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Kompozicia rastlinného extraktu a sposob so schopnost’'ou posiliiovat’ imunitu

Oblast’ techniky

Tento vynalez sa v§eobecne tyka rastlinnych extraktov, sposobov a oSetrovani a predo-
vietkym potom kompozicie rastlinného alebo bylinného extraktu a sposobu, ktory ma terapeu-
tické Gcinky posilfiovania imunity a antivirusové efekty na zosilfiovanie a stimulovanie prirodze-

nej imunitnej odozvy u ludi.

Doterajsi stav techniky

Historia nauky o rastlinach je nerozluéne prepojena s modernou medicinou. Mnohé bezné
moderné medikamenty sa vyvinuli z prastarych lie€itel'skych tradicii spojenych s urgitymi rastli-
nami. Liecivé vlastnosti mnohych rastlin boli identifikované so Specifickymi chemickymi zliceni-
nami, ktoré boli izolované, vy€istené a v mnohych pripadoch synteticky reprodukované. Mnohé
beZne zname drogy pochadzaji povodne z rastlin. Salicylova kyselina, predchodca aspirinu, bola
pdvodne izolovana z kdry viby bielej a tavolnika. Chinin, uZivany pri lie¢eni malarie, bol ziskany
z kdry chininovnika. Vinkristin, ktory sa pouZiva pri oSetrovani rakoviny, pochadza zo zimoze-
lene. Taxol, liek proti rakovine, bol pdvodne izolovany z kéry a ihli¢ia pacifického tisu. Snad’
najzndme;jsi je morfin a kodein, ktoré pochadzaju z 6pia maku. Morfin je doposial' §tandardom,

ku ktorému sa prirovnavaji nové syntetické lieky na zmierfiovanie bolesti.

PouZitie rastlin na medicinalne ugely &asovo predchadza historické zaznamy. Ibi§ lekar-
sky, hyacint a mysi chvost oby&ajny boli najdené starostlivo umiestnené okolo kosti pravekého
muza v Iraku. Koreii ibi$a lekarskeho je upokojujiica bylina s protizapalovymi vlastnostami a je
pouZivany pri oSetrovani zapélenych alebo podrazdenych membran sliznic. Hyacint sa pouziva a-
ko diuretikum na podnietenie tkaniv, aby sa z nich uvolfiovala prebytoéna voda. Mysi chvost o-
bycajny je dihi dobu ocetiovany prostriedok na znizovanie teploty a proti horugke, ktory bol ke-

dysi pouzivany tak Siroko, ako je dnes aspirin.

Moderni lekari, predovietkym v Spojenych §tatoch, maju sklon spoliehat’ sa na liecenie
syntetickymi alebo chemicky pripravenymi medikamentmi. Skér nez pouZivat' na lieenie celé
rastliny alebo rastlinné extrakty, maji farmakolégovia pre poutzitie na lie¢enie sklon identifiko-

vat, izolovat', extrahovat a syntetizovat' aktivne zliceniny z rastlin. Avsak tento pristup mé ne-
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vyhody. Vedl'a jednotlivych fyziologicky aktivnych zligenin pritomnych v rastlinach si tu tiez
mineraly, vitaminy, glykozidy, oleje, alkaloidy, bioflavonoidy a dalSie latky, ktoré mozu mat
vyznam pre podporu medicinskych vlastnosti konkrétnej rastliny. Tieto dodatkové latky mozu
spdsobovat’ synergicky efekt, ktory neexistuje, ked’ sa vy€istené fyziologicky aktivne zluceniny
pouzivaju samotné. Okrem toho je eite toxicita vyCistenej fyziologicky aktivnej zluCeniny vse-
obecne vys§ia, ako ked’ su fyziologicky aktivne zlu€eniny pritomné spolu s inymi rastlinnymi lat-
kami.

Ucinnost rdznych rastlinnych lieCivych prostriedkov, extraktov, tekutych liekov a sposo-
bov lieCby je bezne znama a terapeutické rastlinné produkty su stale viac povazované za ziadané
alternativy syntetickych lieCiv. Napriklad US. patent &. 4,446,130 publikuje pouZitie extraktu
Zen-Senu, ktory ma stimulativne a diuretické uginky. US. patent &. 4,886,665 opisuje pouzitie
farmaceutického pripravku z ovsa a extraktu z Zihl'avy. US. patent &. 4,671,959 publikuje apli-
kaciu prirodnych olejov na zmierfiovanie stresu. US. patent & 5,064,675 sa tyka kompozicie
rastlinného extraktu, ktora ma upokojujici u€inok. US. patent & 5,407,675 zverejfiuje rastlinny
extrakt pre pouZitie na o§etrovanie koze na hlave. US. patent &. 5,178,865 opisuje zmes rastlin-
ného extraktu, ktora in vitro zabraiiuje infekcii HIV (Human Immunodeficiency Virus). US pa-
tent &. 5,500,340 a US patent €. 5,294,443 uverejfiujii pouZitie rastlinnych extraktov pri zniZenej

imunite a autoimannych poruchach.

Ludska imunitna odozva je neoby&ajne zloZita a vyzaduje kontantnu interakciu medzi
bunkami, ktoré si do imunitného systému zapojené. Medzibunkova komunikacia je ulahdovana
vyluZovanim mediatorovych ("messeger") proteinov znamych ako cytokiny, ktoré spdsobuji
podnecovanie rastu buniek, podporuju aktivaciu buniek, riadia vymenu buniek, stimuluji funkciu
makrofagu, niCia antigény a maju i iné funkcie. Cytokiny obsahuji obvykle lymfokiny, ktoré s
vyluCované T-lymfocytmi a monokiny vylu€ované monocytmi. Vyznamnou triedou cytokinov st
interferony, ktoré si vyuZivané na obranu proti virusovej infekcii a rastu rakovinnych buniek.
Cytokiny zahrfiuju tieZ interleukiny, ktoré sa tykaju diferenciacie buniek a faktorov nekrozy tu-
morov i faktorov transformujiceho rastu, ktoré sa zicastiiuju na sprostredkovavani zapalu a
cytotoxickych reakcii. Inou vyznamnou skupinou proteinov pri l'udskej imunitnej odozve su
imunoglobuliny, ktoré si vylu¢ované B lymfocytmi. Imunoglobuliny sliZia ako protilatky, ktoré

vzdoruju virusovym, bakteridlnym a inym antigénom.

Osoby, ktoré trpia chorobami zniZenej imunity alebo stavmi ako je virus I'udskej imunit-

nej nedostatocnosti (HIV), rakovina, hepatitida, oblickové zlyhanie, diabetes, astma, artritida a



podobne, &asto trpia zniZzenim hladin lymfocytov a tomu zodpovedajicim sposobom zniZenia
hladiny cytokinov. Ked’ sa napriklad jednotlivec infikoval HIV, si v necharakteristicky nizkom
pocte pritomné lymfocyty majice na povrchu buniek antigén znamy ako CD4 Zatial’ ¢o u zdra-
vych jedincov tieto bunky s CD4 lymfocytmi su pritomné v koncentraciach okolo 800 buniek na
mililiter séra, HIV nakazeny jedinec vykazuje menej nez 200 CD4 buniek na mililiter séra, ked' sa
vyvijaji oportinne infekcie. Specifické typy CD4 lymfocytov znime ako TH1 a TH2 bunky sa
2daji byt’ predovietkym vyznamné v bunkami sprostredkovavanej odozve na HIV infekciu. TH1
bunky produkuji interleukin-2 (IL-2) a gama interferon (IFNy). TH2 bunky produkuji interleu-
kiny -4, -5 a -10 (IL-4, IL-5 a IL-10). O cytokinoch vylu¢ovanymi TH1 a TH2 bunkami sa pred-
poklada, Ze maji jedna ku druhej opoziény efekt tak, Ze cytokiny vyluované TH1 bunkami pd-
sobia regulaéne na produkciu cytokinov vyluéovanych TH2 bunkami a naopak. Na zaCiatku
priebehu HIV infekcie dominuje odozva TH1 a sekrécia IL-2 TH1 bunkami zvySuje aktivitu
CD8 lymfocytov.

Prirodne sa vyskytujice interferony, interleukiny a imunoglobuliny vylu¢ované lymfocyt-
mi s dobre uspdsobené na reguliciu Fudskej imunitnej odozvy a oSetrovanie pacientov s imuno-
deficienciou alebo s potladenou imunitou mdZze byt’ efektivne. Je znama priemyslova produkcia
interferonov, interleukinov a imunoglobulinov technikami génového inZinierstva, priCom gény
zodpovedajice za produkciu tychto proteinov s vloZené do baktérii, ktoré sa potom kultivuji a
zbierajl. Interferony, interleukiny a imunoglobuliny vyli¢ené geneticky modifikovanymi bakté-
riami sa potom vygistia a podavaji pacientom injekénou striekackou alebo intravendznymi me-
tédami. Metdda oralneho podéavania na poskytovanie interferonov, interleukinov a imunoglobu-
linov pacientom nebola doposial’ realizovana, pretoze Zalido&né kyseliny a enzymy tieto proteiny

Stiepia skor, nez sa mozu dostat’ do krvného riecist’a.

