZeni viru vekcinie v suspensnich kulturdch bunék HeLa kombinacf l4tek I

a II (metoda viz. Rada B., Bla3kovi& D.: Acta virol. 10, 1, 1366).

Suspense bunék Hela 2 x 106 bunék/ml se infikuje virem vekcinie, po 1 hodinové ad-
sorpcii se suspense promyje trojndsobné k odstrenén{ needsorboveného viru. Bufiky se nared{
na hustotu 2 x 105 bunék/ml a k jednotlivym kulturém se pridajf odpovidajici koncentrace
l4tek I a IT a jejich kombinacf. Titr viru v kulturdch se stanovi 24 hod. po infekei po

tr¥ech cyklech zmrazen{ a rozmrazenf kultur.

Létka II semotnd v nejvy33{ koncentraci ¢&inné inhibuje mno¥eni viru vakcinie>(efekt
dosshuje maximdlnf hrenici mohutnosti metody - udrZeni viru na hladiné 2 hod. po infekci,

tsbulke 2. Pri ni%¥fch koncentracich obou litek je efekt na mnoZen{ viru aditivni.

Priklad 4

Stanoven{ toxicity kombinacf{ létek I & II na bunkdch HeLa. Testy byly prevedeny na
bulikéch HeLa (American Type Collection) ve staciondrnich zkumavkéch; pro fotografii na
Petriho miskdch. K testdm toxicity byla zvolena komcentrace bundk 5 x 104 bundk Hels v
1 ml (alml ve staciondrnich zkumavkdch nebo 4 7 ml v Petriho miskdch o priméru 6 cm)
vyrdstajfcich v monolayer, aby byle moZno vedle morfologie bunék pozorovat a porovnévat

rdst bunék a jeho inhibici podle hustoty buné¥né vrstvy.

U kultur exponovenych 3 dny ke studovené kombinaci 14tek nedochdzf k z4veinjm zméndm
v morfologii bunék. Pouze pri pou%it{ nejvy33ich koncentraci (IT 10CO pg/ml + I 1000 ug/ml)
1ze pozorovat lehké zakulacenf malé ¥4sti bunék; tekové zmény pdsobi v této koncentraci
14tka I same. Tlumeni rdstu bunék HeLa pri kombinaci (ldtka II 1000 gg/ml + létka I 1000
pg/ml je zpisobeno 1étkou I samou jak vyplyvé ze srovnéni s kontrolnimi kulturemi I 1000
pg/ml a II 1000 pg/ml. V hustot® bunedného monolayeru mezi kontrolou & skupinami II 1C00
wg/ml + I 100 pg/ml létkou I 100 pg/ml @ ldtkou II 1000 pg/ml nenf podstatny rozdfl.
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Priklad 1

U¥inek kombinace 1&tek I a II na virus vakcinie v agar-difusnfim testu (metoda viz

Reda B., Zdvada J,: Neoplesma @, 57, 1962).

Kultury kubecfch embryondlnfch bundk v 15 cm Petriho miskdch se infikujf ddvkou viru
vakeinie tvoric{ semikonfluentni plaky a kultury se po adsorpeci viru prevrstv{ agarem,
v ném¥ byla predem rozpudténa létka II v koncentraci 100 pg/ml. Kultura se obarvi 3 dny
po infekei. Za t&chto podminek dojde jen k malému nebo %4dnému zmendenf{ velikosti plakd.
Po ztuhnutf ageru se do véledku v centru kultury pro difuei agerem vnese roztok ldtky I

(500 mg/ml). Dojde k zébrané tvorby plakd e témét k okraji misky.

Priklad 2

Stenoven{ toxicity 14tky II ne kuFec{ch buRkdch. Ke kufeci{m embryondlnim buiikém ve
staciondrnich zkumavkéch (4 paraleln{ zkumavky tvor{ experimentélnf skupinu) po vytvo¥ent
monovrstvy byl priddn roztok 14tky II tek, aby vysledné koncentrace byla 30 gg - 10 000
wg/ml. Kultury byly denné hodnoceny mikroskopicky. Maximdlni netoxické koncentrace 1l4tky
II po trfdenn{ exposici je 1000 pg/ml.

Vy381 koncentrace 1ldtky II 3000 ug/ml vykazuje lehké zmény ve srovndn{ s kontrolou,
monovrstve bunék nenf zcela souvisld, bufiky jsou protéhlého fibroblastového typu; pH média
Jje nepatrné alkali¥téjsf ve srovnéni 8 kontrolou. Teprve kultury inkubované s 10 000 pg/ml
ukdzaly z?etelny toxicky efekt projevujfct se zrnitost{, zakulacovdnim a snifenim pod&tu

bunék.
Srovnén{ inhibi&ntho t¥inku nékterych virostatik agar-difusnim testem
Tabulka 1
Lédtka Inhibidnf zona
(koncentrace difusntho roztoku v mg/ml) (prdmér v mm)

Vekcinia NDV WEE
5-Jod-2<desoxyuridin (2) 72 0
Cytosinarabinosid (100) 123 0 0
6=-Azauridin (I) (500) 62 0
II (50) 42 16 0
II-RS (50) 60 16 0
Iailr® 140 21 21
I a I1%RS 99 0 o

8500 mg/ml 1dtky I pro difusi, 100 yg/ml ldtky II v agarové vretve.
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PEEDMET VYNLELEZU

Antivirové 1édivo, vyznalujfcf{ se tim, Ze Jje kombinac{ 6-azeuridinu vzorce I
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a8 (S) - nebo (RS) - 9(2,3—dihydroxypropyl)édeninu vzorce II,
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1 a v absolutni koncentraci 10 ug/ml a% 1000 ug/ml

a to v hmotnostnim poméru 1 : 1 a¥% 1000 :

jednotlivych sloZek.
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