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Fenolické dihydrobenzofuranové derivaty, 1é¢ebné a kosmetické pripravky obsahujici tyto
derivaty a jejich pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tyka fenolickych sloucenin na bazi dihydrobenzofuranovych derivati a jejich pouziti v
kosmetickych a 1écebnych aplikacich.

Dosavadni stav techniky

Zubni plak je pevna a houZevnata usazenina bakterii ustni dutiny. Kalcifikace (mineralizace)
zubniho plaku vede k zubnimu kameni. Tvorba zubniho kamene zavisi na pritomnosti plaku. Plak
se tvoii a roste na povrchu zubt, zejména v cervikélnich a mezizubnich oblastech a prasklinach, a
také na zubnich vyplnich, korunach, mostech a protézach. Plak je hlavni pfic¢inou zubniho kazu,
plak a zubni kdmen jsou pfic¢inou zanétlivé destrukce gingivalnich a periodontalnich struktur
podporujicich zub (periodontitida).

Pro sniZeni tvorby plaku a vyslednych chorob zptisobenych plakem bylo navrzeno mnoho riiznych
chemickych ¢inidel. Mechanické odstranéni plaku je béznou soucasti Gstni hygieny, ale primérné
Cisténi zubl vede pouze k c¢astecnému odstranéni plaku. Proto je indikovano dalsi pouziti
chemickych antibakterialnich latek inhibujicich tvorbu plaku v nepfistupnych oblastech ustni
dutiny. Takovymi germicidy jsou mezi jinymi fenolické slouCeniny, halogenované bis-fenoly
(napt. Hexachlorofen), organické slouceniny rtuti, hydroxychinolin, jodované estery
hydroxybenzoovych kyselin, chloramin T a povrchové aktivni slouceniny (detergenty). Tyto
germicidy jsou vynikajici laboratorni dezinfekéni prostiedky, ale relativné S§patné inhibitory plaku
in vivo na rozdil od kationtovych organickych antibakteridlnich ¢inidel, napt. vodorozpustné soli
cetylpyridinia, kvartérnich amoniovych bazi (naptf. benzalkoniumchlorid), alkylamini (napf.
fluorid N,N,N'-tris-(2-hydroxyethyl)-N'-oktadecyl-1,3-diaminopropan) a kationtové amidiny, napf.
ve vodé rozpustné soli chlorhexidinti, jako je Hibitane, Alexidin a Vantocil.

Utinek tstnich vod pouZivanych denn& a obsahujicich cetylpyridiniumchlorid (Carter, HG,
Barnes, GP, J Prev Dent 2, 10, 1975; Ciancio, SG a kol., ] Dent Res 54 A, abstrakt 585, 1975),
cetylpyridiniumchlorid a kvartérni amoniovou bdzi (Domiphen bromid) (Barnes, GP a kol.
J Periodontol 47, 419, 1976) nebo samotny benzethoniumchlorid (Volpe, AR a kol. J Dent Res 48,
832, 1969) na tvorbu plaku je ve srovnani s amidiny relativné mirny. To je zfejmé pfi srovnani
ustnich vod obsahujicich chlorhexidin diglukonat s jinymi antibakteridlnimi ustnimi vodami
(Gjermo, P. a kol., J Periodont Res 5, 102, 1970; Miihlemann, HR a kol., Helv Odont Acta 17, 89,
1973), v¢etné hexetidinu (Bergenholtz, A., Hanstrom, L., Community Dent Oral Epidemiol 2, 70,
1974). Bohuzel, vyplachy tst amidiny rychle vytvoii kosmeticky nepiijatelné hnédé zabarveni
zubt (Flotra, L. a kol. Scand J Dent Res 79, 119, 1971). Bylo také zjisténo, Ze kationtové detergenty
a amidiny drazdi Gstni sliznici, i kdyz jsou pouzity v oplachovacich roztocich v doporucenych
terapeutickych koncentracich (Flotra, L., J Periodont Res 8, Supp. 12, 41, 1973).

Podstata vynalezu

Cilem tohoto vynalezu je poskytnout fenolické derivaty pro léceni periodontalniho onemocnéni a
prevenci zubniho kazu po dobu dostate¢nou k odstranéni, usmrceni nebo inhibici ristu patogenti
zpusobujicich periodontalni onemocnéni a zubni kaz. Tyto dihydrobenzofuranové derivaty jsou
urceny pro pouziti k 1é¢bé onemocnéni zubii vyvolanych periodontalnimi bakteriemi a zvySenym
oxida¢nim stresem.

