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Piipravek pro lécbu ¢i profylaxi infekci zplisobenych flaviviry, zejména virem kliStové
encefalitidy

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka oblasti zdravotnictvi, konkrétné piipravku pro 1é¢bu ¢i profylaxi infekei
zpusobenych flaviviry, zejména virem kli§tové encefalitidy.

Dosavadni stav techniky

Flavivirové infekce jsou v soucasnosti vyznamnym zdravotnickym rizikem a jsou pivodcem
zavaznych onemocnéni pfedevsim centralniho nervového systému. Mezi ptivodce téchto infekci
se Tadi viry, jako jsou virus klistové encefalitidy, virus horecky zadpadniho Nilu, Dengue virus,
virus Zika a dal$i. Pro nékteré viry jsou aktudln€ dostupné vakciny, které jsou ale relativné drahé
a proto také je proockovanost populace dostateéné vysoka jen v nékterych statech. U vétSiny
populace vystavené pienaSectim téchto vird, jako jsou komati ¢i klistata, je ale proo¢kovanost
nizkd az nulova. U mnoha jinych flavivirovych infekci ale vakciny dosud nejsou dostupné,
ptikladem je virus Zika, ktery je piivodcem celosvétové epidemie. Obecné lze také fici, ze pro
tyto infekce nemame dostupna antivirotika, které by bylo mozné pouzit pii 1€Cbé.

Klistova encefalitida je infekéni virové onemocnéni napadajici mozek a mozkové blany.
Relativné ucinnou prevenci klistové encefalitidy je ockovani, jelikoz se vSak klistova
encefalitida vyskytuje v fadé typti a ockovani nebyvaji komplexni, je tieba zvolit ockovaci latku
postihujici rizika dané oblasti, napft. sttedni Evropy. Oc¢kovani proti konkrétnim typtim poskytuje
i ¢éastecnou imunitu proti sérologicky pfibuznym typim, ale tato poucka neplati zcela obecné.
Ockovani se doporucuje u lidi pracujicich v rizikovych profesich ¢i zabyvajicich se rizikovymi
¢innostmi jako jsou napf. tabory v pfirodé€. Jedinou lécbu klistové encefalitidy predstavuje
podpiirna 1écba, tedy vitaminy a léky tlumici sekundarni projevy nemoci a klid na lizku. U
zavaznych piipadt se podava interferon. Interferony jsou skupinou cytokind hrajici dtlezitou roli
v regulacich imunitniho systému, bunécné proliferace a diferenciace. Jedna se o glykoproteiny
produkované predev§im bunkami imunitniho systému, ale i jinymi bunéénymi typy jako jsou
napiiklad fibroblasty. Jejich syntéza je vyvolana patogennimi, nadorovymi ¢i mitogennimi
podnéty. Existuji tii skupiny interferontl, pficemz vSechny interferony se do urcité miry podileji
na antivirové odpoveédi imunitniho systému a svym pisobenim na buiikky v nich vyvolavaji
antivirovy stav.

Dals$i z moznosti pfi 1écbé flavivirovych onemocnéni je vyuziti latek ze skupiny stilbend,
zejména resveratrolu. Resveratrol neboli trans—3,4',5-trihydroxystilben je ptirodni antioxidant,
polyfenol a derivat stilbenu vyskytujici se v téle nékterych rostlin. Mezi strukturni analogy
resveratrolu fadime piceid ¢i viniferiny. Tyto biosynteticky ptibuzné slou¢eniny resveratrolu jsou
syntetizovany v listech a bobulich vinné révy. Piceid ptedstavuje glykosidovou formu
resveratrolu, viniferiny predstavuji oligomery resveratrolu. Vyuziti resveratrolu a jeho derivati
jako antivirotickych latek bylo popsano jak pro viry obecné, tak pro jeden z flavivirt, a to pro
virus hepatitidy C. Nevyhoda piipravki obsahujicich jako Géinnou latku resveratrol, piipadné
jeho derivaty, nebo interferon spociva v tom, ze neposkytuje dostatecné vysledky pii profylaxi ¢i
1écbe flavivirovych infekei, zejména klistové encefalitidy.

Ukolem technického feSeni je proto vytvofeni piipravku pro 1é¢bu & profylaxi infekei
zpusobenych flaviviry, zejména virem klistové encefalitidy, ktery by odstraiioval vyse uvedené
nedostatky, ktery by ucinné pusobil pii profylaxi a 1é¢be klistové encefalitidy s potencialem
vyuziti i u jinych flavivirovych infekef.
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Podstata technického feSeni

VysSe uvedené nedostatky odstrafiuje piipravek pro 1écbu ¢i profylaxi infekei zptsobenych
flaviviry, zejména virem klistové encefalitidy. Podstata technického feSeni spociva v tom, ze
ptipravek obsahuje resveratrol nebo jeho derivat o koncentraci v rozmezi 5 pg/ml az 500 pg/ml,
interferon B o koncentraci v rozmezi 5 000 IU/ml az 750 000 IU/ml a zbytek do 100 % hmotn.
tvofi polarni rozpoustédlo. Mezinarodni jednotka se zkratkou IU z anglického International Unit
je mérna jednotka pro mnozstvi i¢inné latky, zalozena nikoli na hmotnosti, nybrz na naméreném
biologickém ptisobeni nebo uc¢inku. Tato kombinace latek piedstavuji moznost Uc€inné
antivirotické terapie u infekci virem klistové encefalitidy, s potencidlem vyuziti i u jinych
flavivirovych infekci, jako je napt. virus Dengue ¢i virus Zika.

