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Farmaceuticky pripravek pro prevenci a 1é¢bu rakovinovych chorob

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tyka farmaceutickych pripravki pro prevenci a lé¢bu rakovinovych
chorob.

Dosavadni stav techniky

V terapii rakoviny jsou nejCastéji pouzivanymi metodami metody chirurgické, ozafovaci a
chemoterapeutické /The Pharmacological Basis of Therapeutics, Pergamon Press, Inc. New
York, str.1202-1263/1990/; Harison’s Principles of Internal Medicine, 12.vyd.,
Interanational Edition, McGraw-Hill, Inc., New York, Vol.2, str. 1 587—1 599 /1 991/; Scientific
American Medicine, Scientific American, Inc., New York, Vol.2, 12/V/, str. 1-14/1 984//.
V ozafovaci terapii, se vedle Siroce pouzivané ionizace pouzivaji fototerapii a lokalni
hypertermie spojend s ozafovanim a chemoterapii ve specialnich pfipadech, napf. pii rakoving
kiize. Podle svych a¢inkii, pivodu a struktur je mozno mezi témito litkami nalézt pro
chemoterapii alkylaéni ¢inidla, rostlinné alkaloidy, antibiotika, antimetabolity, jina 1é&iva /napt.
asparagindsu/ a Casto pouzivané rtizné hormony. Nové pouZivané strategie v chemoterapii jsou
nasledujici: kombinaéni chemoterapie; dlouhodobé, nizkodavkové venozni nebo arterialni infuze
chemoterapeutickych 1é¢iv pro snizeni toxicity; vysokoddvkova chemoterapie pro prekonani
rezistence k IéCivim a tentyz typ terapie spojeny s autologni transplantaci kostni dieng;
chemoterapeutickd 1é¢iva spojend s modifikatory biologické odezvy; pouZiti adjuvantni a
neoadjuvantni chemoterapie pro vétsi uCinek. Nejcast&ji pouzivané modifikatory biologické
odezvy jsou: interferony, faktor tumorové nekrézy, lymfokiny, napf. interleukin-2 a
monoklondlni protildtky. Rizné dietetické metody, slabé drazdivé sérové ptipravky a
Simontonova metoda za pouZiti psychogennich efektd patii k metodam 1é&by, které se aplikuji
v soucasné dobé€ pfi 1€Cb€ nadorovych chorob, jejichz GEinnost neni dostateéné prokazana.

Nejcharakteristi¢téj$imi nevyhodami v soucasnosti aplikovanych metod popsanych vy3e, jsou:
vyznamné vedlej$i uCinky, nizkd nadorova specifita, vyvoj rezistence a omezeny rozsah
tCinnosti. Nejtoxictéjsi lé¢iva pouzivana v terapii rakoviny nerozlifuji mezi neoplastickymi a
normélné proliferujicimi butikami; proto, aby se zabrénilo jakémukoliv nevratnému poskozeni
vitalni hostitelovy tkané /napf. kostni dfeng, intestina/, musi byt 1é&iva podavana v davkach,
které jsou obvykle nedostate¢né pro odstranéni viech ptitomnych neoplastickych bunék
/Pharmac.Ther. 49, 43-54 /1 991//. Ozafovaci terapie muZe zplsobit radialni po3kozeni a
souCasn€é neni UCinnd u hypoxidlnich bunék a urditych typd tumord. Légiva pouzivana
v chemoterapii maji také riizné toxické vedlejsi (inky. Mohou poskozovat centralni nervovy
systém, hematopoietické organy, mukézni membrany Zaludku a sttev a vSechny proliferujici
buiiky. Dale mohou poskozovat ledviny, jatra, plice srdedny sval. Téméf vsechna u¢inna
protinddorova ¢inidla jsou imunosupresivni /Proc.Roy.Soc.Med., 63, 1 063-1066/1 970//.
Mnoho znich ma teratogenni nebo karcinogenni €inky, ptileZitostné vyvolavaji neplodnost
nebo zvyseni frekvence druhotné tvorby tumort. Je obtizné nebo nemozné ovlivnit 60-70 %
tumort chemoterapii a béhem lécby se mize vyvinout rezistence nebo kfizova rezistence.

Bohuzel 1é¢eni vyuzivajici modifikatory biologické odezvy za vyuziti vlastniho obranného
mechanismu organismu maji podobné nevyhody, protoze byly shledany uginnymi jen u malo
typl tumori a mimoto maji také toxické vedlejsi ucinky /Harrison’s Principles of internal
Medicine, 12.vyd., International Edition, McGraw-Hill, Inc. New York, Vol.2,str.1 587—1 599
/1 991//. Interferony také maji mnoho a obtiznych neZidoucich uéinki, mezi neZ napf. patti
kardiotoxicita /Chest, 99,557-561/1991//. Podobn&, nad&je spojené s monoklonalnimi
protilatkami pti realizace také zklamavaji (Eur.J.Cancer, 27, 936-939 /1 991//. I kdyZ od roku



10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 286633 B6

1980 bylo registrovano vice nez &tyfista klinickych zkoudek s imunoterapii, nebyla dosud
zavedena Zadna jako léEba pro jakykoliv typ rakoviny /J.R.Soc.Med., 84, 321 /1 991//.

PCT publikace ¢. WO 86/02 555 se tyka léCiva pouzivaného pri 1é¢b& rakovinovych onemocnéni,
zahrnujictho L—cystein, L-methionin, L-histidin, L~fenylalanin, L-lysin, L-tryptofan, L-valin,
L-leucin, L~threonin, kyselinu L—jable¢nou a kyselinu L-askorbovou. Kyselina L—jabletna a L—
askorbova plisobi jako aktivéatory pufru a stabilizuji aminokyseliny v jejich kyselé formé a tak
pisobi modifikaci hodnoty krevniho pH v kyselém rozsahu pod 6,8. V této publikaci nejsou
zadné udaje, potvrzujici zastaveni ristu nebo i regresi malignich tumori.

Publikovand japonskd patentova pfihliska & 62-135421se tykd aminokyselinového
transfuzniho roztoku, obsahujiciho specifické aminokyseliny, s vyjimkou L-isoleucinu,
schopného vykazovat inhibi¢ni pisobeni na multiplikaci tumord. MoZny, ale neprokazany G&inek
tohoto pfipravku by mohl byt zaloZen na restrikci aminokyseliny, napf. isoleucinu.

Cilem pfedlozeného vyndlezu je pfipravovat farmaceutické ptipravky, obsahujici pFirodni

substance pro odstranéni nevyhod —napf. toxicity, nizké specifity a omezeného rozsahu
GCinnosti— znamych pfipravki a metod tumorové terapie.

Podstata vynalezu

Vynélez je zaloZen na gzjisténi pasivniho obranného systému /zde nazyvaného pasivni
protinddorovy obranny systém ,,Passive Antitumour Defence Systém /PADS// proti tumorovym
buitkdm v rliznych organismech. Tento systém je schopen znilit vznikajici a jiz existujici
tumorové buriky. Substance, které se ucastni v PADS jsou endogenni a exogenni pfirodni
substance, vyskytujici se v obéhovém systému, jmenovité aminokyseliny, vitaminy, nukleové
baze, karbohydraty a bun&éné metabolické produkty. Bylo zjisténo, Ze pfi pouZiti alespon tii
z té€chto substanci, které jsou slozkami ob&hového systému a mohou tak dosahovat a zasahovat
do v3ech bunék — tyto synergicky zvy3uji vliv kazdé z nich samotné a jsou tak schopny znigit
tumorové buriky.

Vynélez je déle zaloZen na zjisténi, ze diky synergismu zde bude vyznamny kvalitativni rozdil
mezi normalnimi a tumorovymi buiikami v jejich chovéni k soudastem PADS, &imZ se stavaji
rozliSitelnymi dva typy bunék. Zatimco klasicky imunitni systém miize rozpoznavat a selektivné
ni¢it tumorové butiky diky jejich vn&j3im odchylkim od normalnich bunék, novy rozpoznany
mechanismus pasivniho antitumorového obranného mechanismu miiZe piisobit totéz v souvislosti
s vnitinimi odchylkami.

Vynélez je dale zaloZen na zjisténi, ze diky zvy3eni koncentrace svych slozek v cirkuladnim
systému na takovy stupefi, Zze jsou nadm&mé davkovany do tumorovych bungk, piisobi vyse
uvedeny ptipravek fatalni metabolicky stres selektivng v rakovinovych buiikach.

Vynalez je nakonec zaloZen na poznatku, Ze v zavislosti na aplikované davce a zpiisobu aplikace,
muiZe byt dosaZeno prevence nebo protinadorovitého uginku v riznych tumorovych bufikach.
V piipad€ riznych typt tumori, které se lidi od normélnich bun&k v riznych stupnich, mize byt
stanoveno kvalitativni a kvantitativni sloZeni co neju¢innéj3i smési za pouZiti synergismus jako
kriteria.

Na zakladé vySe uvedeného se vynalez tyka farmaceutickych pfipravki pro prevenci a lé&bu
rakovinovych chorob, které obsahuji alespori tfi slougeniny, vyskytujici se v ob&hovém systému:
alespofi jednu aminokyselinu, alespoii jeden vitamin a alespofi jeden &len vybrany ze skupiny,
zahmujici adenin, 2-deoxy-D-ribosu, D-mannosu, D-glukosoamin, kyselinu jablecnou,
oxaloctovou kyselinu, adenosin trifosfit a/nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli,
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s podminkou, 2e jestlize pripravek obsahuje mimo aminokyseliny/kyselin/ pouze kyselinu
jableénou a vitamin, miiZze vitamin byt pouze jiny nez kyselina askorbova. pfipravky mohou také
obsahovat nosice, fedidla a/nebo jiné pomocné slozky pouzivané ve farmacii.