Predpoklada sa, Ze mnohé rastliny maju blahodarny efekt na ludsky imunitny systém.
Napriklad Echinacea purpurea a Echinacea angustifolia sii povazované za stimulatory aktivity T-
buniek. (Mowery D B., The Scientific Validation of Herbal Medicine, Keats Publishing, Inc.,
New Canaan Press, 1986, str. 118-119). O Astragulas membranaceous sa mysli, Ze je u mysi
schopné stimulovat’ produkciu interferonu a imunoglobulinov A a G (IgA a IgG). (Kaiser J. D,
Immune Power. A Comprehensive Treatment Program for HIV, St. Martin's Press, New York,

1993, str. 59-60).

Avsak rastlinny alebo bylinny extrakt, ktory by poskytoval stimulujici alebo zosilfujici

ucinok na l'udsky imunitny systém bol aZ doposial’ neznamy.



Preto teda je tu potreba kompozicie rastlinného extraktu, spdsobu kompozicie a metody,
ktora poskytne zdravotny doplnok a vieobecné oSetrenie osobam alebo zvieratam, ktoré maju
choroby alebo stavy, ktoré potlauju imunitni odozvu. Predkladany vynalez uspokojuje tieto

potreby rovnako ako iné a v§eobecne prekonava nedostatky, ktoré v tejto oblasti nachadzame

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez predstavuje kompoziciu rastlinného extraktu, sposob jej pripravy a
jej pouZitie na stimulaciu alebo posilfiovanie imunitnej odozvy u ludi a zvierat. Nazvy, klasifika-

cie a zemepisny povod vo vynaleze pouzitych rastlin a bylin si uvedené niZie v Tabulke |

TABULKA 1
Nézov pouZitej rastliny Klasifikacia Povod Cast/Easti
Aron (Arum) Araceae Azia, Afrika, Eurépa a | Listy a/alebo kore-
Ameriky ne
Granatové jablko Punica granatum | Syria, Irak, Turecko, Supky plodov
(Pomegranate) Cel'ad’ Punicaceae Taliansko, iné &asti sveta
Caj (Tea) Camelia Sinensis | Cina, Japonsko, Vy- Listy
¢el'ad’ Theaceae, chodni India
Cajovitych

Ibistek (Hibiscus) Malvaceae, Afrika, Vychodna In- Kvety

rod slezovitych dia, Cina

Ako je podrobnejsie nizsie opisané, pri priprave kompozicie rastlinného extraktu podl'a
vynalezu modZe byt' typicky pouZité Eerstvé alebo suSené listie, semena, kora, ovocie, Supka,
kvety a/alebo korene kaZdej z vy$Sie uvedenych rastlin alebo bylin. Avsak preferované, k extra-
kcii pouZivané Casti aronu, granatového jablka, ibiSteka a Caju su tie, ktoré ukazuje Tabulka 1
Obvykle sa rastliny extrahované horacou vodou, i ked' alternativne mozno pouZivat' etanolové

roztoky a etanol.

V3eobecne povedané kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynilezu obsahuje extrakt
aronu (Arum). Iné uskuto&nenie podl'a vynalezu je kompozicia rastlinného extraktu, ktora obsa-
huje medzi priblizne desiatimi percentami a priblizne devit'desiatimi percentami extraktu aronu a
medzi priblizne desiatimi percentami a priblizne devit'desiatimi percentami extraktu granatového

jablka. Kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu moze d'alej obsahovat’ medzi priblizne



desiatimi percentami a priblizne devit'desiatimi percentami extraktu ibisteka a/alebo medzi pri-
blizne desiatimi percentami a priblizne devit'desiatimi percentami extraktu &aju. Je vyhodné, ked’
kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu obsahuje v podstate rovnaké podiely extraktu a-

ronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibisteka a extraktu &aju.

Kompozicia rastlinného extraktu podla vynilezu poskytuje zdravy a nutriény doplnok
l'udskej stravy v tom, Ze obsahuje vitamin C, vitamin E, vitamin D2, vitamin D3, vitamin K, roz-
pustené mineraly vratane fosforu, sodika, draslika, zinku, horéika a medi a rad blahodarne pdso-
biacich proteinov. Proteiny zahrfiuju rézne cytokiny alebo cytokinom podobné proteiny a imu-
noglobulin alebo imunoglobulinu podobné proteiny, o ktorych sa usudzuje, ze poskytuju stimu-
lujaci alebo zosiliujici efekt na imunitny systém. Kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynale-

zu ako nutri¢ny doplnok mdZe byt’ poZivana oralne alebo mdZe byt aplikovana miestne.

Experimentélne vysledky (diskutované niZsie) naznaduji, Ze kompozicia rastlinného ex-
traktu podl'a vynélezu je G¢inna pri zosiliiovani ludskej imunitnej odozvy. Pokusy in vitro uka-
zujl, ze kompozicie rastlinného extraktu podl'a vynilezu stimulujii bunkou sprostredkovavani
imunitu stimulujicu blastogenézu alebo zarodkowvii transforméciu lymfocytov a sprostredkova-
vanil stimulaciu produkcie cytokinov v suspenziach lymfocytov u normalnych osdb, pacientov s
leukémiou a pacientov trpiacich zlyhanim obli¢iek. Po&iato&né experimentalne vysledky tiez uka-
zujl, ze kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu je G&inna pri inhibicii HIV infekcie in
vitro. Tieto experimenty a ziskané iidaje demonstruju, Ze kompozicia rastlinného extraktu podl'a

vynélezu je uZitoCny zdroj alebo kandidat na potencialne terapie imunitnych taZkosti.

Vhodny spdsob zhotovenia kompozicie rastlinného extraktu podl'a vynalezu sa sklada z
krokov pripravy extraktu aronu (Arum), pripravy a extraktu granatového jablka, pripravy a ex-
traktu ibiSteka, pripravy a extraktu ¢aju a spojenia extraktov aronu, granatového jablka, ibisteka
a Caju.

Sposob poutzitia vynalezu na stimulaciu bunkami sprostredkovanej imunity in vitro zahr-

fuje styk alebo expoziciu buniek s G&innym mnoZstvom preparatu zlozenym v podstate z extra-

ktu aronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibisteka a extraktu &aju.

Sposob pouzitia vynalezu na stimulaciu blastogenézy lymfocytov in vitro zahriiuje styk
alebo expoziciu suspenzie lymfocytov s G&innym mnoZstvom preparatu zloZenym v podstate z

extraktu aronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibisteka a extraktu aju.



Spdsob poutZitia vynélezu na stimulaciu produkcie cytokinov v periférnych mononuklear-
nych krvnych bunkach in vitro zahriiuje styk alebo expoziciu takych buniek s uginnym mnoz-
stvom preparatu zloZenym v podstate z extraktu aronu, extraktu granatového jablka, extraktu

ibiSteka a extraktu &aju.

Predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, ktory je u-
Zito&nym zdrojom alebo kandidatom pre terapie a o3etrovanie 'udi a zvierat trpiacich imunosup-

resivnymi a autoiminnymi chorobami, tazkost'ami, infekciami alebo stavmi.

Inym predmetom vynilezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, ktory
poskytuje nutri¢ny vyZivovy doplnok pre Fudi a zvierata.

Inym predmetom vynalezu je poskytnut’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, ktory

stimuluje alebo zosilfiuje imunitni odozvu u Fudi a zvierat.

Dalsim predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, kto-

ry stimuluje bunkou sprostredkovanti imunitu in vitro.

Dalsim predmetom vynilezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, kto-

ry stimuluje bunkou sprostredkovani imunitu u l'udi a zvierat.

Inym predmetom vynalezu je poskytnat’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, ktory

in vitro stimuluje transformaciu blastu alebo blastogenézu lymfocytov.

Inym predmetom vynalezu je poskytnat’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, ktory

stimuluje transformaciu blastu alebo blastogenézu lymfocytov u l'udi a zvierat.

Dalsim predmetom vynalezu je poskytnat’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, kto-

ry in vitro stimuluje produkciu cytokinu v periférnych mononuklearnych krvnych bunkéch.