Ve vyhodném provedeni je derivat resveratrolu piceid o koncentraci v rozmezi 25 pg/ml az
250 pg/ml. Vjiném vyhodném provedeni je derivat resveratrolu viniferin o koncentraci
v rozmezi 25 pg/ml az 250 pg/ml. Tyto koncentrace zajistuji dostatecné mnozstvi uc¢inné latky
Vv pripravku, které nédsledné piisobi na virus klistové encefalitidy.

Pro rozpusténi resveratrolu v pfipravku je vyuzito polarni rozpoustédlo na bazi dimethylsulfoxidu
neboli DMSO ve smési s fosfatovym pufrem a/nebo vodou. Dimethylsufoxid je aprotické polarni
rozpoustédlo, které rozpousti polarni i nepolarni slouCeniny a je misitelné se Sirokou Skalou
organickych rozpoustédel i s vodou. Dimethylsufoxid tedy zaji§tuje rozpusténi resveratrolu pro
naslednou vhodnou aplikac¢ni formu ptipravku.

Resveratrol nebo jeho derivat a/mebo interferon B a/nebo dimethylsulfoxid jsou pouzity pro
ptipravu piipravku o &istoté alespon 95 %. Uginné latky lze vyuzit bud’ komerén& dostupné, kde
je zajisténa a deklarovana vysoka Cistota, kterd je pro ptipravu piipravku vyzadovana, pfipadné je
mozné izolovat ucinné latky z ptirodnich zdrojl. Resveratrol a jeho derivaty piceid a viniferin lze
extrahovat z rostlinného materialu rizného ptivodu, dokonce i z odpadniho rostlinného materialu.
Je mozna také jejich syntéza, coZ znamena moznost dostatecné produkce, at’ uz ptirodnich, anebo
uméle vytvofenych pfipravkd. Lidské interferony se vyrabéji jako rekombinantni proteiny
s naslednou purifikaci umoziujici jejich pouziti v medicing.

Vyhody ptipravku pro 1écbu ¢i profylaxi infekci zptisobenych flaviviry, zejména virem klistove
encefalitidy, podle tohoto technického feSeni spocivaji zejména v tom, Ze U¢inné plsobi proti
flavivirovym infekcim, nebot’ kombinace G¢innych latek resveratrolu a interferonu f umocnuje
jejich pfirozené ucinky proti flavivirovym infekcim, které jsou u kazdé ucinné latky zvlast
znamé. Vzhledem K tomu, ze u klistové encefalitidy neexistuje specificka antiviroticka 1é¢ba,
specialni kombinace resveratrolu a interferonu B v pfipravku podle tohoto technického feseni
zajistuje unikdtni moznost vyuziti u infekci zptisobenych flaviviry, zejména u viru klistove
encefalitidy

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Pripravek pro lécbu ¢i profylaxi infekei zplsobenych flaviviry, zejména virem klistové
encefalitidy podle tohoto technického feSeni obsahuje u¢innou latku resveratrol nebo jeho
derivaty piceid ¢i viniferin, déale interferon P a dimethylsufoxid ve fosfatovém pufru neboli
DMSO v PBS.

Pfiprava zasobnich roztokl t¢innych latek
Zasobni roztok resveratrolu se piipravi jako 0,05 az 5 pg/g vahy sledovaného zvitete,

s koncentraci v 5 ug/ml az 500 pg/ml. Zasobni roztok viniferinu se pfipravi jako 5 az 50 pg/g
vahy sledovaného zvifete s koncentraci v rozmezi 25 ug/ml az 250 pug/ml. Zasobni roztok piceidu
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se pripravi jako 5 az 50 pg/g vahy sledovaného zvifete s koncentraci v rozmezi 25 ug/ml az
250 ug/ml. Zasobni roztok interferonu B se pfipravi cca 50 TU/g az 500 1U/g (international unit -
mezindrodni jednotka) s koncentraci v rozmezi 5 000 IU/ml az 750 000 IU/ml. Zéasobni roztok
dimetylsulfoxidu neboli DMSO se pfipravi v mnozstvi 1,5625 % hmotn.

Priklad 1

Pro pfipravu ptipravku bylo pouzito 12,5 pg piceidu /g vahy testované mysi a 6 000 |U
interferonu f /g vahy testované mysi rozpusténé v 1,5625 % DMSO v PBS podany profylakticky,
tedy den pied infekci virem klistové encefalitidy.

Ptipravek prodlouzil stfedni dobu zivota testovanych mysi o tfi dny, kdy v kontrolni skuping
zvifata hynula 8. az 11. den po infekei, zatimco zvitata po podani piipravku hynula 10. az 14. den
po infekci.