Ptipravek podle vynalezu miZe obsahovat L-methionin, L-tryptofan, L-tyrosin, L—fenylalanin,
L-arginin, L-histidin, N-benzoylglycin a/nebo jejich soli jako aminokyselinu a d-biotin,
pyridoxin, riboflavin, riboflavin—5"—fosfat, L-askorbovou kyselinu, lipoovou kyselinu, orotovou
kyselinu a/nebo jejich siil jako vitamin.

Preferovany ptipravek podle vynalezu obsahuje L-tryptofan, L-askorbovou kyselinu, alespon
jeden &len vybrany ze skupiny, zahrujici adenin, 2—deoxy-D-ribosu, D-glukosamin a/nebo
jejich farmaceuticky ptijatelné soli.

Jiny preferovany pripravek podle vyndlezu obsahuje L-arginin, riboflavin—5’-fosfat, alespori
jeden &len vybrany ze skupiny, zahrnujici D-mannosu, jable¢nou kyselinu, adenosin trifosfat
a/nebo jejich farmaceuticky piijatelné sole.

Dal3i preferovany piipravek podle vynédlezu obsahuje 30—44 % hmotn. L-argininu, 27-35 %
hmotn. riboflavin—5’—fosfatu, 3862 % hmotn. kyseliny jable¢né a/nebo jejich farmaceuticky
ptijatelnych soli.

Podobné jako ve vy3e uvedeném ptipravku jsou viechny procentické udaje uvedené i u dal3ich
farmaceutickych pripravkd hmotnostni a vztahuji se k celému piipravku, jako celku (100 %).

Dal3i vyhodné provedeni podle vynalezu obsahuje 0,002 az 70 % hmotn. alespoii jednoho ¢lena
skupiny, zahrnujici L-methionin, L—tryptofan, L-tyrosin, L—fenylalanin, L-arginin, L-histidin,
N-benzoylglycin a/nebo jejich soli jako aminokyselinu, 0,0004 az 80 % hmotn. alespofi jednoho
ze ¢&lend skupiny, zahrnujici d-biotin, pyridoxin, riboflavin, riboflavin-5"—fosféat, kyselinu L—
askorbovou, kyselinu lipoovou, kyselinu orotovou a/nebo jejich soli jako vitamin a
0,003 az 80 % hmotn. alespofi jednoho ze &leni skupiny, zahrnujici adenin, 2—deoxy—-D-ribosu,
D—mannosu, D~glikosamin, kyselinu jablenou, kyselinu oxaloctovou, adenosin trifosfat a/nebo
jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

Dal3i preferovany ptipravek podle vynalezu zahrnuje 0,9 az 25 % hmotn. L-methioninu, 0,8
19 % hmotn. L—tryptofanu, 0,9 % a7 46 % hmotn. d-biotinu, 1,2 az 16 % hmotn. pyridoxinu,
0,03 az 42 % hmotn. riboflavin—5’—fosfatu, 0,05 az 18 % hmotn. D—glukosaminu, 0,5 az 60 %
hmotn. 2-deoxy-D-ribosy, 0,7 az68 % hmotn. kyseliny jable¢né, 0,6 az40 % hmotn. D-
mannosy a/nebo jejich farmaceuticky pfijatelnych soli.

Velmi G&inny piipravek podle vyndlezu obsahuje 0,005 az34 % hmotn. L-methioninuy,
0,002 az 25 % hmotn. L-tryptofanu, 0,02 az 23 % hmotn. L-tyrosinu, 0,04 aZz30 % hmotn. L-
fenylalaninu, 0,04 a% 50 % hmotn. L-argininu, 0,03 az 34 % hmotn. L-histidinu, 0,05 az 22 %
hmotn. N-benzoylglycinu, 0,01 az 60 % hmotn. d-biotinu, 0,01 az20 % hmotn. pyridoxinu,
0,0004 az 45 % hmotn. riboflavinu, 0,0005 aZ 45 % hmotn. riboflavin—5"—fosfatu, 0,003 az 70 %
hmotn. L-askorbové kyseliny, 0,004 az 15 % hmotn. kyseliny lipoové, 0,01 az17 % hmotn.
kyseliny orotové, 0,001 az10 % hmotn. adeninu, 0,01 az63 % hmotn. 2-deoxy-D-ribosy,
0,08 a7 42 % hmotn. D—mannosy, 0,05 az20 % hmotn. D—glukosaminu, 0,01 aZ 80 % hmotn.
kyseliny jableéné, 0,02 az 60 % hmotn. kyseliny oxal3tavelové, 0,001 az 10 % hmotn. adenosin
trifosfatu a/nebo jejich farmaceuticky ptijatelnych soli.

Pro terapeutické pouziti ptipravku podle vynalezu jsou vhodné formulovany do farmaceutickych
pripravki tak, Ze se po smiseni s netoxickymi inertnimi, pevnymi nebo kapalnymi nosigi, fedidly,
pojivy a/nebo jinymi aditivy obvykle pouZivanymi ve farmaceutickém primyslu pro enteralni
nebo parenterdlni podéni, pfevedou na jednu z obvyklych lékovych forem. Nosice, fedidla a
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pojiva vhodna pro vySe uvedené Glely jsou napt. voda, Zelatina, laktosa, sacharosa, $krob,
pektin, kyselina stearova, stearat hofe¢naty, talek, rizné rostlinné oleje jakoZz i glykoly jako je
propylenglykol nebo polyethylenglykol. Farmaceuticka aditiva a pomocné latky jsou napi.
chranici jako je methyl-4-hydroxybenzoat, rizné pfirodni nebo syntetické emulgadni,
dispergacni a smaceci ¢inidla, barvici a ochucovaci ¢inidla, pufrovaci substance jakoz i ¢inidla,
promotujici desintegraci nebo disoluci a dalsi substance zlep3ujici pozadovany iinek.

Obvyklé formy IléCiv jsou oralni piipravky pripravené za pouziti vy$e uvedenych
farmaceutickych pfisad; tyto pripravky mohou byt v pevné formé, napf. tablety, kapsle, prasky,
drazé, pilule nebo granule, nebo v kapalné formé, napf. sirupy, roztoky, emulze nebo suspenze,
dale ve forme ¢ipki jakoz i parenterélnich pfipravkd, napf. injektovatelnych roztoki nebo infuzi.

Preferovana denni davka pripravkl podle vynélezu zavisi na mnoha faktorech jako je charakter
léCené choroby, stav pacienta, zpisob podani atd. Vyhodné &ini denni davka 30 az 3 000 mg/kg
télesné hmotnosti. V souladu s tim je vhodné podavat denné 1-4 tablety, kapsle nebo drazé,
obsahujicich kazdé 0,2 az 3 g aktivni kompozice nebo 0,5 az 3 | infuznich roztokd, obsahujicich
10 az 200 g/1 aktivni kompozice.

Vynalez se dile tyka zplsobu prevence a lé¢by rakovinovych chorob. Tato metoda zahrnuje
podani terapeuticky u¢inného mnozstvi podle vynalezu 1é¢enému pacientovi.

Vynalez bude dale blize osvétlen v nasleduyjicich tabulkéch, obrazcich a ptikladech. Pouzivané
buriky byly ziskdny z ,,American Type Culture Collection* /Rockville, MD, USA/.

Tabulka 1 predstavuje vliv na zabijeni tumorovych bunék a synergickou spolupraci slozek
kompozic podle pfikladii 1-20, obsahujicich &tyfi a pét aktivnich komponent, popt. na Sp2/0—
Agl4 myelomovych burikach /ATCC CRL 1 581/.

Tabulka 2 predstavuje, podle prikladd 21-37, zvySeni G&inku kompozice, obsahujici pét
aktivnich komponent na Sp2/0—-Agl4 buiiky, jestlize se pFidaji dalsi komponenty.

Popis vykrest na pfipojenych obrazcich

Obr. 1 pfedstavuje vlivy a synergické plsobeni slozek kompozic, obsahujicich &tyki a pét
aktivnich komponent, podle pf. 1-20.

Obr. 2 zahrnuje in vitro efekty kompozic, obsahujicich pét aktivnich komponent podle piikladd
102 az 106 a kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent podle piikladi
107 az 111 na Sp2/0-Agl4 mysich myelomovych buiikidch ve srovnani s odpovidajici kontrolni
smési.

Obr. 3 predstavuje vliv kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent podle prikladu
107 na Sp2/0-Ag14 mySich myelomovych burikach jako funkci ¢asu ve srovnéni s neo3etfenymi
buiikami a vhodnou kontrolni smési.

Obr. 4 predstavuje in vitro i¢inky kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich slozek podle
prikladd 107 az 111 na K-562 burikdch lidské leukemie /ATCC CCL 243/ ve srovnani s
odpovidajicimi kontrolnimi smésmi.

Obr. 5 predstavuje in vitro uéinky kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent
podle priklad 107 az 111 na HeLa buikach lidské epitheloidni rakoviny cervixu /ATCC CCL 2/
ve srovnani s odpovidajicimi kontrolnimi smésmi.
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Obr. 6 predstavuje in vitro uginky kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent
podle pfikladd 107az111na Hep-2 lidsky epidermoidni karcinom, larynx buiiky
/ATCC CCL 23/ ve srovnani s odpovidajicimi kontrolnimi smésmi.

Obr. 7 predstavuje in vitro Gginky kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent
podle prikladd 107 az 111 na buiikach ledvin /ATCC CCL 81/ ve srovnani s odpovidajicimi
kontrolnimi smé&smi.