Dalsim predmetom vynalezu je poskytnat’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob, kto-

ry stimuluje produkciu cytokinu v periférnych mononuklearnych krvnych bunkach u Fudi a zvie-

rat.

Inym predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spésob, ktory

stimuluje produkciu cytokinu u l'udi a zvierat.

Dalsim predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob na

inhibiciu vazby gp120 na MT4 bunky in vitro.



Dalsim predmetom vynalezu je poskytnat' kompoziciu rastlinného extraktu a sposob na

inhibiciu HIV infekcie MT4 buniek in vitro.

Inym predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu obsahujiicu ex-
trakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibidteka a extrakt €aju na inhibiciu HIV infekcie
u l'udi.

Inym predmetom vynalezu je poskytnit' kompoziciu rastlinného extraktu a spdsob na

odetrovanie imunosupresivnych chordb, ktory je relativne netoxicky.

Dalsim predmetom vynélezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu, v ktorej st
obsiahnuté rézne cytokiny a/alebo cytokinom podobné proteiny a imunoglobulin a/alebo imu-

noglobulinu podobné proteiny.

Dalsim predmetom vynalezu je poskytnit’ kompoziciu rastlinného extraktu, ktora obsa-
huje vitamin C, vitamin E, vitamin D2, vitamin D3, vitamin K, rozpustené mineraly vratane fos-

foru, sodika, draslika, zinku, hor&ika a medi a rad blahodarne pdsobiacich proteinov.

Dalsie predmety a vyhody vynilezu budii vysvetlené v nasledujicich &astiach opisu, v
ktorych je uvedeny podrobny opis s tym ciel'om, aby bolo opisané vyhodné uskuto&nenie vynale-

zu bez toho, Ze by tym mal byt obmedzeny.

Prehl'ad obrazkov na vykresoch

PredloZeny vynalez bude lepsie pochopeny odkazom na nasledujuce obrazky, ktoré maja

iba ilustrativny charakter.

Obrazok 1 je grafickym znazornenim uinku kompozicie rastlinného extraktu podl'a vy-

nalezu na blastogenézu normalnych lymfocytov.

Obrazok 2 je grafickym znazornenim u&inku kompozicie rastlinného extraktu podla vy-

nalezu na blastogenézu lymfocytov pacientov s leukémiou.

Obrazok 3 je grafickym znazornenim G&inku kompozicie rastlinného extraktu podl'a vy-

nalezu na blastogenézu lymfocytov pacientov s oblickovym zlyhanim.



Priklady uskutoé&nenia vynalezu

PredloZeny vynilez sa tyka pouZivania rastlinnych extraktov z aronu (Arum), granatové-
ho jablka, ibiSteka a Caju a ich réznych kombinacii na zosilfiovanie alebo stimulaciu imunitne;
odozvy u ludi a zvierat, na oSetrovanie 0sdb alebo zvierat trpiacich imunosupresivnymi a autoi-
munnymi chorobami alebo stavmi a na inhibiciu HIV infekcie u l'udi. Priklad 1 ukazuje spdsob
pripravy a zlozenia rastlinného extraktu z aronu (Arum), granatového jablka, ibisteka a &aju. Pri-
klad 2 sa vztahuje na pouZitie kompozicie rastlinného extraktu obsahujiceho extrakt z aronu,
extrakt z granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt €aju pre zarodo&ni transformaciu sus-
penzii normélnych lymfocytov in vitro. Priklad 3 sa vzt'ahuje na pouZitie kompozicie rastlinného
extraktu obsahujuceho extrakt z aronu, extrakt z granitového jablka, extrakt ibisteka a extrakt
&aju pre blastogenézu periférnych krvnych lymfocytov pacientov s akiitnou leukémiou, in vitro.
Priklad 4 sa vzt'ahuje na pouZitie kompozicie rastlinného extraktu obsahujiiceho extrakt z aronu,
extrakt z granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju pre blastogenézu periférnych krv-
nych lymfocytov pacientov s obli¢kovym zlyhanim, in vitro. Priklad 5 sa vzfahuje na pouzitie
kompozicie rastlinného extraktu obsahujiceho extrakt z 4ronu, extrakt z granatového jablka,
extrakt ibiSteka a extrakt Caju na stimulaciu produkcie cytokinov v periférnych krvnych mono-
nuklearnych bunkach (PMBC) u normalnych pacientov, in vitro. Priklad 6 sa vztahuje na pouzi-
tie kompozicie rastlinného extraktu obsahujiiceho extrakt z aronu, extrakt z granatového jablka,
extrakt ibiSteka a extrakt &aju na inhibiciu vazby gp120 na MT-4 bunky in vitro, ako bolo zme-
rané vdzbou s OKT-4A. Priklad 7 sa vzf'ahuje na pouzitie kompozicie rastlinného extraktu obsa-
hujiceho extrakt z aronu, extrakt z granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt ¢aju na inhibi-
ciu vézby gp120 na MT-4 bunky in vitro, ako bolo zmerané s anti gp 120 mAb Priklad 8 opisuje

analytické zhodnotenie spojenych extraktov aronu (Arum), granatového jablka, ibisteka a &aju.

Priklad 1
Priprava extraktu

Tento priklad opisuje pripravu a spojovanie extraktov aronu, granatového jablka, ibiteka
a &aju. Odkazuje sa na Tabul'ku 1 hore, kde sa uvadzaju preferované &asti rastlin aronu, granato-
vého jablka, ibidteka a Caju pouZité pre extrakéné pochody. Procesy uvedené nizsie mozu byt
zvécsené na produkciu vaéSich mnoZstiev extraktov. Podrobnosti uvedené pre pripravu v nasle-

dujicich vypisoch vyjadrujii v suéasnej dobe preferovanii metddu pripravy extraktu a nemdzu



byt povazované za limitujice. K tomu, aby sa v suhlase s vynalezom ziskali vhodné extrakty a-
ronu, granatového jablka, ibiSteka a ¢aju méZu byt niZSie opisované mnozstva a doby podstatne

zmeneneé.

1. Priprava extraktu z aronu (Arum)

Priblizne 20 gramov suSeného, jemne rozdrveného aronu a jeden liter destilovanej vody
boli vlozené do nerezového tlakového hrnca a uzavreté v fiom nerezovym vekom Potom bola
zmes zohriata k varu (priblizne 100 °C) a nechala sa varit’ okolo $tyridsat’pat’ minut. Potom bola
zmes zohriata na priblizne 130 °C, varené okolo 15 miniit, potom sa nechala ochladit’ pod 100
°C, a tak sa ziskal kvapalny extrakt z dronu. Extrakt z aronu pokial’ bol este horici, bol pouZiva-

ny spdsobom, ktory je opisany niZ§ie.

2. Priprava extraktu z granatového jablka

Priblizne 60 gramov su$eného, jemne rozdrveného gfanétového jablka a jeden liter desti-
lovanej vody boli vioZené do nerezového tlakového hrnca a uzavreté v fiom nerezovym vekom.
Potom bola zmes zohriata k varu (priblizne 100 °C) a nechala sa varit' okolo $tyridsatpéat’ minqt.
Potom bola zmes zohriata na priblizne 130 °C, varena okolo 15 minit, potom sa nechala ochla-
dit' pod 100 °C, a tak sa ziskal kvapalny extrakt z granatového jablka. Extrakt z granatového ja-

blka pokial bol este horuci, bol pouZivany spdsobom, ktory je opisany niZsie.

3. Priprava extraktu z ibiSteka

Priblizne 15 gramov suseného, jemne rozdrveného ibiSteka a jeden liter destilovanej vody
boli vloZené do nerezového tlakového hrnca a uzavreté v fiom nerezovym vekom Potom bola
zmes zohriata k varu (priblizne 100 °C) a nechala sa varit’ okolo Styridsatpat’ minut Potom bola
zmes zohriata na priblizne 130 °C, varena okolo 15 minat a potom sa nechala ochladit’ pod 100
°C, a tak sa ziskal kvapalny extrakt z ibi§teka. Extrakt z ibi§teka pokial’ bol este hortci, bol pou-

Zivany sposobom, ktory je opisany niZSie.

4  Priprava extraktu z ¢aju
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Priblizne 40 gramov suseného, jemne rozdrveného &aju a jeden liter destilovanej vody
boli vloZzené do nerezového tlakového hrnca a uzavreté v iom nerezovym vekom. Potom bola
zmes zohriata k varu (priblizne 100 °C) a nechala sa varit’ okolo §tyridsatpat’ minut. Potom bola
zmes zohriata na priblizne 130 °C, varena okolo 15 min(t a potom sa nechala ochladit’ pod 100
°C, a tak sa ziskal kvapalny extrakt z &aju. Extrakt z &aju pokial’ bol este honici, bol pouzivany

spdsobom, ktory je opisany niZie.