Priklad 2

Pro piipravu piipravku bylo pouzito 12,5 pg resveratrolu /g vahy testované mysi a 6 000 1U
interferonu P /g vahy testované mysi rozpusténé v 1,5625 % DMSO v PBS podany profylakticky,
tedy den pied infekci virem klistové encefalitidy.

Pripravek prodlouzil stfedni dobu Zivota testovanych mysi o tfi dny, kdy v kontrolni skupiné
zvirata hynula 8. az 11. den po infekci, zatimco zvifata po podani ptipravku hynula 10. az 13. den
po infekci.

Priklad 3

Pro ptipravu pfipravku bylo pouzito 12,5 pg viniferinu /g vahy testované mysi a 6 000 IU
interferonu B /g vahy testované mysi rozpusténé v 1,5625 % DMSO v PBS podany profylakticky,
tedy den pied infekci virem klistové encefalitidy.

Pripravek prodlouzil stfedni dobu zivota testovanych mysi o tii dny, kdy v kontrolni skupiné
zvitata hynula 8. az 11. den po infekci, zatimco zvifata po podani ptipravku hynula 11. az 13. den
po infekci.

Experimentalni ovéfeni:

Prislusna kombinace ucinnych latek v pfipravku byla v davce pfepoétena na hmotnost zvitete,
tedy laboratorni mysi. Kombinace tcinnych latek byla piipravena v objemu 200 pl a sterilné
filtrovana, nasledné byl takto vytvoteny piipravek v dané davce subkutanné aplikovan. V ptipadé
profylaktického podani byla mys o den pozdéji infikovana virem klisStové encefalitidy v davce
1000 pfu/myS neboli virové Castice schopné tvofit plaky = plaque-forming units. V ptipadé
souCasného podani byla do pfipravku ke smési zkoumanych ucCinnych latek piidana infekéni
davka viru klistové encefalitidy a spolecné subkutdnné aplikovéana.

Mysi byly chované v chovnych podminkdch za IVC neboli ,,individually ventilated cages‘
podminek s pouzitim sterilizované podestylky i potravy a sterilni vody. Jejich zdravotni stav byl
kontrolovan dvakrat denné a zaznamenavan, tedy zda je sledovanad my$ zdrava, apaticka,
paralyzovana ¢i mrtva.

U pokusnych mysi az do 8. dne po infekci nedochdzelo k imrtnim ani jinym projeviim infekce. 8.
a 9. den po infekci dochazelo k imrtim kontrolnich mysi (infekce virem klistové encefalitidy bez
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aplikace jednoho ze zkoumanych piipravkll), u mysi, kterym byly aplikované zkoumané
piipravky k imrtim nedochdzelo, v tomto obdobi se u nékolika mysi objevovaly pouze projevy
infekce jako apatie a paralyza, pfevazné u skupiny, které byla aplikovana kombinace resveratrolu
s interferonem.

11. den po infekci doslo k umrti posledni mysi z kontrolni skupiny; v tento den bylo nazivu 63 %
mys$i ze skupiny s aplikovanou kombinaci resveratrol + interferon a viniferin + interferon a 88 %
mysi ze skupiny s aplikaci piceid + interferon.

den po infekci 7 8 9 10 11 12 13 14
PBS + DMSO 100% 88% 38% 13% 0% 0% 0% 0%
resveratrol +

interferon 100% 100% | 100% 5% 63% 38% 0% 0%
piceid +

interferon 100% 100% | 100% 88% 88% 25% 25% 0%
viniferin +

interferon 100% | 100% | 100% | 100% 63% 38% 13% 0%

Prumyslova vyuzitelnost

Ptipravek pro lécbu ¢i profylaxi infekci zptsobenych flaviviry, zejména virem klistove
encefalitidy podle tohoto technického feseni Ize vyuzit jako antiviroticky prostfedek nejen proti
viru klistové encefalitidy, ale i jinych flavivirovych infekci.

NAROKY NA OCHRANU

1. Ptipravek pro 1écbu ¢i profylaxi infekci zptisobenych flaviviry, zejména virem klistove
encefalitidy, vyznacujici se tim, Ze obsahuje resveratrol nebo jeho derivat o koncentraci
vrozmezi 5 pg/ml az 500 pg/ml, interferon B o koncentraci v rozmezi 5 000 IU/ml az
750 000 IU/ml a zbytek do 100 % hmotn. tvofi polarni rozpoustédlo.

2. Piipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze derivat resveratrolu je piceid
0 koncentraci v rozmezi 25 pg/ml az 250 pg/ml.

3. Piipravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze derivat resveratrolu je viniferin
0 koncentraci v rozmezi 25 pg/ml az 250 pg/ml.

4. Pripravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze polarni rozpoustédlo je tvofeno
smési dimethylsulfoxidu a fosfatového pufru a/nebo vody.

5. Ptipravek podle nekterého z narokd 1 az 3, vyznacujici se tim, ze resveratrol nebo jeho
derivat a/nebo interferon B a/nebo dimethylsulfoxid jsou o ¢istoté alespon 95 %.

Konec dokumentu
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