Obr. 8 predstavuje in vivo efekty kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent
podle pfikladu 112 na tumoru vyvinutém zSp2/0~Agl4 buikaich mysiho myelomu,
injektovanych i.p. BALB/c my3i ve srovnéni s odpovidajici kontrolni skupinou.

Obr. 9 predstavuje in vivo efekty kompozic, obsahujicich dvacet jedna aktivnich komponent
podle ptikladu 112 na pevném tumoru vyvinutém pod kizi z HeLa bunék lidského epitheloidniho
karcinomu cervixu, injektovanych s.c. BALB/c /nu/nu/ my3i ve srovnani s odpovidajici kontrolni
skupinou.

Pro nasledujici pokusy bylo pouzito: v ptipadé Sp2/0-Agl14 a K-562 bunék RPMI 1 640 medium

/Sigma Chemie GmbH, D-8 024 Deisenhofen, Némecko, vyrobni &islo: R 6 504/, v pripadé
Hep-2, HeLa a Vero bunék MEM medium /Sigma Chemie GmbH, vyrobni &islo: M 4 655/.

Piiklady provedeni vynélezu

Piiklady 1-37

Do zafizeni opatfeného michadlem byly navazeny u¢inné slozky v danych mnoZstvich, potom se
k ziskané praskové smési pfidaji mnozstvi hydrogenuhli¢itanu sodného uvedena v tabulkich 1 a
2, nezbytna pro neutralizaci sloZek typu kyseliny. Za nepfetrzitého michéni se ptida vhodné
médium ke smé&si pro dopln&ni hmotnosti kompozice na 100 %. Uginky roztoki pfipravenych
timto zplisobem jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2 a na obr. 1.

Piiklady 3867

Postupuje se jako v pfikladech 1-37 s tim rozdilem, Ze se pro neutralizaci slozek typu kyseliny
pouziji vhodnd mnoZstvi hydrogenuhli¢itanu draselného. Uginky roztoki pfipravenych timto
zpisobem se vyznamné nelisi v zddném piipadé od ucinkd roztokd z ptikladéi 1-37 uvedenych
v tabulkach 1 a2 ana obr. 1.

Priklady 68-97

Postupuje se podle piikladi 1-37 s tim rozdilem, Ze se pro neutralizaci slozek kyselinového typu
pouZiji vhodnd mnoZstvi uhli¢itanu vapenatého misto hydrogenuhli€itanu sodného. Uginky
roztokl pfipravenych timto zpisobem se vyrazné nelidi v zddném pripadé od G&inkd roztoku
z pfikladit 1-37 uvedenych v tabulkach 1 a 2 a na obr. 1.

Priklady 98—101

Postupuje se podle prikladi 23,24,27 a28 stim rozdilem, Ze se pouzije 0,053 % hmotn.
hydrochloridu L-argininu, 0,052 % hmotn. L-histidin-hydrochloridu, 0,009% hmotn.
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hydrochloridu L-methioninu a 0,025 % hmotn. hydrochloridu L~tyrosinu misto L-argininu, L—
histidinu, L-methioninu a L-tyrosinu pouZitych v piikladech 23,24, 27 a 28. Odpovidajici
mnoZzstvi hydrogenuhli¢itanu sodného byla v kazdém ptipadé 0,054 % hmotn. Utinky takto
pfipravovanych roztoki se vyznamné neli§i v 24dném ze svych ucinkdi od G&inkd roztokd
z ptikladii 23, 24, 27 a 28 uvedenych v tabulce 2.

Priklad 102

Do zatizeni opatfeného michadlem se navazi 0,01 % hmotn. L~tryptofanu, 0,034 % hmotn. 2—
deoxy—D-ribosy, 0,003 % hmotn. kyseliny jable¢né, 0,007 % hmotn. kyseliny L—askorbové a
0,091 % hmotn. hydrogenuhliitanu sodného. Za nepietrzitého michani se k této smési prida
vhodné médium pro dopln&ni hmotnosti pripravku na 100 %. Uginek roztoku pfipravovaného
timto zpisobem je uveden na obr. 2 jako 100 % pi¥ipravek.

Priklad 103

Postupuje se podle ptikladu 102 s tim rozdilem, Ze se z kazdé slozky navazi pouze 80 %. Potom
se k této smési pfida vhodné médium pro doplnéni hmotnosti kompozice 100 %. Uginek takto
pfipraveného roztoku je uveden na obr. 2 u 80 % kompozice.

Priklad 104

Postupuje se podle piikladu 102 stim rozdilem, e se z kazdé slozky navazi pouze 60 %
mnoZstvi. Potom se pfida vhodné médium pro dopln&ni hmotnosti pfipravku na 100 %. Uginek
takto pfipraveného roztoku je uveden na obr. 2 u 60 % kompozice.

Ptiklad 105

Postupuje se podle pfikladu 102 s tim rozdilem, 7 se navaZi pouze 40 % mnoZstvi z kazdé
slozky. Potom se ptidd vhodné médium pro doplnéni hmotnosti pripravku na 100 %. U&inek
roztoku pfipraveného timto zpisobem je uveden na obr. 2 u 40 % kompozice.

Priklad 106

Postupuje se podle ptikladu 102 a tim rozdilem, e se navazi zkazdé slozky pouze 20 %
mnoZstvi. Potom se pfida vhodné médium pro doplnéni hmotnosti kompozice na 100 %.U&inek
roztoku pfipraveného timto zptisobem je uveden na obr. 2 u 20 % kompozice.

Ptiklad 107

Do zatizeni opatfeného michadlem se navazi 0,011 % hmotn. L-methioninu, 0,01 % hmotn. L-
tryptofanu, 0,036 % hmotn. L-tyrosinu, 0,041 % hmotn. L—fenilalaninu, 0,044 % hmotn. L—
argininu, 0,039 % hmotn. L-histidinu, 0,089 % N-benzoylglycinu, 0,007 % hmotn. kyseliny L—
askorbové, 0,012 % hmotn. d-biotinu, 0,010 % hmotn. pyridoxinu, 0,0004 % hmotn. riboflavinu,
0,006 % hmotn. riboflavin—5’—fosfatu, 0,006 % kyseliny lipoové, 0,017 % hmotn. kyseliny
orotové, 0,003 % hmotn. adeninu, 0,034 % hmotn. 2—deoxy-D-ribosy, 0,90 % hmotn. D—
mannosy, 0,053 % hmotn. D-glukosaminu, 0,065 % hmotn. kyseliny jable€né, 0,040 % kyseliny
oxaloctové, 0,0015 % adenosin trifosfatu a 0,087 % hmotn. hydrogenuhli¢itanu sodného. Za
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michani slozek se ke smési pfida vhodné médium pro dopInéni hmotnosti kompozice na 100 %.
Uginek pfipraveného roztoku timto zpisobem je uveden na obr.2,3,4,5,6a7u 100 %
kompozice.

Priklad 108

Postupuje se podle piikladu 107 stim rozdilem, Ze se navazi pouze 80 % mnoZstvi kazdé ze
slozek. pfida se vhodné médium k této smé&si pro doplnéni hmotnosti kompozice na 100 %.
Uginek tohoto roztoku je uveden na obr. 2, 3,4, 5, 6 a 7 jako 80 % kompozice.

Priklad 109

Postupuje se podle ptikladu 107 stim rozdilem, ze se navazi pouze 60 % mnozstvi kazdé ze
slozek. Potom se piidd vhodné médium pro doplnéni hmotnosti kompozice na 100 %. Utinek
roztoku ptipraveného timto zpiisobem je uveden na obr. 2, 3, 4, 5, 6 a 7 jako 60 % kompozice.

Ptiklad 110

Postupuje se podle ptikladu 107 s tim rozdilem, Ze se navazi pouze 40 % kazdé slozky. Potom se
k této smési piida vhodné médium pro doplnéni hmotnosti pfipravku na 100 %. Utinek tohoto
roztoku, ptipraveného timto zplisobem je uveden na obr. 2, 3, 4, 5, 6 a 7 jako 40 % kompozice.

Priklad 111

Postupuje se podle piikladu 107 s tim rozdilem, Ze se navaZzi pouze 20 % kazdé slozky. Potom se
k této smési ptida vhodné médium pro doplnéni hmotnosti kompozice na 100 %. Utinek roztoku
pfipraveného timto zpisobem je uveden na obr. 2, 3, 4, 5, 6 a 7 jako 20 = kompozice.

Priklad 112

Do zafizeni opatfeného michadlem se navazi 1,47 % hmotn. L-methioninu, 1,01 % hmotn. L~
tryptofanu, 0,036 % hmotn. L-tyrosinu, 1,63 % hmotn. L-fenylalaninu, 1,71 % hmotn. L-
argininu, 1,53 % hmotn. L-histidinu, 0,18 % hmotn. N-benzoylglycinu, 1,94 % hmotn. L-
askorbové kyseliny, 1,21 % hmotn. d-biotinu, 2,02 % hmotn. pyridoxinu, 0,038 % hmotn.
riboflavinu, 0,05 % hmotn. riboflavin—5'~fosfatu, 0,02 % hmotn. kyseliny lipoové, 0,09 %
hmotn. kyseliny orotové, 0,068 % hmotn. adeninu, 1,32 % hmotn. 2—deoxy-D-ribosy, 1,8 %
hmotn. D-mannosy, 1,1 % hmotn. D—glukosaminu, 1,32 % hmotn. kyseliny jable¢né, 0,040 %
hmotn. kyseliny oxaloctové, 0,11% hmotn. adenosin trifosfatu, 1,34 % hmotn.
hydrogenuhli¢itanu sodného, a 0,04% hmotn. hydrogenuhli¢itanu draselného. Za
nepferuiovaného michani sk této smési pridd 83,168 % hmotn. pufru, obsahujiciho 0,02 %
hmotn. KH,PO, a 0,3 % hmotn. NA,HPO,. Utinek takto pfipraveného roztoku a pouZitého pfi
1é¢bé zvitat je uveden na obr. 8 2 9.