5. Priprava spojenych extraktov z dronu a z granatového jablka

Priblizne 50 ml kazdého z extraktu aronu a z extraktu granatového jablka boli, pokial
boli elte teplé aZ hortice (priblizne medzi 40 °C a 100 °C), prenesené do nerezového tlakového
hrnca, uzavreté v fiom nerezovym vekom a za staleho miesania alebo trepania okolo 1,5 hodiny
spolu zohrievané pri priblizne 100 °C. Takto ziskana zmes mdZe byt ochladena a skladovana pri
ochladeni alebo pouZita eSte tepl alebo horica na pripravu d'alich kombinacii extraktov ako je
opisané nizSie. Podl'a vieobecne identickej procediiry boli pripravené takisto spojené extrakty z

aronu a ibiteka, z dronu a &aju, z granatového jablka a ibisteka i z granatového jablka a €aju.

6. Priprava spojenych extraktov z aronu, z granatového jablka, z ibisteka a z &aju

Priblizne 100 ml spojenych extraktov z extraktu ronu a z granatového jablka, priprave-
nych ako je uvedené vysSie, spolu s priblizne 50 ml z extraktu ibisteka pripraveného ako je uve-
dené vysSie a priblizne 50 ml extraktu z &aju pripraveného ako je uvedené vyssie, boli pokial’ boli
este teplé aZ horiice (priblizne medzi 40 °C a 100 °C) prenesené do nerezového tlakového hrnca,
uzavreté v fiom nerezovym vekom a za staleho mieSania alebo trepania okolo 1,5 hodiny spolu
zohrievané pri priblizne 100 °C. Takto ziskana zmes ma spravidla rovnaké podiely kazdého z
extraktov z aronu, granatového jablka, ibisteka a &aju opisanych vyssie. Spojena zmes extraktov
z aronu, granatového jablka, ibiSteka a Eaju méze byt ochladena na teplotu miestnosti. Pogas
ochladzovania, bol ku spojenej zmesi, ked’ mala priblizne 30 °C a2 60 °C, pridany roztok pufru
(Na,HPO4/NaH,PO,), aby zmes ziskala slabo kyslé pH. Je vyhodné, ked’ je pH spojenych extra-
ktov adjustované asi na 4,0, lepsie je 3,8, i ked’ pH pod 7 je prijatelné. Spojené extrakty z aronu,
granatového jablka, ibisteka a &aju podla horeuvedeného postupu boli uchovavané za chladenia
pri priblizne 4 °C. Ku spojenym extraktom mdze byt ako konzervagna latka pridany benzoan

sodny a pokial' sa to poZaduje mdzu byt' pridavané prichute a potravinarske farbiva



Vysledky chemickej analyzy spojenej zmesi extraktov z aronu, granatového jablka, ibis-

teka a Caju s uvedené nizsie v priklade 8.

VysSie uvedeny postup bol pouZity na pripravu spojenej zmesi extraktov z aronu, grana-
tového jablka a ibisteka za vynechania extraktu z &aju. Tento postup bol pouZity tiez na pripravu
spojenej zmesi extraktov z aronu, granitového jablka a &aju za vynechania extraktu z ibidteka.
VysSie uvedeny postup bol pouZity d’alej na pripravu spojenej zmesi extraktov z granatového ja-
blka, ibisteka a &aju za vynechania extraktu z aronu, Dalej bol tento postup pouZity na pripravu

spojenej zmesi extraktov z granatového jablka a ibiSteka za vynechania extraktov z aronu a &aju.

Priklad 2
Zarodotna transformacia lymfocytov u normalnych pacientov in vitro

Tento priklad opisuje €inok kompozicie rastlinného extraktu obsahujicej extrakt aronu,
extrakt granatového jablka, extrakt ibiSteka a extrakt &aju, opisanej v priklade 1 na bunkou
sprostredkovant imunitu, ktora bola stanovovana zirodoénou transformaciou alebo blastogené-

zou normalnych lymfocytov in vitro.

Blastogenéza je podiatoény stupefi indukcie bunkou sprostredkovanej imunity a je spoje-
na s uvolfiovanim & vylu&ovanim réznych interleukinov, ktoré st zakladom medzibunkovej in-
terakcie imunitného systému. Bunkou sprostredkovana imunita je zapojena do obranného systé-
mu Tudského tela proti zhubnym nadorom, uréitym virusovym infekciam vratane HIV, medzi-
bunkovym bakteridlnym infekciam, rovnako tak ako do regulacie réznych celularnych a humo-

ralnych imunologickych interakcii a prevencie autoimiinnych reakcii.

Zarodocna transformacia bola merana pomocou konvenéného testu lymfocytov, pri kto-
rom *H (triciovany) tymidin bol pridany do suspenzie lymfocytov, potom nasledovala inkubacia,
zhromazdenie buniek a zmeranie radioaktivity nazhromazdenych buniek. Vysoka hodnota radio-

aktivity ukazuje, ze lymfocyty podrahli transformacii a prijali *H tymidin.

Lymfocyty zdravej krvi troch normélnych pacientov boli ziskané separaciou hustotnych
gradientov na Ficoll Isopaque. Do mikrotitra&nych platni s mnohymi jamkami upravenych tak, Ze
obsahovali suspenzie lymfocytov v Hanksovom roztoku, doplnenom 10 %-nym tel'acim fetalnym
sérom, penicilinom a streptomycinom, bolo do jamiek kaZdej z platni pridané 5 pl, 10 pul a 20 pl

spojenej zmesi extraktov ronu, granatového jablka, ibisteka a &aju. Kone&ny objem suspenzie
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lymfocytov v kaZdej jamke bol 0,2 ml. Potom boli mikrotitra&né platne inkubované 72 hodin pri
37 °C v CO, inkubatore. Do kazdej jamky bolo potom pridané 0,05 ml *H (triciovaného) tymidi-
nu, nasledovala d'alsia inkubécia 24 hodin pri 37 °C, po ktorej boli bunky zobraté automatickym
hromadnym zberaom a scintilatnym pogitatom bola zmerana radioaktivita. Stimulaény index

bol vypotitany z priemeru impulzov pre kazdi koncentraciu spojeného extraktu. Vysledky uva-

dza Tabul'ka 2 a Obrazok 1.

TABULKA 2
Priemer impulzov Stimulaény index
(Stupeii *H absorpcie )

Nespojené extrakty 284 impulzov /min (pozadie) 0
Spojené extrakty 20 ul 815 impulzov /min 2,86
Spojené extrakty 10 ul 723 impulzov /min 2,54
Spojené extrakty 5 ul 463 impulzov /min 1,63

Vysledky uvedené v Tabulke 2 a na Obrazku 1 ukazujti, Ze pridavok zvysujlcich sa
mnoZstiev spojenych extraktov k suspenzii lymfocytov mé za nasledok zvﬁujﬁce sa mnozstvo
alebo stupne transformacie lymfocytov & blastogenézy, &o ukazuje zvyseny pocet radianych
impulzov spésobeny zvySenou absorpciou *H. Vysledky ukazuji, Ze kompozicia rastlinného ex-
traktu obsahujiica zmes extraktov aronu, granatového jablka, ibisteka a &aju zosilfiuje alebo sti-
muluje bunkami sprostredkovavanti imunitu stimulaciou blastogenézy a vysledn sekréciu cyto-
kinov u normalnych oséb. Dalej tieto vysledky ukazujii, Ze kompozicia rastlinného extraktu pod-

I'a vynilezu je uZito&nym zdrojom alebo kandidatom pre potenciélne terapie a o3etrovanie po-

ruch imunity.

Priklad 3
In vitro blastogenéza periférnych krvnych lymfocytov u pacientov s akitnou leukémiou

Tento priklad opisuje uginok kompozicie rastlinného extraktu obsahujicej extrakt aronu,
extrakt granatového jablka, extrakt ibiteka a extrakt &aju, opisanej v priklade 1 na bunkou
sprostredkovanu imunitu, ktora bola d'alej stanovovana in vitro zirodo&nou transforméciou ale-

bo blastogenézou lymfocytov u piatich pacientov trpiacich leukémiou. Ako kontrola pre kalibra-
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ciu alebo meranie uginnosti spojenych extraktov bol pouzity PHA (fytohemagglutinin), znamy

silny mitogén, ktory stimuluje transformaciu lymfocytov.