Tento vynalez se tyka fenolickych dihydrobenzofuranovych derivati obecného vzorce I,
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kde
R! je vybran ze skupiny zahrnujici methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl a allyl;
R? je vybran ze skupiny zahrnujici methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl a allyl;
R3 je vybran ze skupiny zahrnujici H, C1-C8 alkyl a C2-C7 alkenyl;
R*, R’jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici H, hydroxy a C1-C8 alkoxy,
RS je vybran ze skupiny zahrnujici H, hydroxy, C1-C8 alkyl, C1-C8 alkoxy a C2-C7 alkenyl.

Latky vzorce I mohou byt opticky aktivni. Vzorec I zahrnuje tyto latky ve formé racematt, ve
formé opticky aktivnich izomert, i ve formeé libovolnych smési opticky aktivnich izomert.

V tomto kontextu, a pokud neni specifikovano jinak dle bezprostfedniho kontextu, maji obecné
skupiny substituentti nasledujici vyznamy:

alkyl znamena rozvétveny ¢i nerozvétveny alkylovy fetézec obsahujici 1 az 8 atomt uhliku, s
vyhodou je alkyl vybran ze skupiny obsahujici methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, isobutyl,
pentyl, isopentyl, hexyl, isohexyl;

alkenyl znamena rozvétveny ¢i nerozvétveny alkenylovy fetézec obsahujici 2 az 7 uhlikd, s
vyhodou je alkenyl vybran ze skupiny obsahujici vinyl, allyl, 1-propenyl, 1-methylethenyl, but-1
az 3-enyl, pent-1 az 4-enyl, isopentenyl, hex-1 az 5-enyl, hept-1 az 6-enyl;

alkoxy znamena -O-R,, kde R, je definovan vyse, s vyhodou je vybran ze skupiny zahrnujici
methoxy, ethoxy, propoxy, butoxy, pentoxy;

hydroxy znamena -OH.

Ve vyhodném provedeni jsou derivaty vzorce I vybrany ze skupiny sestavajici z
dihydrobenzofuranovych derivati vzorce I, kde R' je methyl, ethyl, n-propyl, nebo isopropyl, R?
je methyl, ethyl, n-propyl, nebo isopropyl, R* je vodik, methyl nebo ethyl, R* je vodik, methoxy
nebo ethoxy, R? je vodik, methoxy nebo ethoxy, a R je vodik, methoxy nebo ethoxy.

Ve vyhodném provedeni jsou dihydrobenzofuranové derivaty vzorce I vybrany ze skupiny
zahrnujici:  methyl  (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat;  methyl  (25,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-
((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (25,35)-2-(4-
hydroxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat;

ethyl (2R,3R)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-
3-karboxylat;  ethyl  (25,35)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-
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dihydrobenzofuran-3-karboxylat; methyl (2R,3R)-5-((£)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-
hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; methyl (2S5,35)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-
1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; methyl  (2R,3R)-2-(4-
hydroxyfenyl)-5-((E)-3-0x0-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat;
methyl (25,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-ox0-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-0x0-3-propoxyprop-
-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (2S,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-oxo-
3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2R,3R)-2-(4-
hydroxyfenyl)-5-((£)-3-0x0-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat;
propyl (25,3SR)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-0x0-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2R,3R)-5-((£)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-
hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2S,35)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-
1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2R,3R)-2-(4-
hydroxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat;
propyl (25,3S5)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-isopropoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2S5,3S5)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-
((E)-3-isopropoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (2R,3R)-2-
(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-isopropoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-
karboxylat; ethyl (28S,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-isopropoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; methyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-isopropoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; methyl (2S5,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-
((E)-3-isopropoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3--dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl
(2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-0x0-3--propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-
karboxylat; isopropyl (25,3S)-2-(4--hydroxyfenyl)-5-((£)-3-oxo-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (2R,3R)-5-((£)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-
hydroxyfenyl)-2,3--dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (25,35)-5-((E)-3-ethoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4--hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (2R,3R)-
2-(4-hydroxyfenyl)-5--((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-
karboxylat; isopropyl (28S,35)-2--(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-isopropoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3--dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (2S5,3S5)-2-(4-hydroxyfenyl)-
5-((E)-3-isopropoxy-3--oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat, methyl (E)-7-
hydroxy-2-(4--hydroxyfenyl)-5-(3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-
karboxylat, methyl (E£)-2-(4-ethoxyfenyl)-5-(3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3- karboxylat.