Priklad 113

Do mixéru se navazi 20 % hmotn. L—tryptofanu, 62 % hmotn. kyseliny L-askorbové a 18 %
hmotn. D-glukosaminu. Po promiseni se vyslednd praskova smés pouZije pro preventivni
pokusy.
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Priklad 114

Postupuje se podle piikladu 113 s tim rozdilem, Ze se pouZije 32 % hmotn. L-argininu, 28 %
hmotn. riboflavin—5"—fosfatu a 40 % hmotn. kyseliny jable¢né.

Priklad 115

Postupuje se podle ptikladu 113 s tim rozdilem, Ze se pouzije 23 % hmotn. L~tryptofanu, 0,2 %
hmotn. pyridoxinu, 17,8 % hmotn. N-benzoylglycinu a 59 % hmotn. kyseliny oxaloctové.
Priklad 116

Postupuje se podle ptikladu 113 stim rozdilem, Ze se pouzije 19 % hmotn. L-tyrosinu, 61 %
hmotn. kyseliny L-askorbové, 0,2 % hmotn. adeninu a 19,8 % hmotn. L-histidinu.

Priklad 117

Postupuje se podle ptikladu 113 s tim rozdilem, Ze se pouzije 31 % hmotn. L-methioninu, 53 %
hmotn. d-biotinu, 0,2 % hmotn. adeninu a 15,8 % hmotn. kyseliny orotové.

Priklad 118

Postupuje se podle pfikladu 113 s tim rozdilem, Ze se pouzije 27 % hmotn. L-fenylalaninu, 33 %
hmotn. riboflavinu, 0,2 % hmotn. adenosin trifosfatu a 39,8 % hmotn. D-~mannosy.

Priklad 119

Postupuje se podle prikladu 113 stim rozdilem, ze se pouzije 32 % hmotn. L-histidinu, 9 %
hmotn. kyseliny lipoové a 59 % hmotn. 2—deoxy-D-ribosy.

Piiklad 120

Postupuje se podle prikladu 113 s tim rozdilem, Ze se pouzije 12 % hmotn. L-argininu, 11 %
hmotn. pyridoxinu a 77 % hmotn. kyseliny jable¢né.

Priklad 121

Do mixéru se navazi 10 % hmotn. L-methioninu, 3 % hmotn. L—tryptofanu, 0,2 % hmotn. L—
tyrosinu, 10,9 % hmotn. L—fenylalaninu, 22,7 % hmotn. L-argininu, 10 % hmotn. L-histidinu,
1,1 % hmotn. N-benzoylglycinu, 11,9 % hmotn. kyseliny askorbové, 0,1 % hmotn. d-biotinu,
0,2 % hmotn. pyridoxinu, 0,05 % hmotn. riboflavinu, 0,35 % hmotn. riboflavin—5’—fosfatu,
0,1 % kyseliny lipoové, 0,6 % hmotn. kyseliny orotové, 0,3 % hmotn. adeninu, 0,9 % hmotn. 2—
deoxy—~D-ribosy, 11,5 % hmotn. D-mannosy, 7 % hmotn. D—glukosaminu, 8 % hmotn. kyseliny
jablecné, 0,4 % hmotn. kyseliny oxaloctové a 0,7 % hmotn. adenosin trifosfatu. Po intenzivnim
miseni se vyslednd praskova smés pouZije pro preventivni experimenty.
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Utinky kompozic z prikladi 1-37 a synergické plsobeni aktivnich slozek /ve srovnani s ucinky
slozek samotnych/ byly hodnoceny na Sp2/0-Ag14 mysich myelomovych buiikach.

V pokusech byly pouzity nejnovéjsi metody popsané ve védecké literatute. V piikladé Sp2/0—
Agl4 a K562 linii, byly logarimetricky rostouci buiiky ziskany z média a resuspendovany v 96~
jamkovych plotnach pouzivanych pro bunééné kultury na kone&nou koncentraci 4x10° Sp2/0-
Agl4 a2x10* K562 bungk, ve 250 pl vhodného média na jamku, obsahujiciho testované
materidly v uvedenych koncentracich. V pfipadé HeLa, Hep-2 a Vero bungk, byly kultivované
bufiky sklizeny ze 75 % splyvajici tkafiové kultury s 0,2 % trypsinu a byly resuspendovany ve
vhodném médiu na hustotu 10° bundk/ml. Podily/100l/ byly rozdéleny na 96—jamkové
mikroplotny a 24 hodin inkubovény. Potom bylo medium odloZeno a nahrazeno 250 ul Cerstvého
media, obsahujiciho testované slou¢eniny v uvedenych koncentracich. Viechny typy bungk byly
ponechany proliferovat 48 hodin. Poet Zivotaschopnych Sp2/0-Agl4 a K562 bungk byl pak
spocten mikroskopicky vylu¢ovaci metodou s barvivem trypynovou mod#i. PieZivajici HeLa,
Hep-2 a Vero buiiky byly mé&feny vyhodnocenim aktivity endogenni alkalické fosfatazy bungk.
Vysledky byly hodnoceny za pouziti Studentova testu. Udaje za prim&mymi hodnotami
v tabulkédch a znatky na obrazcich znamenaji: ,standardni primérovou odchylku® /standard error
of mean“ SEM/.

Prvni sloupec v tabulce 1 pfedstavuje &islo prikladu, druhy ¢&islo kontrolniho pokusu a v dalsich
Sesti sloupcich jsou uvedena mnoZstvi slozek pouzitych v pokusech a vyjadienych v % hmotn.
Kontrolni smé&si byly slozeny ze stejnych mnoZstvi chemicky podobnych ale farmakologicky
neucinnych substanci /0,026 % hmotn. L-serinu, 0,033 % hmotn. L-asparaginu, 0,029 % hmotn.
L~valinu, 0,018 % hmotn. L~alaninu, 0,006 % hmotn. glycinu, 0,059 % hmotn. trimethylglycinu
a 0,006 % hmotn. L—prolinu jako aminokyselin; 0,017 % hmotn. hydrochloridu thiaminu,
0,006 % hmotn. niacinu, 0,019 % hmotn. kyseliny folové ve formé sodné soli, 0,001 %
hemivéapenaté soli kyseliny D-pantothenové, 0,012 % hmotn. uracilu a 0,0008 % hmotn.
kyseliny oktanové jako vitaminy; 0,003 % hmotn. hypoxanthinu, 0,038 % hmotn. D/—/ribosy,
0,090 % hmotn. glukosy, 0,055 % hmotn. N~acetyl glukosaminu, 0,081 % hmotn. dvojsodné soli
kyseliny jantarové, 0,080 % hmotn. dvojsodné soli kyseliny fumarové a 0,0015 % trojsodné soli
guanosin trifosfatu/ jako aktivni kompozice. Dva posledni sloupce predstavuji Géinky p¥ipravka,
obsahujicich &tyti a pét aktivnich slozek a i¢inky slozek per se /kontrolni pokusy/, podet bunék
po 48 hodinach inkubace a mnoZstvi bunék vyjadiené v procentech mnozstvi neosettenych bunék
/mnozstvi neoSetfenych bunék je 100 %/. V pfipadé L-tryptofanu napiiklad 2—4h kontrolni
pokusy predstavuji ucinky 0,002, 0,006 20,01 % hmotn. L-tryptofanu samotného na podet
bungk. V pripadé ptikladi 2—4 je uveden efekt L-tryptofanu pouzitého ve stejnych mnoZstvich,
ale aplikovaného spolu s dal$imi ¢tyfmi aktivnimi ingrediencemi.

Z udaji v poslednich dvou sloupcich tabulky 1 je zfejmé, Ze za pouziti vy$e uvedenych substanci
samotnych zadné z nich nevykazuje G¢inek zabijeni tumorovych bun&k: ve skutednosti pouziti
udanych mnoZzstvi L—tryptofanu i slab& zvySuje proliferaci bun&k. Soudasn& je zudaji ve
sloupcich zfejmé, Ze je pochybné, zda kazda substance zvy3uje G&inek daliich &tyF aktivnich
slozek imé€mé jejich mnoZstvi synergickym zpsobem. Naptiklad 0,01 % hmotn. L-tryptofanu
zvySuje 73,1 % Wcinek Ctyf dalSich aktivnich ingredienci na 92,3 %. Stejné mnozstvi /0,01 %
hmotn./ L-tryptofanu samotného, bez dal3ich &tyf slozek i slab& zvy3uje proliferaci bunék. Toto
jednoznaéné potvrzuje synergicky uginek.