Mikrotitratné platne s mnohymi jamkami boli upravené tak, Ze obsahovali suspenziu
lymfocytov od piatich pacientov trpiacich leukémiou, v Hanksovom roztoku, doplnenom 10 %-
nym tel'acim fetdlnym sérom, penicilinom a streptomycinom. Do jamiek kazdej z platni bolo pri-
dané 5 ul, 10 pl a 20 pl spojenej zmesi extraktov aronu, granatového jablka, ibisteka a caju. Ako
kontrola bol potom do jamiek pridany PHA (fytohemagglutinin) v koncentraciach 1 : 50 a 1 :
100. Konecny objem suspenzie lymfocytov v kaZdej jamke bol 0,2 ml. Mikrotitratné platne boli
inkubované 72 hodin pri 37 °C v CO, inkubatore, potom bolo do kazdej jamky pridané 0,05 ml
*H (triciovaného) tymidinu, nasledovala d'alsia inkubacia 24 hodin pri 37 °C. Bunky boli zobraté
automatickym hromadnym zberagom a scintilaénym potitatom bola zmerana radioaktivita. Sti-
mulacny index bol vypoitany pre kaZdi koncentraciu spojenych extraktov. Vysledky uvadza

Tabul'ka 3 a Obrazok 2.

TABULKA 3
Pacient Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy
¢. auto PHA PHA (Stimul. (Stimul. (Stimul.
(kontrola) 1: 100 1: 50 index) index) index)
extrakty extrakty extrakty
20 pl 10 ul 5 ul
1 3236 3997 5949 9890 5179 4680
(3,0) (1,6) (1,14)
2 3462 4297 6288 8365 5340 4100
(2,4) (1,5) (1,18)
3 2384 4239 6857 7850 5100 4390
(3.2) @) (1,8)
4 2222 4339 7600 7750 5060 4600
(4,48) (2,27) (2.07)
5 1890 3960 6010 7800 5960 3680
4,1) (3,15) (1,94)

Vysledky uvedené v Tabulke 3 a na Obrazku 2 ukazuji, Ze pridavok zvySujlcich sa

mnoZstiev spojenych extraktov k suspenzii lymfocytov pacientov trpiacich leukémiou, ma za na-
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sledok zvy3ujice sa mnoZstvo transformacie lymfocytov & blastogenézy, &o ukazuje zvyseny
pocet radiatnych impulzov spésobeny zvysenou absorpciou *H. Kompozicia rastlinného extraktu
obsahujiica extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt aju sposobuje
schopnost’ stimulovat’ transformaciu lymfocytov, ktora je najmenej tak velka ako PHA Stimula-
cia zarodocnej transformacie vzrastla na 306 % pri najvysSej (20 ul) koncentracii. Tieto vysledky
ukazuju, Ze kompozicia rastlinného extraktu obsahujiica extrakt aronu, extrakt granatového jabl-
ka, extrakt ibiSteka a extrakt &aju zosilfiuje alebo stimuluje bunkami sprostredkovavani imunitu
in vitro stimulaciou blastogenézy a teda vyslednu sekréciu cytokino(/ v lymfocytoch pacientov
trpiacich leukémiou. Dalej tieto vysledky ukazuju, ze kompozicia rastlinného extraktu podra vy-
nalezu je uZitotnym zdrojom alebo kandidatom pre potencialne terapie a oSetrovanie poriich

imunity.

Priklad 4
In vitro blastogenéza periférnych krvnych lymfocytov u pacientov s oblitkovym zlyhanim

Tento priklad opisuje U¢inok kompozicie rastlinného extraktu obsahujicej extrakt aronu,
extrakt granitového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju, opisanej v priklade 1 na bunkou
sprostredkovanu imunitu, ktora bola d’alej stanovovana in vitro zarodo&nou transforméciou ale-
bo blastogenézou lymfocytov u pitnastich pacientov trpiacich oblitkovym zlyhanim. Ako kon-
trola pre kalibriciu alebo meranie G&innosti spojenych extraktov bol pouzity PHA

(fytohemagglutinin) vo dvoch koncentraciach.

Mikrotitraéné platne s mnohymi jamkami boli upravené tak, %e obsahovali suspenziu
lymfocytov pétnastich pacientov s obli¢kovym zlyhanim, v Hanksovom roztoku, doplnenom 10
%-nym tel'acim fetilnym sérom, penicilinom a streptomycinom. Do jamiek kazdej z platni bolo
pridané 5 pl, 10 pl a 20 pl spojenej zmesi extraktov aronu, granatového jablka, ibisteka a Gaju.
Ako kontrola bol potom do jamiek pridany PHA (fytohemagglutinin) v koncentréaciach 1 . 50 a |
- 100. Kone&ny objem suspenzie lymfocytov v kazdej jamke bol 0,2 ml. Mikrotitraéné platne boli
inkubované 72 hodin pri 37 °C v CO;, inkubatore, potom bolo do kaZdej jamky pridané 0,05 ml
*H (triciovaného) tymidinu a nasledovala d'al§ia inkubacia 24 hodin pri 37 °C. Bunky boli zo-
braté automatickym hromadnym zberagom a scintila¢nym pog&itagom bola zmerana radioaktivita .
Stimulagny index bol vypogitany pre kazdii koncentraciu spojenych extraktov. Vysledky uvadza
Tabulka 4 a Obrazok 3.
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TABULKA 4

Pacient Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy Impulzy
¢. auto PHA PHA (Stimul, (Stimul. (Stimul.
(kontrola) 1: 100 1: 50 index) index) index)
extrakty extrakty extrakty

20 pl 10 pl Sul

6 2050 4150 5090 7650 4535 4290
3.7 (2.2) (2,09)

7 5232 6718 8350 9460 6240 5640
(1,81) (1,19) (1,08)

8 4643 5950 7980 9680 5980 5100
(2,08) (1,29) (1, 10)

9 4150 5660 7790 8940 5710 5200
(2,15) (1,37) (1,25)

10 6939 7600 9800 10250 7800 7100
(1,9 (1,12) (1,02)

11 5765 6830 8910 10630 6920 5940
(1,8) (1.2) (1,03)

12 4531 5100 6030 7150 6120 5090
(1,57) (1,35) (1, 12)

13 5920 5700 7080 7980 7030 5850

(1,30) 0.9)

14 6203 6800 7503 8250 7105 6930
(1,30) (0,89)

15 4539 5240 6015 7030 6090 5440

(1,548) (1,19)

16 4605 5405 6250 7654 6320 5660
(1,66) (1,229)

17 3260 4100 5209 6800 5400 4300
(2,805) (1,319)

18 4620 5410 6430 7930 6250 5430
(1,71) (1, 175)

19 4330 5310 6100 7800 6050 5450
(1,801) (1.25)

20 3236 4100 5260 7260 5380 4330
(2,24) (1,338)
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Vysledky uvedené v Tabulke 4 a na Obrazku 3 ukazuji, Ze pridavok zvySujucich sa
mnozstiev spojenych extraktov k suspenzii lymfocytov pacientov s poruchami oblitiek, ma za
nasledok zvy3ujice sa mnoZstvo transformacie lymfocytov &i blastogenézy, ¢o ukazuje zvyseny
pocet radiatnych impulzov spdsobeny zvysenou absorpciou *H. Spojené extrakty aronu, grana-
tového jablka, ibiSteka a Eaju spdsobujii schopnost’ stimulovat' transformaciu lymfocytov, ktora
je najmenej tak velka ako PHA. Stimulacia zrodoénej transformacie vzrastla na 306 % pri naj-
vysSej (20 ul) koncentrécii. Tieto vysledky ukazujd, Ze spojené extrakty aronu, granatového ja-
blka, ibiSteka a €aju zosiliiuju alebo stimuluji bunkami sprostredkovavani imunitu in vitro sti-
mulaciou blastogenézy a teda vyslednu sekréciu cytokinov v lymfocytoch pacientov s oblicko-
vym zlyhanim Dalej tieto vysledky ukazuji, e kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu

je uZitoénym zdrojom alebo kandidatom pre potenciélne terapie a odetrovanie porich imunity.