Rozdil mezi u€inky kompozic, obsahujicich &tyfi aktivni slozky /piiklady 1,5,9,13a17/ a
kompozicemi, obsahujicimi pét aktivnich slozek /priklady 4, 8 12, 16 a 20/ v maximalnich zde
pouzitych mnozstvich /napt. v pfipadé L-tryptofanu 0,01 % hmotn./byl vyrazny ve viech
pfipadech /p < 0,01/, takze vSechny substance vyznamng zvy3uji Gi¢inky dal3ich éty¥ komponent.
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Tabulka 1

Vlivy pfipravkli podle vynélezu a jejich jednotlivych aktivnich slozek na Sp2/0-Agl4 buriky
mySiho myelomu

mnozstvi slozek vliv
v % hmotn.
znena
L-TRYP- [ 2-DEOXY- | ADE- | IBBLECTASKOR-| Na- |y postu
ol 8 {moran | RiBosa | NN |M  [goya  prdrogeny, el
| o KYSE- KYSELHI,{hlJ.CltaI Y
o] s LINA /107 x/
i b10f)
Q4 X
1 = 0,034 | 0,003 | 0,085 [ 0,007 [ 0,091 |15,9%1,2 | 26,9% 2.0
1] — — — — — — |59,1£3,2 [100,0
2 0,002 0,034 0,003 0,065 0,007 0,091 10,7+2.9 18,1 +48
2 | 0,002 — — — — — |61,7£3,0 |104,4+5,0
3 0006 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 6,0%1.4 | 10,124
3 | 0,006 — — — — — |62,6%2,0 |106,0+3,4
4 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 45203 | 7,7+0.6
4 | 0,010 — — — — — 63,02£3,4 [106,6+5,8
5 0,010 — 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 [14,8£0,4 | 25,1207
5| — — — — — — |59,1£3.2 |100,0
6 0,010 | 0,013 | 0,003 | 0,065 | 0,007 [ 0,001 |12,2£03 | 20,6206
6| — 0,013 — — —_ —  [59,3£2,3 |100,4 + 4,1
7 0,010 | 0,025 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 87408 | 148+13
7| — 0,025 — — — — |s9,8+1,2 |101,1£2,2
8 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 45203 | 7.7+06
8 | — 0,034 — — — — |590+32]999+539
9 0,010 | 0,034 — | 0,085 | 0,007 [ 0,091 [12,6%1,3 | 21,422,3
9| — — — — — — 59,132 |100,0
10 0,010 | 0,034 | 0,001 | 0,065 | 0,007 | 0,091 |101%1,8 | 171232
10| — — 0,001 | — — — |60,521,4 |102,4+2,5
11 0010 | 0,034 | 0,002 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 7,9%1,7 | 13,429
1] — — 0,002 | — — — |58,2:1,8 | 985+3,2
12 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 45:0,3 | 7.7t0.6
12| — _ 0,003 | — — — |586+1,5 | 991228
13 0,010 | 0,034 [ 0,003 [ — " 170007 | 0,007 |16,6%1,2 | 28,1221
13| — — — — — — 189,123,2 |100,0
14 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,013 | 0,007 | 0,024 [131222 | 22,2240
14| — — — Joo13| — — |58,7+2,1 [ 993+37
15 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,039 | 0,007 | 0,057 | 99411 | 167+20
15| — — — Jloo3s | — —  [60,4%1,7 [102,2+3,0
16 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 { 0,081 | 4503 7,7£0,6
16| — — — |o065 | — — 588125 | 995:4,5
17 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | — 0,084 [132+0,8 | 22,3+1,3
17] — — — — — — 59,1232 |100,0
18 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,003 | 0,087 |119£21 | 202237
18] — — — — | o003 — |s58,2+1,4 | 985225
19 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,005 [ 0,089 | 68220 | 11,6+3.5
19| — — — — | 0,005 —  |567:2,1 | 96,0£3,7
20 0,010 | 0,034 | 0,003 | 0,065 | 0,007 | 0,091 | 45:03 | 7,7+06
20 — — — — 0,007 — 56,326 | 952+4,8

-10-
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Synergicky uginek kompozic z ptikladd 1-20, obsahujicich pét aktivnich slozek je uveden na
obr. 1, kde mnozstvi Spti2/0—-Agl4 buné&k vyjadiena v procentech mnozstvi neo3etfenych bun€k
/mnozstvi neoietfenych bunék je 100 %/ jsou uvedena na vertikalni ose. Na horizontalni ose jsou
mnoZstvi vyjadfena v % hmotn. L-tryptofanu, 2—deoxy—D-ribosy, adeninu, kyseliny jable¢né a
kyseliny askorbové. Bilé sloupce pfedstavuji mnozstvi bunék vyjadfend v procentech mnozstvi
neosetienych bunék po 48 hodinach inkubace ze pouziti vy3e uvedenych substanci samotnych a
gerné sloupce predstavuji vysledky ziskané, jestlize se tyto pouZiji spole¢né s dal$imi Ctyfmi
aktivnimi slozkami. Zmény v riznych stupnich /v pfipadé L-tryptofanu i v opatném sméru/
v bilych a &ernych sloupcich se zvy3ujicimi se mnoZstvimi jednotlivych substanci potvrzuji
synergicky i¢inek a ¢erné sloupce demonstruji vliv kompozic na zabijeni tumorovych bunék.

Na zakladé ptikladt 21-37 ukazuje tabulka 2 jak se bude Cinek kompozice, obsahujici pét
aktivnich slozek zvySovat v pripadé Sp2/0-Agl4 bunék, jestlize se pfidaji dalSi slozky.
V tabulce 2 jsou mnoZstvi materidld vyjadfena v % hmotn. a nasobena 1000, takze &isla
v tabulce je tfeba &ist jako nasobena 107, naptiklad v ptikladu 21 v pfipadé L-tryptifanu
znamena &islo 6 6 x 107, tj. 0,006 % hmotn. Podminky v ptikladech byly stejné jako vy3e.

Podobng jako v tabulce 1 je moZno vidét z udaju v poslednich dvou sloupcich tabulky 2 /v poctu
av %/, Ze pouziti vySe uvedenych substanci samotnych ani jednou nemélo efekt snizovani
bunééné proliferace, navic se pti pisobeni L—fenylalaninu /kontrola 22/, L-argininu /kontrola
23/, L-histidinu /kontrola 24/ a riboflavinu /kontrola 29/ podet bunék ve srovnani s poctem
neosetienych bunék /kontrola 21/ i slab& zvysil. Je také ziejmé, ze stejné substance, jestlize se
pouziji ve stejnych mnoZzstvich, synergicky zvySuji u¢inek kompozice podle piikladu 21. Bez
potencujicich substanci byly G&inky v pfikladu 21, obsahujiciho pét aktivnich slozek ve viech
pfipadech vyrazn& mensi neZ spole¢né s jinymi slouCeninami.

Utinky kompozic z ptikladi 107-111, obsahujicich dvacet jedna aktivnich slozek a Gcinky
kompozic z ptikladti 102 az 106, obsahujicich pét aktivnich slozek, majicich stejnd mnoZstvi
b&Znych aktivnich slozek byly také porovnany. Na pomoc porovnani s nejcerstv€jSimi vysledky
byly také pouzity Sp2/0~Agl4 buiiky a experimentalni podminky byly jako dfive. Vysledky jsou
uvedeny na obr.2. Na vertikalni ose jsou uvedeny zmény v mnoZstvich bun€k vyjadrené
v procentech mnoZstvi neo3etfenych bunék. Na horizontélni ose jsou uvedeny zmé&ny vyjadiené
v % kompozice /zmény v mnozstvi aktivnich slozek/. Kompozice z prikladu 102, obsahujici p&t
aktivnich slozek je hodnocena jako 100 %. Tak 80 % kompozice z piikladu 103 obsahuje kazdou
slozku v mnozstvi 80 %. V pifipadech kompozic, obsahuji dvacet jednu aktivni slozku je
kompozice z ptikladu 107 hodnocena jako 100 %.

-11-



CZ 286633 B6

Tabulka 2
Vlivy pripravki podle vynalezu a jednotlivych aktivnich slozek na Sp2/0-Agl4 mysi myelomové
buiiky
mnozstvi slozek v $hmotn. .
vy (x10-3) Vi
PlK|L-|2-]A|J |L-|Na|L-{L-{L-|B|P |L-[L-]R |O
glofTio|D|A |5 Iy AlHlL]Y[M[T] 1 |X
sin|RIELE|B s |¥ [efr]i|o]r|e|Y]B |A |mna
KRYONEggEGSTITROLpoa-_u v %
AlLiTIiY-IN 2 Big |YIN[{INJO[I]S|L ¢ bunék
Plalolo-| | E [Lit|o] [x|o]ilalr
0]
Rl [(Kily IV ta|N]1 PININjV [
I ‘Sf £ g Lf{ N N1 I v | (x 10%
B ki 1A N| [N
0 Y {I |N K
S s.1¢ | Y.
. I S.
T N
A
N
21 61201213914 [54|-}-1-1-1-]-1- -1498+0,4| 67,0£0,6
2 -t -t - - 74,3£391100,0
22 6120{ 23914 |54 {41|-{-|-|-]-|-|-1- 30,4+1,41 4092%1,9
22\ - |- {-1-4-]-Jat]-4-1-1-l-]-]-1-]81,3230 109,440
23 612012 39|14 |33 - {44|-1-{-|-1|-|-1|- 338%1,1] 45415
281 - |- - -l-t-14af-0-1-1-1-1-1- 76,8£1,31103,4+1,8
24} 161201213914 (33| - |- (89[-|-|-|-|-|-|40,120,7| 5402009
24 - 1= -d-1-l-0-0-Bsl--1-1-1-]- 80,7+20]1087*27
25 612012139{4 |54|-{-|-(12]-|-|-]-1]- 31,221,7) 42022
25 - - - d-t--d-t-1-p2l-t-1-1-1- 74223| 99,931
26 61201239{4|54|-|-|-|-|10|-]|-1-1}- 339%1,2| 456%1,6
26 -1 - - -ttt -t-]-hof-1-1- - 67,6*1,6( 91,0x21
27 6120{2 3914152 -|-|-|-|-f11]-]-1|- 31,121,1] 41,815
27 -1 -1-1-1- ot -ni-1-1-1733%22,71 98,736
28 6120/2{38[4|54}-|-1-]- - [36] - |-1336%1,0 45,3%+1,3
280 -t - - b -t -- 038 - - 70511 949+15
29 612012 |39{4(54|-|-|-]- -1-104]-1249+2,1| 33,628
290 -f-1-1-V-1-1-1- - -1-10,4[-1769%1,7]103,5%x22
30 61201239j4|54}-|-|-|-]-t-1-1- l40 354+1,6] 476t22
30f - f-f-1-¥4-1-1-1|- si-i-1-] - ]401724£13] 97,4+1,7
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Tabulka 2 - pokracovani

Vlivy pkipravki podle vynalezu a jednotlivych aktivnich slozek na Sp2/0-Agl4 mysi myelomove
buriky

mnozstvi sloZek vliv
v % hmotn. (x10-3)
p |k
%gL-z-AJL-NaAD-D-N-RLO
Kk ko |T|D|D g Ay fTIMIGIB| T LR
LR RIE[E|IstY |P[AIL]EIB|P|O [y oaru
L ¢ D g
DLYONEER NJUu|N|lolo|T|bmsk v %
A [PiX]U|Elo]g [Na|N|K [Z|F|O], neoSatra-
TY—NER-G slololo|L X v nych bu-
olp- B|E {a&{s|s|Y]|s- A nék
F|R § o} 3 1 A|AlL|F §1x
all s |V g M|{G| |S.|Y]| (x10%)
Nig 1A L | Llo S.
o) K é N|Y|s
S Y c
aF > |
T
A N {7
N
21 620|2(39]4|54|-|-1-|-]|-|-]|-]498*04| 676%0,6
ety -b-1-1-1-1-1-1-i-1-1-1-1-1748%3,9}100,0
31 6120/2|39|4|54]1,5{ -} -|-|-|-1|-]275*0,5} 55311
31 --1-1-1-1-1158 -1-]-1-1-1-[{71,0x11] 95615
32 6{20{2139}4133| - |90} - | -|-}-}|-|245+09} 49,212
32 -f-{-{-1-}-]-loo)-l-t-}-f-|731£1,1} 98415
33 6[20|/2|39]4133] - | -|53{-|-|-]|-]|20,1+08| 40,3%1,1
33 - |-{-1-1-1-1-1-1{s8]-}-}f-]-|71,7x1,3] 965+18
34 620|239/ 4}54| -| -|-189|-|-|-[240%06]| 482%0,8
34 --1-t-J-1-1-1--ts9]-1-]-]|742%1,6] 99,821
35 612012 |39|4]54] - | -|-1}-|06]-|-]|16,3t0,5| 32,7%0,7
35/ - -|-t-{-t-{-|-}-})-fob6}-]-1735%+1,3{ 98,9+1,8
36 6[20{239|4i52|-|-|-}-]|-1to6] - |238+1,0f 47,8%1,3
36| -{-}-1-1- -l -1-1-1-1086] -1731%1,6] 98,421
37 6|20{2|39}4|54} -} -1-|-]-]-|17|26,4%+0,6| 53,1+0,8
37 - |- |--1-t-1-1-1-1-1-1-[17/70,0+13] 94217
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Pro vylouCeni moznosti, 7¢ naméfeny ulinek je vysledkem osmotického Gginku nebo
nespecifického preddvkovani Zivin nebo aminokyselinové nerovnovahy, byly také kontrolni
smési ptipraveny. Tyto kontrolni smési obsahuji substance, které v pfedchozich experimentech
se ukdzaly byt neiiRinné v PADS. SloZeni kontrolnich smési bylo uvedeno v souvislosti
s tabulkou 1. Ziskané vysledky z pokusi skompozicemi z prikladd 102 az106a107-111a
s kontrolnimi smé&smi jsou uvedeny na obr. 2, kde ¢4ra oznadena prazdnymi kruhy pfedstavuje
zménu v mnozstvich bun&k po 48 h inkubace v ptipadé kontrolnich smési, ara s plnymi krouzky
pfedstavuje zmény v pfipadé kompozic, obsahujicich pét aktivnich slozek z prikladd 102-106 a
Cara s prazdnymi trojihelniky predstavuje zmény v p¥ipadé kompozic obsahujicich dvacet jedna
aktivnich slozek zpfikladd 107-111. V pokusech provedenych na 100 % kompozicemi
z pfikladd 102 a 107 a uvedenych na obr. 2 byly jednotlivé aktivni slozky pouzity v takovych
mnozstvich, kterd neovliviiuji podstatng pocet bunék /jak je mozno vidét z vysledkil dfivéjsich
pokusii uvedenych v tabulce 1 a 2/. Z obr. 2 je mozno vidét, e tyto komponenty, jsou~li pouzity
spole¢né, maji vyznamny protinddorovy uéinek. Tato skute€nost znovu potvrzuje synergicky
zpisob plsobeni aktivnich ingredienci. Je také mozno zobr.2 vidét, ¥e kontrolni smési
nevykazuji jakykoliv podstatny vliv na po&et bungk. Na zakladé téchto pokusii je mozno
vylou¢it, Zze naméfené uginky jsou vysledkem osmotického efektu nebo nespecifického
predavkovani Zivin nebo aminokyselinové nerovnovahy.

Pro zajiSteni, zda partnerské ionty maji vliv na (i€¢inek kompozic, byly provedeny pokusy, kde K*
/ptiklad 38-67/ nebo Ca™ /ptiklady 68-97/ ionty byly pouzity misto Na® iontd. Neni zde Zadny
vyrazny rozdil mezi G¢inky kompozic, vyuzivajicich riizna partnerské ionty, ve skute¢nosti byly
vysledky pfesné stejné.

Byl hodnocen vliv 100 % kompozice z ptikladu 107 jako funkce &asu na Sp2/0-Agl4 buriky a
byl porovnan se 100 % kontrolni smési a s neo3etfenymi burikami. Experimentélni podminky
byly stejné jako v pfedchazejicich pokusech stim rozdilem, ¥e v tomto ptipadé byly buriky
spoCteny nejen po 48 hodinéch ale také po 6, 12, 24 a 36 h. Vysledky t&chto kinetickych pokusti
Jsou uvedeny na obr. 3. Na vertikdlni ose je uveden pocet bunék/ml. Na horizontalni ose je
uveden &as v hodinach. Céara s prazdnymi krouzky pfedstavuje zménu poctu bunék v pripads
neosetfenych bunék, ¢ara s plnymi krouzky predstavuje zménu v ptipadé kontrolni smési a &ara
s plnymi trojdhelnicky pfedstavuje zménu v ptipadé kompozic z ptikladu 107, obsahujicich
dvacet jedna aktivnich ingredienci jako funkci asu. Z obr. 3 je mozno vidét, ze zatimco
kontrolni smés neposkytuje zadny podstatny efekt na pocet bunek, protoZe se tento zvysuje
exponencialng scasem a tvar kfivky odpovidd tomu, Ze kfivka znazoriiuje proliferaci
neoSetfenych bunék, je kompozice podle vynalezu toxickd k tumorovym buiikim a vyvolava u
tumorovych bunék sniZeni jejich poétu s ¢asem. Kompozice podle vynalezu tak nejen inhibuje
bunénou proliferaci, ale ma i cytotoxicky aéinek. MnoZstvi aktivnich slozek ve vySe uvedené
kompozici, obsahujici dvacet jedna substanci byla zvolena tak, e nevyvolavaji zddny podstatny
efekt, jsou-li podavany oddélené. /Pfirozené toto je mnohem pravdivéjsi u 80 %, 60 % atd.
kompozic, kde jsou mnoZstvi aktivnich &inidel o 20 %, 40 % atd. men$i/. ProtoZe stejné
kompozice byly pouzity ve viech in vitro pokusech, potvrzuji vysledky ve vSech ptipadech
synergické plisobeni aktivnich komponent.

Vyse uvedené vysledky potvrzuji, ze efekt je vyvolan synergickym pisobenim substanci
vybranych podle zjisténi, které tvoti zaklad vynilezu. Dale tyto vysledky také potvrzuji, Ze
zjiSténi jsou spravna. ProtoZe se rizné rakovinové buiiky lidi od normalnich bungk v riznych
stupnich, rovnéz se od sebe li3i nejicinn&j$i kompozice proti rakovinovym buiikdm mezi sebou.
To znamend, Ze proti kazdému tumoru miize byt vybrana nejvice odpovidajici kompozice za
pouZiti synergického tumorové buiiky zabijeciho G&inku jako kriteria. Aviak pro prevenci nebo
tam, kde nebyl typ tumoru verifikovan nebo je nedostatek &asu je vyhodné pouziti obecné
kompozice, obsahujici dvacet jedna aktivnich slozek. V nasledujicich ptikladech bylo
hodnoceno, jak je obecny uéinek té&chto kompozic a jejich G&innost.
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Efekt kompozic z ptikladu 107-111, obsahujicich dvacet jedna aktivnich ingredienci na K-562
buriky lidské erythroleukemie byl hodnocen a srovnavan s efektem vy3e uvedené kontrolni
smési. Vysledky pokust jsou uvedeny na obr. 4. Stejné jako na obr. 2 jsou na vertikélni ose
uvedeny zmény mnozstvi bun&k vyjadfené v procentech mnoZstvi neo3etfenych bunék. Na
horizontalni ose jsou uvedeny zmény vyjadfené v procentech kompozice /zmény v mnoZstvich
aktivnich slozek/. Kfivka s prazdnymi krouzky pfedstavuje ucinky kontrolnich smési, zatimco
kfivka s plnymi krouzky predstavuje G¢inky pfipravki, obsahujicich dvacet jedna aktivnich
slozek. Z obr. 4 je zfejmé, ze kompozice podle vynalezu maji vyznamny U€inek i pfi zabijeni
tumorovych bunék v ptipadé K562 bunék.