Priklad 5
Stimulacia produkcie cytokinov u normalnych oséb

Uginok kompozicie rastlinného extraktu obsahujiceho extrakt aronu, extrakt granatové-
ho jablka, extrakt ibiteka a extrakt &aju na produkciu cytokinov P'udskymi periférnymi mono-
nuklearnymi krvnymi bunkami (PMBC) bol merany metédou, ktori opisali D. Schols a E. De
Clencq v Human Immunodeficiency Virus Type gpl120 Induces Anergy In Human Peripheral
Blood Lymphocytes By Inducing Interleukin Production, ). Virol. zv. 70, str. 4953-4960 (1996),

na ktorej obsah sa tu odkazuje. Priemerné vysledky dvoch normalnych pacientov si uvedené
v Tabulke 5.
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TABULKA S
% Spojenych IL-2 IL-4 IL-10 IFN-y
extraktov pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Médium 0% < nezistené 35 31
10% 48 nezistené 502 197
1% < nezistené 653 <
0,1% < nezistené 232 <
PHA 2 ug/ml 0% 541 nezistené 178 969
10% 1221 nezistené 471 926
1% 585 nezistené 224 969
0,1% 524 nezistené 203 740
a-CD3 1/1000 0% 370 nezistené 158 784
10% 659 nezistené 475 605
1% 272 nezistené 154 674
0,1% 352 nezistené 139 590
Ehg;\lol(l) zil/[:lll 0% 1661 nezistené < 1301
10% 949 nezistené < 1444
1% 1323 nezistené < 1275
0,1% 1153 nezistené < 1408

Ako je mozné vidiet v Tabul'ke 5 pritomnost’ kompozicie rastlinného extraktu obsahuji-
ceho extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibiteka a extrakt €aju indukuje produk-
ciu podstatne vysSiecho mnozstva interleukinu 10 (IL-10) a y-interferonu (y-IFN) ako su hladiny
vylu€ované v jamkach bez rastlinného extraktu. Interleukin 2 (IL-2) bolo mozné detegovat v
jamkach, kde boli spojené extrakty pritomné v koncentracii 10 %. Ako bolo zistené pomocou
trypanovej modrej nebola zaznamenana toxicita u kultiry buniek pri 10 % koncentracii spoje-
nych extraktov Tieto vysledky ukazuju, Ze spojené extrakty aronu, granatového jablka, ibiSteka
a &aju zosilfiuji alebo stimuluji produkciu cytokinov in vitro v PMBC normalnych osob. Dalej
tieto vysledky ukazuju, Ze kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu je uzito€nym zdro-

jom alebo kandidatom pre potencialne terapie a oSetrovanie poriich imunity.
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Priklad 6

Inhibicia gp120 vizby na MT-4 bunky in vitro. Merané pomocou OKT-4A monoklonalnej pro-
tilatky.

Ucinok kompozicie rastlinného extraktu obsahujuceho extrakt aronu, extrakt granatové-
ho jablka, extrakt ibiSteka a extrakt &aju ("spojené extrakty") na vdzbu rgp120 na MT-4 bunky,
ako bolo zistované pomocou OKT-4A monoklonalnych protilatok (mAb), bol uréeny metédou,
ktort1 opisali J. Neyts, D. Reymen, D. Letourneur, J. Jozefonvicz, D. Schols, J. Este, G. Andrei,
McKenna, M. Witvrouw, S. Tkeda, J. Clements a E. De Clercq v Differential Antiviral Activity
of Derivatized Dextrans, Biochem. Pharmacol., zv. 50, str. 743-751 (1995), na ktorej obsah sa
tu odkazuje. Povlakovy protein HIV gp120, ktory sa viaZe na OKT-4A epitop, blokuje kompe-
titivnu vazbu OKT-4A mAb. Spojené extrakty aronu, granitového jablka, ibisteka a &aju blokuju

vézbu gp120, ako je ukazané v Tabulke 6.

TABULKA 6
Vlzorky v jamkach OKT-4A mAb vizba
(Relativny pocet buniek)

Negativne kontroly 4
Pozitivne kontroly 600

gp120 7
50 % spojenych extraktov 150
25 % spojenych extraktov 100
12,5 spojenych extraktov 90
6,25 % spojenych extraktov 80
3,13 % spojenych extraktov 30
1,57 % spojenych extraktov 10

0,79 % spojenych extraktov 8

Ako je mozné vidiet' v Tabul'ke 6, vzrastajiice mnozstvo kompozicie rastlinného extraktu
obsahujuceho extrakt aronu, extrakt granitového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju spdso-
buje zvy3end inhibiciu viizby gpl120 na MT-4 bunky. Tieto vysledky ukazujii, ze kompozicia
rastlinného extraktu obsahujiica extrakt aronu, extrakt granitového jablka, extrakt ibisteka a ex-

trakt &aju je uZito€nym zdrojom alebo kandidatom pre potencialne anti-HIV terapie in vivo a o-

Setrovanie infikovanych hostitel'ov.
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Priklad 7

Inhibicia gpl120 vazby na MT-4 bunky in vitro. Merané pomocou anti-gp120 monoklonalnej
protilatky.

Uginok kompozicie rastlinného extraktu obsahujiceho extrakt aronu, extrakt granatové-
ho jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju ("spojené extrakty") na vizbu rgp120 na MT-4 bunky,
ako bolo zistované pomocou anti-gp120 monoklonalnych protilatok (mAb), bol uréeny meto-
dou, ktoru opisali D. Schols, M. Baba, R. Pauwels a E. De Clercq v Flow Cytometric Method
To Demonstrate Whether Anti-HIV-1 Agents Inhibit Virion Binding To T4" Cells, na ktorej ob-
sah sa tu odkazuje. Spojené extrakty aronu, granatového jablka, ibi§teka a ¢aju blokuju vizbu

gp120, ako je ukazané v Tabul'ke 7.

TABULKA 7
Vzorky v jamkach Anti-gp 120 mAb viazba
(Relativny pocet buniek)
Negativne kontroly 4
Pozitivne kontroly 90
50 % spojenych extraktov 60
10 % spojenych extraktov 70
2 % spojenych extraktov 40
0,4 % spojenych extraktov 80
Dextran sulfat, 25 pg/ml 50
(pozitivna kontrola)

Ako je moZné vidiet z tabul'ky, kompozicia rastlinného extraktu obsahujuceho extrakt a-
ronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibiSteka a extrakt €aju inhibuje vizbu gp120 na MT-4
bunky. Tieto vysledky ukazuji, 2e kompozicia rastlinného extraktu obsahujica extrakt aronu,
extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt ¢aju je uZito&€nym zdrojom alebo kandida-

tom pre potencialne anti-HIV terapie in vivo a oSetrovanie infikovanych hostitel'ov.

Priklad 8

Chemicka analyza spojenych extraktov
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Na skimanie chemického zloZenia kompozicie rastlinného extraktu obsahujuceho extrakt
aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibiSteka a extrakt Eaju boli pre rdzne vitaminy, tuky,

farbiva, proteiny, mineraly a dalsie zlugeniny pouZité konven&né analytické techniky. Tieto vy-

sledky si zhrnuté v Tabul'ke 8.

TABULKA 8
Predmet analyzy Metdda Vysledok
Celkovy obsah tuku Lyofilizacia 3,689 g/10 ml
Obsah tuku, zvySok Lyofilizacia 3,50 g/100 ml
Obsah tuku, zvySok Rota&na odparka 4,83 g/100 ml
Nerozpustné podiely Gravimetria 0,198 /100 ml
Obsah popola, vihky 105°C Gravimetria 1,4 g/100 ml
Hodnota pH, nezriedené Elektrometria 5,20
Hodnota pH, 1:10/voda Elektrometria 5,47
Glycidy, celkom Fotometria 20 % v suSine
Makromolekuly Gélova permeacna chromato- 15 % v suSine
grafia, gravimetria
Proteiny celkom Fotometria 2,8 mg/100 ml
Polysacharidy, celkom Fotometria 7,8 % v suSine
Polysacharidy, nerozpustné Fotometria 0,1 % v suSine
Polysacharidy, rozpustné Fotometria 7,5 % v susine
Nukleové kyseliny, celkom Fotometria 53,7 mg/100 ml
RNA Fotometria 28,4 mg/100 ml
DNA Fotometria 25,2 mg/100 ml
Polyfenoly Fotometria <2 mg/100 ml
Lipidy, celkom TLC <0,1 %
Na Zafarbenie plameria +++
K Zafarbenie plamena , KCIO, +
Mg Titanova zlta ++
Ca Oxalat ++
Zn Dithizon +
Cu Methocuproin +
Fosfat Molybdenat amonny +++
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Imunoglobulin A (IgA) BIA s proteinovym G €ipom, nepreukazatel'ny
AC s jacalin sepharose
Imunoglobulin G (IgG) BIA s imobilizovanym pro- +
teinom A
| Imunoglobulin M (IgM) BIA s imobilizovanym pro- nepreukazatelny
teinom B
Imunoglobulin E (IgE) Anti-Ig na testovacej platni nepreukazatel'ny
Adenozin TLC ++
Guanozin TLC +
Tymidin TLC ++
N,N-Dimetylguanozin TLC nepreukazatelny
Adenin TLC +
Guanin TLC +
Cytozin TLC +
Tymin TLC +
Stearova kyselina TLC <1 mg/ml
Interleukin 4 (IL-4) ELISA 34 pg/ml (NWG 50 pg/ml)
Interleukin 5 (IL-5) ELISA 332 pg/ml (NWG 50 pg/ml)
Interleukin 6 (IL-6) ELISA 69 pg/ml (NWG 30 pg/ml)
Interleukin 10 (IL-10) ELISA 44 pg/ml (NWG 50 pg/ml)
Interleukin 12 (IL-12) ELISA 1095 pg/ml (NWG 1000 pg/ml]}
y-Interferén (IFN-y) ELISA 29 pg/ml (NWG 50 pg/ml)
Tumor nekrosis faktor o ELISA 5,7 pg/ml (NWG 3 pg/ml)
(TNFo))
Cervena farba UV/VIS 0,7 % susiny
Zelena farba UV/VIS 15,7 % suSiny
Zlta farba UV/VIS <0,2 % susiny
Modra farba UV/VIS <0,1 % suSiny
Vitamin C TLC, fotometricky 3 mg/100 ml
Vitamin E TLC +
Vitamin K TLC +
Vitamin D2 TLC +
Vitamin D3 TLC +
Endotoxiny LAL test 14 TU
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Ako je mozné vidiet’ z vysledkov v Tabulke 8, kompozicia rastlinného extraktu obsahu-
Juceho extrakt dronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju zahriiuje mnohé
esencialne vitaminy vratane vitaminu C, vitaminu E, vitaminu K, vitaminu D2, vitaminu D3 rov-
nako ako rézne esencialne mineraly a d'al§ie blahodarne pdsobiace materialy a poskytuje teda u-