Dale byl hodnocen vliv kompozic podle prikladi 107-111, obsahujicich dvacet jedna aktivnich
slozek, v ptipadé HeLa bunék lidského epitheloidniho karcinomu a Hep-2 bunék lidského
epidermoidniho karcinomu hrtanu ve srovnani s vlivem kontrolni smési. Tento pokus je nezbytny
pro zndzoméni toho, Ze pfedchozi vysledky jsou obecné a nezivislé na ulincich pouZzitého
média, suspenzni metodg, s¢itani a detekci. Piezivajici HeLa, Hep—2 a Vero buiiky byly méfeny
hodnocenim aktivity endogenni alkalické fosfatazy buné&k. Struéné, po inkubalni periodé byly
neadherované buriky /prevazné pokozené/ odstranény promytim. Potom bylo do kazdé jamky
piiddno 150 pg substratu alkalické fosfatazy /4-nitrofenylfosfat, Sigma tablety ¢. 111-112
rozpousténého ve 150 pl Eerstvého 10 % diethanolaminového pufru /pH 9,8/. Plotny byly
inkubovany pfi 30 °C az absorbance v ptipadé neoSetfenych bun¢k dosahla asi 1. Reakce byla
ukongena ptidavkem 50 pl 3M NaOh do kazdé jamky. Absorbance byla naméfena pfi 405 nm
pomoci Dynatech ELISA ¢te¢ky. Zakladni hodnoty byly odecteny z kazdého Cteni. vysledky
jsou uvedeny na obr. 5 /v ptipadé Hep—2 bun&k/. Podobné¢ jako na obr. 2a 4 na obou obr. jsou na
vertikalnich osidch uvedeny zmény v poltech bunék vyjadiené v procentech mnozstvi
neoSetfenych bunék. Zmé&na v poétu bun&k vtéchto pripadech byla detegovana méfenim
extinkce. Horizontdlni osa ukazuje zmény vyjadiené v % kompozice /zmény v mnoZstvich
aktivnich slozek/. Na obou obr. 5 a 6 kiivky s prazdnymi krouzky pfedstavuji u¢inky kontrolnich
smési, zatimco kfivky s plnymi krouzky ptedstavuji G¢inky kompozic z prikladi 107 az 111,
obsahujicich dvacet jedna aktivnich slozek. Z obrazku je zfejmé, ze kompozice jsou u€inné proti
line* rezistentni k u¢inkiim prostfedi /(American Type Culture Collection Catalogue of Cell
Lines and Hybridomas, S.vyd., str. 15-16 /1 985//.

Podle teoretickych zakladl vynalezu pasobi kompozice selektivné pouze na rakovinové buiiky.
Pro dalsi potvrzeni tohoto konstatovani byl také hodnocen vliv kompozic z ptikladi 107-111,
obsahujicich dvacet jedna aktivnich ingredienci a kontrolnich smési na normalni buné¢nou linii
bunék ledvin Vero African opic. Vysledky jsou uvedena na obr. 7. Na vertikélni ose je uvedena
zména mnozstvi bunék vyjadfena v procentech mnozstvi bun€k k neoSetfenym bufikim. Na
horizontélni ose jsou uvedeny zmény vyjadiené v % kompozic /zmény v mnoZstvich aktivnich
slozek/. Ktivka s prazdnymi krouzky predstavuje uUcinek kontrolnich smési zatimco kfivka
s plnymi krouzky pfedstavuje u¢inky kompozic z pfikladu 107-111, obsahujicich dvacet jedna
aktivnich sloZek. Z obr. 7 je zifejmé, Ze kompozice podle vyndlezu neprojevuji cytotoxické
G¢inky na normalni Vero bunééné linii, protoze G¢inek 100 % kompozice z piikladu 107 na
proliferaci by byl, vyjadten graficky proti ¢asu, stejny jako je uveden na obr.3 v pfipadé
kontrolnich smé&si. Vero je rychle prolifujici buné¢na linie /American Type Cultur Collection
Catalogue of Cell Lines and Hybridomas, 5.vyd., str. 4546 /1 985//, a tento pokus potvrzuje, Ze
narozdil od cytostatik, je kompozice podle vynalezu netoxicka pro viechny rychle proliferujici
buriky, ale selektivn& ovliviiuje pouze tumorové buriky. Na zékladé vy3e uvedenych vysledki
mohou byt kompozice podle vynalezu hodnoceny jako antineoplastické a ne jako cytotoxické

ptipravky.

Pro ovéfeni in vivo G&innosti kompozice podle vynalezu byly také provedeny farmakologické
pokusy. Béhem t&chto pokusi byly vzdy pouzity pokusné metody a podminky popsané ve
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v&decké literatuie. Pokusy byly provedeny s Sp2/0-Ag14 buiikami. Pro pokusy byly pouzity 5-6
tydnd staré samice BALB/c my3i. Pokusy byly provadény na dvou skupinach po 10 mysich
kazdd. Lp. bylo mysi injektovino 5.10° Sp2/0-Agl4 bungk suspendovanych ve 200 pl
nekompletniho RPMI 1 640 média. Den injekce byl oznaden jako 0.den pokusu. Pocet bunék
nutny pro pokus byl stanoven testem tumorogenicity. OSetfeni zvifat zapocalo 24 h po injekci
bunek /toto byl prvni den pokusu/ a pokradovalo 10 nasledujicich dni. Kontrolni skupina byla
injektovéna i.p. 200 'ul PBS /fosfatem pufrovany salinicky roztok/ pti kazdém oetieni, zatimco
osetfena skupina byla i.p. injektovana stejnym objemem kompozice z piikladu 112, obsahujici
dvacet jedna aktivnich slozek.

Nejucinné&j3i zpisob oetreni byl kontinualni infuze, udrzujici koncentraci komponent kompozice
na znaéné vysoké hladin€. Pro obtize pfi praktickém provedeni bylo pouzito ptiblizné
kontinuélni, periodické o3etfeni, tj. zvifata byla osetfovana Sestkrat denné. Vysledky pokusi jsou
uvedeny na obr. 8. Na horizontalni ose je uveden po&et dntl uplynulych od zahajeni pokusu. Na
vertikalni ose jsou uvedeny hodnoty % pfeZivajicich, tj. poget mysi Zivych dany den. 10 my3i tak
znamena 100 % a 8 mysi 80 %. Bilé sloupce pfedstavuji preZivajici odetiené mysi, Gerné sloupce
totéZz u neoSetfenych my3i. Zobr.8 je mozno vidét Ze napf. 16. den neprezila zadna
z neoSetfovanych mysi a viechny mysi o3etfené jests zily. Viechny neosetiené my3i zemfiely po
16 dnech, z o3etfenych pouze jedna 25.den. Je zfejmé, Ze diky oSetieni doslo k vyznamnému
zvySeni preziti. Priméma doba peziti byla 21 dnd u oSetfené skupiny a 14 dnd u skupiny
neosetiené. Hodnota T/C % vypoétena z téchto primérnych dob preziti /150 %/ je tak vysoka, ze
kriteriem G¢innosti je 125 %. Podle literatury na zakladé této hodnoty miize byt ptipravek podle
vynalezu hodnocen jako piipravek se silnym protitumorovym ti¢inkem vi¢i dané bun&éné linii.

Za Ucelem potvrzeni, Ze doba preziti je vysledkem toxického u&inku kompozice z pfikladu 112
na tumorové buiiky a ne silného robora¢niho Gginku, byl proveden dalsi pokus. 10~10 my3i bylo
oSetfeno stejnym zplsobem. po 10 dnech o3ettovani byly buiiky odstranény z abdominalnich
dutin  obou skupin my$i a spolteny. rozdil mezi prumémym poétem bunék
/5,55x10°a 5,95 x 107/ Jje vyznamny /p < 0,001/ a potvrzuje in vivo G&innost kompozice podle
vynalezu.

Pro potvrzeni G¢innosti pripravku podle vynélezu a pro vylougeni moznosti, Ze vysledky jsou
pouze nésledkem lokalniho efektu /buiiky byly v abdominalni duting a oSetfeny i.p./, byl
proveden dal$i pokus s vrozenym imunitnim deficitem /bez thymu/ /holé/ mysi injektovanymi
s.c. s lidskymi pevnymi tumory. pro pokus byly pouzity He—La buiiky a 68 tydnt staré samice
BALB/c /nu/nu/ mysi. 5 x 10° bungk bylo injektovéno s.c. do zadnich kon&etin mysi. Osetieni
zapotalo s kompozici z ptikladu 112, kdyz velikost tumort dosahla primémého objemu 50 mm’.
Postup oetfeni, doba oetfeni a roztoky /pfiklad 112/, pouzité pro lédeni byly stejné jako
v pedchozim farmakologickém pokuse. Velikost tumort: /(délka /L/, $itka (W), vyska (H) byly
méfeny dvakrat digitdlnimi posuvnymi meéfitky /Mitutoyo, Inc. Tokyo, Japonsko/. Objemy
tumorti /vypoctené podle rovnice LWH/2/ a také relativni objemy tumort V/V/Eur.J.Cancer.
Clin.Oncol,, 21, 1 253—1 260/1 988//, kde V, je aktualni objem tumoru a Vj je objem tumoru na
zatatku 1€Cby se vypogitaji. Vysledky jsou shrnuty na obr. 9. Na vertikalni ose Jje uveden priamér
hodnot V/V, a na horizontélni ose dny od pogatku lé&by. K¥ivky s prazdnymi krouzky
predstavuji zvétSeni relativniho objemu tumoru po pogatku 1é&by v piipadé kontrolni mysi a
krivky s plnymi krouZky predstavuji totéz v ptipadé oSetfenych zvifat. Z obr. 9 je mozno vidét,
Ze léCba pusobi pokles ristu tumoru. Napfiklad v pripadé kontrolni mysi se objem tumoru
zvy3uje behem 16,5 dne devétkrat, zatimco v pripadé oetfené mysi bylo pro devitinasobny rst
zapotiebi 33 dnii. T/C % se také spoctou z Vi/V; hodnot o3etiené a kontrolni skupiny. Hodnoty
T/C% byly ve viech ptipadech pod 42 %, coz je pfijatelné jako kriterium G&innosti
/Europ.J.Cancer, 17, 129-142 /1 981//. Pokus ukézal, e op&t maji piipravky podle vynalezu
vyznamny protinddorovy ulinek. Vysledky jsou zvast& slibné proto, Ze pro technické problémy
bylo oSetfeni vzdéleno od optimalniho postupu a maxima tolerovatelné davky a e stejna 1é¢ba
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v klinickych podminkach by méla probihat G¢inn&j3i /delsi doba 1éCby, trvalé plisobeni napf.
infuzi atd./.