ZitoCny a nutriény diétny doplnok, ked' sa uZiva orélne.

Analytické vysledky uvedené v Tabul'ke 8 tiez ukazuju , Ze v kompozicii rastlinného ex-
traktu obsahujiiceho extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju su
pritomné rdzne cytokiny a cytokinom podobné proteiny. V spojenych extraktoch aronu, grana-
tového jablka, ibisteka a &aju st predovetkym pritomné detegovatel'né mnoZstva IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNFa. Okrem toho sa ukazuje, Ze v kompozicii rastlinného extraktu ob-
sahujuceho extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju st pritomné
stopy IgG alebo imunoglobulinu podobny protein. Pritomnost’ Tudského IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-12, IFN-y, TNFa a IgG je trocha nekonzistentna s rastlinnym pdvodom kompozicie rastlin-
ného extraktu. Sui viak zname rastlinné protivirusové faktory (AVF), ktoré maju blizku sekven-
&nd homoldgiu s Pudskym B-interferonom (IFNB) a o ktorych sa predpoklada, Ze spdsobujii an-
tivirusovii aktivitu spdsobom obdobnym ako Fudské interferony. VysSie opisané pozitivne vy-
sledky pre IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNFa a IgG moZno teda priratat’ interleuki-
nom podobnym proteinom, interferénom podobnym proteinom, TNF podobnym proteinom a
imunoglobulinom podobnym proteinom, ktoré si pritomné v kompozicii rastlinného extraktu ob-
sahujuceho extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibisteka a extrakt &aju. Teda ozna-
¢enie "kompozicia rastlinného extraktu obsahujuceho extrakt aronu, extrakt granatového jablka,
extrakt ibiSteka a extrakt &aju” ako je tu pouZivané, malo by byt tieZ chapané ako zahriiujiice a-
lebo obsahujice IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TNFa a IgG rovnako ako interleukinom
podobné proteiny, interferonom podobné proteiny, TNF podobné proteiny a imunoglobulinom

podobné proteiny.

Diskusia

Vy3Sie uvedené experimenty in vitro a vysledné udaje ukazuji, Ze kompozicia rastlinného
extraktu podla vynalezu je uZitonym potencialnym zdrojom alebo kandiditom pre terapie zosil-

fiujace imunitu a oSetrovanie ludi i zvierat trpiacich poruchami, infekciami alebo stavmi chordb,
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vratane imunosupresivnych stavov priratanych leukémii, oblickovému zlyhaniu, réznym rakovin-
nym ochoreniam a nadorom, virusovym infekciam, bakterialnym infekciam a parazitarnym infek-
ciam Presné chemické zloZenie(ia) a farmakologicky(é) mechanizmus(mechanizmy), ktorych vy-
sledkom je stimulacia zarodoénej transformacie a produkcia cytokinov, stanovované neboli
Kompozicia rastlinného extraktu podl'a vynalezu mdZe obsahovat’ jedini farmakologicky u&inn(i
ingredienciu, komponent alebo &inidlo pésobiace samotné, alebo spojenie takych ingrediencii,
komponentov alebo &inidiel a/alebo biologické metabolity alebo ich derivaty pdsobiace separatne
alebo synergicky. In vivo terapie a oSetrovania budu pravdepodobne zaloZené na dstne podava-
nych davkach kompozicie rastlinného extraktu podl'a vynélezu v kvapalnej alebo tuhej forme. In
vivo je takisto moZné podavanie kompozicie rastlinného extraktu podla vynalezu rektalne, pa-
renteralne, intravendzne, topicky, inhalaciou aerosolu alebo subkutannym spésobom Kompozi-
cia rastlinného extraktu mdZe byt in vivo poddvana v primesi alebo v kombinécii s vhodnymi ex-
cipientami, nosiémi, antivirusovymi €&inidlami, imunitnymi modulatormi, chemoterapeutickymi
&inidlami, protilatkami alebo ich kombinaciami. Farmakologické preparaty podl'a vynalezu mézu
mat’ jednotku davky vo forme tabliet, kapsal, éapikov, ampul alebo odmeriavanych kvapalnych

alebo aerosolovych davok.

V sucasnej dobe sa predpoklada, Ze farmakologicky G¢inna zlozka alebo zlozky podl'a
vynalezu su pritomné v arone a/alebo granatovom jablku. Pogiato&né pokusy naznaduju, Ze sa-
motny extrakt aronu, samotny extrakt granitového jablka a spojené extrakty aronu a granatové-
ho jablka maja ur€ité imunitu zvySujuce efekty. Aviak vhodné uskuto&nenie vynalezu predsta-
Vuju spojené extrakty aronu, granatového jablka rovnako ako ibisteka a &aju. Predpoklada sa, ze
ibidtek a &aj poskytuji d'alSie zlozky alebo &inidla, ktoré pdsobia ako excipienty alebo nosice, a-
lebo ktoré spolu s komponentami poskytovanymi dronom alebo granitovym jablkom maju sy-
nergicky ¢inok. Okrem toho, preferovany spdsob ziskania kompozicie rastlinného extraktu ob-
sahujucej extrakt aronu, extrakt granatového jablka, extrakt ibi§teka a extrakt €aju, pri ktorom sa
spojené extrakty spolu zahrievaju v stupfioch opisanych v priklade 1, je povaZovany za vyhod-
nejSi ako pihe mieSanie alebo spojovanie extraktu aronu, extraktu granatového jablka, extraktu

ibiSteka a extraktu Eaju navzajom bez dodato&ného zahrievania.

VysSie uvedené experimenty in vitro a vysledné idaje ukazuju, Ze kompozicia rastlinného
extraktu podl'a vynilezu je uZitotnym potencialnym zdrojom alebo kandidatom pre anti-HIV a
dalSie antivirusové terapie a odetrovanie ludi i zvierat trpiacich HIV, d’al§imi virusovymi infek-

ciami alebo komplikaciami & poruchami spojenymi s takymito virusovymi infekciami. Rastlinny
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extrakt podl'a vynalezu mdze potencialne inhibovat’ alebo zabraiiovat’ infekcii buniek mnozstvom
réznych virusov, vratane, ale nielen, virusov herpes simplex, virusov l'udského papilomu (HPV),
virusov kiahni, virusov vezikularnej stomatitidy, coxsackie virusov, syncyctialnych virusov, cy-
tomegalovirusu, virusov varicelly zoster. Anti-HIV aktivita rastlinného extraktu podl'a vynalezu
moZze obsahovat’ jedini farmaceuticky aktivnu ingredienciu, zlozku alebo &inidlo pdsobiace
samostatne, alebo spojenie takych ingrediencii, zloZiek alebo &inidiel a/alebo biologickych meta-
bolitov alebo ich derivatov. In vivo terapie a oetrovania s pouzitim kompozicie rastlinného ex-
traktu podl'a vynilezu na anti-HIV a antivirusové oSetrenia buda pravdepodobne zalozené na
ustne podavanych davkach kompozicie rastlinného extraktu podl'a vynalezu v kvapalnej alebo
tuhej forme. In vivo je takisto mozné podavanie kompozicie rastlinného extraktu podla vynalezu
rektalne, parenteralne, intravendzne, topicky, inhalaciou aerosélu alebo subkutannym spdsobom.
Ako oSetrenie pri imunosupresivnych lie¢eniach mdZe byt kompozicia rastlinného extraktu in vi-
vo podavana v primesi alebo v kombinacii s vhodnymi excipientami, nosi&mi, antivirusovymi &i-
nidlami, imunitnymi modulatormi, chemoterapeutickymi &inidlami, protilatkami alebo ich kombi-
niciami. Farmakologické preparaty podl'a vynalezu m6Zu mat’ jednotku davky vo forme tabliet,

kapsul, Eapikov, ampul alebo odmeriavanych kvapalnych alebo aerosélovych davok.