Zména télesné hmotnosti béhem 1é¢by je dobra a obecné se uziva index k charakteristice toxicity
lé¢by; hmotnost zvifat byla proto méfena béhem vyse uvedenych pokusi. Podle literatury,
jestlize se télesna hmotnost snizuje o 10-15%, je ptipravek povazovan za toxicky
/Eur.J.Cancer.Clin.Oncol., 21,1253-1260/1988//. V naSem pokuse byla zména télesné
hmotnosti 5,9 % +4,1 % v pfipadé kontrolni skupiny a —6,6 +3,9% v piipadé oSetiené
skupiny. Neni zde zadny vyznamny rozdil mezi dvéma skupinami a to znamena, Ze ptipravek
podle vynalezu nema zadné toxické vedlejsi uéinky.

Pro potvrzeni preventivni pouZitelnosti kompozice podle vyndlezu byly 2-2 skupiny
BALB/c mysi /10 mysi na skupinu/ o$etfeny takovym zplisobem, Ze potrava osetfovanych zvifat
byla smisena v poméru 1:1 kompozicemi z pfiklada 113-121 a zvitata byla krmena od libitum. 5
dnii po zapoéeti 1é¢by bylo i.p. inokulovano 1x10* Sp2/0-Agl4 bunék obéma skupinam zvitat.
Lécba pokracovala 100 dni. Mysi krmené 1-1 smési kompozic z prikladd 113 az 121 a normalni
potravou nevykazovaly zfejmy i.p. tumorovy rast kdyz byly usmrceny 100 dnil po injekci bunék.
Ve stejné dobé se doba prezZiti kontrolnich zvifat v riznych experimentalnich skupinich
pohybuje od 21 do 26 dnti po injekci Sp2/0-Agl14 bunék.

V zavislosti na davce a zplisobu lécby mohou byt kompozice podle vynalezu pouzity pro
prevenci rakovinovych chorob, pro inhibici vyvoje tumoru v pfipadé AIDS a organové
transplantace, pro zabranéni tvorby metastaz a pro podpirnou, kombinovanou a pfimou terapii
pacientl s tumory.

Hlavni nevyhody kompozic podle vynalezu jsou nasledujici:

a/ Pouziti adekvatniho davkovani kompozic mize byt pouzito pro prevenci rakovinovych chorob,
pro inhibici tvorby tumoru v pfipadé AIDS a transplantaci, pro zabranéni tvorby metastaz a pro a
pro pfimou, podptirnou nebo kombinovanou terapii a oSetfovani rakovinovych chorob.

b/ Nejsou toxické. Pokusy s toxicitou, zaloZzené na méfeni ztraty télesné hmotnosti zvirat
potvrzuji, Ze kompozice nejsou toxické. podle literarnich udaji je toxicita jednotlivych slozek
kompozic velmi nizka a i tato toxicita se snizuje, jestlize se tyto substance pouZzivaji spolecné.
Mimoto primati toleruji tyto substance lépe neZ mala zvifata pouzivana pro stanoveni hodnot
toxicity. jestlize se vezmou v uvahu vSechny tyto skuteCnosti je mozno konstatovat, Ze
kompozice mohou byt hodnoceny jako netoxicke.

¢/ Nemaji, nebo maji jen nepatrné vedlejsi G¢inky. Uréitad pozorovani vedlejSich a¢inkd slozek
byla u¢inéna téméf u viech z nich /s vyjimkou 2-deoxy-D-ribosy/, které byly pouzity v urcitych
typech terapii /v protirakovinové terapii pouze kyselina askorbova/ nebo jako dopln&k potravy.
podle pozorovani u¢inénych v téchto aplikacich je zcela jasné, ze kompozice prakticky nemaji
zadné vedlejsi Gcinky.

d/ Jsou selektivni. Selektivita je potvrzena pokusy, které ukazuji, Ze kompozice toxické pro riizné
rakovinové buiiky nejsou toxické pro normalni Vero buiiky a pro experimentalni zvifata nebo pro
jejich normdlni builky. Tato selektivita je zvySena skutecnosti, Zze je zde mnohem vice
normalnich bunék nez bunék rakovinovych a posledné uvedené buiiky akumuluji slozky
kompozic, zatimco v pfipadé normélnich bunék je jejich pfijem regulovan.

e/ Mohou byt pouZity v Sirokém rozsahu, jejich ainky jsou obecné. Ukinky kompozic byly

hodnoceny v pfipadé¢ myS$iho myelomu /Sp2/0-Agl4/, lidské erytholeukemie /K-562/, lidského
epitheloidniho karcinomu cervixu /HeLa/ a lidského epidermoidniho karcinomu hltanu /Hep-2/
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buné&nych linii. tyto buriky pfedstavuji Siroké spektrum, protoZe zahrnuji jak lidské, tak zvifeci
tumory a i z lidskych tumort jsou zastoupeny leukemie a dva velmi pevné tumory. Ziskany
vysledek z pokusit s témito buné¢nymi liniemi podporuje vyse uvedené hodnoceni, ze kompozice
maji obecné G¢inky a mohou byt §iroce vyuZzivany.

f/ Mohou byt pfipraveny bez obtizi. Slozky kompozic jsou slozky s nizkou molekulovou
hmotnosti a jsou snadno dostupné, takze kompozice je mozno snadno pfipravit.

g/ Jsou rozpustné ve vodeé a tak snadno davkovatelné.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky pripravek pro prevenci a 1é¢bu rakovinovych chorob, vyznaéujici se
tim, Ze obsahuje alespori tfi aktivni slou€eniny, vyskytujici se pfirozené v obéhovém systému:
alespornt jednu aminokyselinu, alespofi jeden vitamin a alespoil jeden ¢len vybrany ze skupiny,
zahrnujici adenin, 2—deoxy—D-ribosu, D-mannosu, D—glukosamin, kyselinu jable¢nou, kyselinu
oxaloctovou, adenosin trifosfat a/nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli s tou podminkou, Ze
Jjestlize ptipravek obsahuje vedle aminokyseliny pouze kyselinu jable¢nou a vitamin, vitaminem
mize byt pouze jiny vitamin neZ kyselina askorbova.

2. Pripravek podle naroku 1, vyzmacdujici se tim, Ze obsahuje vedle aktivnich
slou€enin také nosice, fedidla a/nebo jina pomocna ¢inidla béZné pouzivana ve farmacii.

3. Ptipravek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze aminokyselinou je L-
methionin, L-tryptofan, L-tyrosin, L—fenylalanin, L-arginin, L-histidin, N-benzoylglycin
a/nebo jejich soli.

4. Pripravek podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze vitaminem je d-biotin,
pyridoxin, riboflavin, riboflavin—5'—fosfat, kyselina L-askorbova, kyselina lipoové, kyselina
orotova a/nebo jejich sil.

S. Piipravek podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze obsahuje L-tryptofan, kyselinu
L-askorbovou a alespori jeden Elen vybrany ze skupiny, zahrnujici adenin, 2—deoxy—D-ribosu,
D—glukosamin a/nebo jejich farmaceuticky pfijatelné sole.

6. Pripravek podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje L-arginin,
riboflavin—5"—fosfat a alespori jeden ¢len vybrany ze skupiny, zahmujici D—-mannosu, kyselinu
jable¢nou, adenosin trifosfat a/nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

7. Ptipravek podle ndroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje 0,002 az 70 % hmotn.
alesponi jednoho ¢lena vybraného ze skupiny, zahmujici L-methionin, L~tryptofan, L—tyrosin,
L—-fenylalanin, L—arginin, L-histidin, N-benzoylglycin a/nebo jejich sole jako aminokyseliny,
0,0004 az 80 % hmotn. alespori jednoho ¢lena vybraného ze skupiny, zahrnujici d-biotin,
pyridoxin, riboflavin, riboflavin—5°—fosfat, kyselinu L-askorbovou, kyselinu lipoovou, kyselinu
orotovou a nebo jejich soli jako vitamin a 0,003 az 80 % hmotn. alespoii jednoho ¢&lena
vybraného ze skupiny, zahmujici adenin, 2-deoxy—D-ribosu, D-mannosu, D-glukosamin,
kyselinu jableCnou, kyselinu oxaloctovou, adenosin trifosfat a/nebo jejich farmaceuticky
ptijatelné sole.

5 vykrest
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Obr. 3
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Cbr. 7
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