V silade s tym je zrejmé, Ze tento vynalez dava k dispozicii kompoziciu rastlinného ex-
traktu, ktora poskytuje doplnok vyZivy, ktory in vitro stimuluje bunkou sprostredkovanii imuni-
tu, ktory in vitro stimuluje blastogenézu lymfocytov, ktory in vitro stimuluje produkciu cytoki-
nov lymfocytmi, ktory in vitro inhibuje HIV infekciu, a je potencialnym kandidatom na oSetrova-
nie a terapie zosilfiujuce alebo stimulujice imunitni odozvu u Tudi i zvierat. Napriek tomu, ze
vysiie uvedeny opis obsahuje mnohé 3pecifika, nemozno ho chapat’ ako obmedzujiici rozsah vy-
nalezu, ale iba ako poskytujuci ilustraciu preferovaného uskuto&nenia vynalezu v su¢asnej dobe.
Rozsah vynalezu by mal byt uréovany pripojenymi patentovymi narokmi a ich legalnymi ekviva-

lentmi.
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PATENTOVE NAROKY

Kompozicia rastlinného extraktu na stimuléciu bunkou sprostredkovanej imunity, vyzna-

Cujiica sa tym, Ze obsahuje extrakt aronu.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a néroku 1, vyznatujica sa tym, e obsahuje d'alej

extrakt granatového jablka.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 1, vyznaéujiica sa tym, Ze obsahuje d’alej

extrakt ibiteka.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 1, vyznadujica sa tym, Ze obsahuje d'alej

extrakt Caju.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 2, vyznadujiica sa tym, Ze obsahuje dalej

extrakt ibisteka.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 2, vyznadujica sa tym, Ze obsahuje d’alej

extrakt Caju.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 5, vyznatujiica sa tym, Ze obsahuje dalej

extrakt Caju.

Kompozicia rastlinného extraktu na stimulaciu bunkou sprostredkovanej imunity, vyzna-

Cujica sa tym, Ze obsahuje extrakt granitového jablka.
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Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 8, vyznalujica sa tym, Ze obsahuje d’alej

extrakt ibisteka.

10.  Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 8, vyzna&ujiica sa tym, Ze obsahuje d’alej

extrakt Caju.

11. Kompozicia rastlinného extraktu podf'a niroku 9, vyznadujiica sa tym, Ze obsahuje d'alej

extrakt Caju.

12. Spdsob pripravy kompozicie rastlinného extraktu na stimulaciu bunkou sprostredkovava-

nej imunity, vyzna€ujici sa tym, e sa sklad z nasledujucich krokov:

a)

b)

priprava extraktu dronu varenim suSeného, jemne rozdrveného &ronu vo vode;

a

priprava extraktu granitového jablka varenim suSeného, jemne rozdrveného

granatového jablka vo vode; a

spojenie uvedeného extraktu aronu a uvedeného extraktu granatového jablka a

varenie uvedenych spojenych extraktov aronu a granatového jablka.

13. Spdsob pripravy kompozicie rastlinného extraktu podra naroku 12, vyznacujuci sa tym,

Ze sa d'alej skladé z nasledujucich krokov:

a)

b)

priprava extraktu ibifteka varenim suSeného, jemne rozdrveného ibisteka vo

vode;
priprava extraktu &aju varenim su$eného, jemne rozdrveného ¢aju vo vode; a

spojenie uvedeného extraktu ibisteka a uvedeného extraktu ¢aju s uvedenymi
spojenymi extraktami aronu a granatového jablka a varenie uvedenych spoje-

nych extraktov aronu, granatového jablka, ibisteka a caju.
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Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovévanej imunity in vitro, vyznaéujuci sa tym, ze
zahriiuje kontakt buniek s u€innym mnoZstvom preparatu tvoreného v podstate z extraktu

aronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibiSteka a extraktu &aju.

Sposob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podl'a naroku 14, vyznaéu-

juci sa tym, Ze uvedené bunky zahriiuji bunky od normélnych pacientov.

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podla naroku 14, vyznadu-

juci sa tym, Ze uvedené bunky zahriiuju bunky od pacientov trpiacich leukémiou.

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podl'a naroku 14, vyznadu-
juci sa tym, Ze uvedené bunky zahriujii bunky od pacientov trpiacich oblitkovym zlyha-

nim.

Sposob stimulacie blastogenézy lymfocytov in vitro, vyznadujuci sa tym, Ze zahriiuje
kontakt suspenzii lymfocytov s G&innym mnoZstvom preparatu tvoreného v podstate z ex-

traktu aronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibisteka a extraktu &aju.

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podl'a naroku 18, vyznaéu-
juci sa tym, Ze uvedené suspenzie lymfocytov obsahuju lymfocyty od normalnych pa-

cientov.

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovéavanej imunity in vitro podl'a naroku 18, vyznacu-
juci sa tym, Ze uvedené suspenzie lymfocytov obsahuji lymfocyty od pacientov trpiacich

leukémiou.



21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovéavanej imunity in vitro podl'a naroku 18, vyznaéu-
juci sa tym, Ze uvedené suspenzie lymfocytov obsahuju lymfocyty od pacientov trpiacich

oblickovym zlyhanim .

Spdsob stimulacie produkcie cytokinov in vitro, vyznadujici sa tym, Ze zahriuje kontakt
periférnych mononuklearnych krviniek s u&innym mnozstvom preparatu tvoreného v pod-

state z extraktu 4ronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibiSteka a extraktu &aju.

Spdsob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podl'a naroku 22, vyznadu-
juci sa tym, Ze uvedené periférne mononuklearne krvinky st ziskané od normalnych pa-

cientov.

Spbsob stimulacie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podl'a naroku 22, vyznaéu-
juci sa tym, Ze uvedené periféme mononuklearne krvinky st ziskané od pacientov trpia-

cich leukémiou.

Spdsob stimulécie bunkou sprostredkovavanej imunity in vitro podla naroku 22, vyznaéu-
juci sa tym, Ze uvedené periférne mononuklearne krvinky si ziskané od pacientov trpia-

cich obli€kovym zlyhanim.

Spbsob inhibicie HIV infekcie in vitro, vyznadujiici sa tym, Ze zahriiuje kontakt buniek s
ucinnym mnoZstvom preparatu tvoreného v podstate z extraktu aronu, extraktu granato-

vého jablka, extraktu ibisteka a extraktu éaju.

Spdsob inhibicie véazby gp120 na MT-4 bunky in vitro, vyznadujiici sa tym, Ze zahriiuje
kontakt MT-4 buniek s G&¢innym mnoZstvom preparatu tvoreného v podstate z extraktu a-

ronu, extraktu granatového jablka, extraktu ibiteka a extraktu aju.
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Kompozicia rastlinného extraktu na stimuléciu bunkou sprostredkovavanej imunity, vy-
znaujiica sa tym, Ze obsahuje zmes vodného extraktu aronu, vodného extraktu granato-

vého jablka, vodného extraktu ibidteka a vodného extraktu &aju.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 28, vyznafujiica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje d’alej najmenej jeden cytokin

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 29, vyznaéujiica sa tym, Ze uvedeny cy-

tokin je interleukin.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 29, vyznaéujiica sa tym, Ze uvedeny cy-

tokin je interferon.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 28, vyznafujica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje d'alej najmenej jeden faktor nekrozy tumoru.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 28, vyznafujiica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje d'alej najmenej jeden imunoglobulin.

Kompozicia rastlinného extraktu podfa naroku 28, vyznadujica sa tym, Ze uvedenad

kompozicia obsahuje d'alej polysacharid.

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 28, vyznalujica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje d’alej proteiny.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 28, vyznafujiica sa tym, Zze uvedena

kompozicia obsahuje d'alej RNA.



37.

38.

30

Kompozicia rastlinného extraktu podl'a naroku 28, vyznaCujica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje d’alej DNA.

Kompozicia rastlinného extraktu podla naroku 28, vyznadujiica sa tym, Ze uvedena

kompozicia obsahuje pribliZne rovnaké podiely uvedenych vodnych extraktov.
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