Nejvyhodnéjsi dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I jsou vybrané ze skupiny
zahrnujici: methyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat;  ethyl  (2R,3R)-5-((£)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-
hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; propyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-
0x0-3-propoxyprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; isopropyl (2R,3R)-2-(4-
hydroxyfenyl)-5-((£)-3-isopropoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat;
methyl (2R,3R)-2-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat;  methyl  (2R,3R)-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-5-((E)-3-
methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat.

Predmétem vyndalezu jsou dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I pro pouziti pro
inhibici ristu mikroorganismi ustni dutiny a inhibici tvorby plaku na zubech a zubnich nahradach,
a tim pro zlepSeni ustni hygieny a soucasné potlaceni zanétu dasni (gingivitidy).

Dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I 1ze pouzit pro Gplnou inhibici ristu plaku, aniz
by doslo k podrazdéni Gstni sliznice a k obarveni zubt.
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Predmétem vynalezu jsou dale dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I pro inhibici ristu
nebo pro usmrceni bakterii v ustni dutin€ (¢lovéka ¢i zvitete), pficemz se poda terapeuticky ucinné
mnozstvi dihydrobenzofuranového derivatu obecného vzorce I do ustni dutiny po dobu
dostatecnou pro efektivni eradikaci uvedenych bakterii.

V dalsim provedeni tento vynalez také poskytuje dihydrobenzofuranové derivaty obecného
vzorce I pro prevenci nebo léCeni onemocnéni zptisobeného bakteridlni infekci podavanim
ucinného mnozstvi modulatoru bakterialniho riistu vzorce 1.

Tento vynalez dale poskytuje dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I pro inhibici ristu
nebo pro usmrceni bakterii, kde uvedené bakterie jsou vybrdny ze skupiny obsahujici
Porphyromonas gingivalis, Strep. mutans, Strep. pyogenes, Bacteroides species, Actinobacillus
action mycetemcomitons, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens, Peptostreptoloccus micros, Selenomonas sp., Eubacterium sp.,
Streptococcus species, Spirochetes treponema denticola, a Treponema pallidum.

Slouceniny vzorce I 1ze podavat ve formé zubni pasty obsahujici dihydrobenzofuranové derivaty
obecného vzorce I pro 1é¢bu periodontalniho onemocnéni a prevenci zubniho kazu, kde se zubni
pasta aplikuje na zuby a dasné€ ¢loveéka nebo zvitete po dobu dostate¢nou k odstranéni, usmrceni
nebo inhibici ristu patogenti zptisobujicich onemocnéni parodontu nebo zubni kaz.

Slouceniny vzorce I lze poddvat ve formé& zubni pasty nebo ustni vody obsahujici terapeuticky
ucinné mnozstvi jednoho nebo vice novych dihydrobenzofuranovych derivatl vzorce I a alespon
jednu pomocnou latku. Zubni pasta nebo Ustni voda jsou zejména vhodné pro inhibici riistu nebo
proeradikaci patogent v ustni dutiné lidi a zvifat.

Pfedmétem vynalezu jsou dale dihydrobenzofuranové derivaty obecného vzorce I pro pouziti pro
antiseptické oSetfeni Ustni dutiny, pro inhibici zanét Ustni sliznice a/nebo pro deodoraci ustni
dutiny.

Farmaceutické a kosmetické kompozice

Vhodné cesty pro systémovou aplikaci jsou oralni, inhala¢ni, topické, injekéni (intravazalni,
intramuskularni, subkutanni), bukalni, sublingualni a nasalni. Pro terapii onemocnéni skalpu a kiize
jsou vhodnou lékovou formou roztoky, krémy a masti. Pro osetfeni dutiny ustni jsou vhodnou
lékovou formou ustni vody, zubni pasty, zvykacky a roztoky.

Farmaceuticky nebo kosmeticky ptipravek obsahuje od 1 do 95 % aktivni latky, pficemz
jednorazové davky obsahuji pfednostné od 20 do 90 % aktivni latky a pfi zptsobech aplikace, které
nejsou jednorazové, obsahuji prednostné od 5 do 20 % aktivni latky. Jednotkové davkové formy
jsou, napt. potahované tablety, tablety, ampule, lahvicky nebo tobolky. Jiné formy aplikace jsou,
napt. masti, krémy, pasty, pény, tinktury, rténky, kapky, spreje, disperze atd. Ptikladem jsou
tobolky obsahujici od 0,05 g do 1,0 g aktivni latky.

Farmaceutické ptipravky podle predlozeného vynalezu jsou piipravovany znamym zplsobem,
napt. béznym michanim, granulaci, potahovanim, rozpoustécimi nebo lyofilizacnimi procesy.

Prednostné jsou pouzivany roztoky aktivnich latek a dale také suspenze nebo disperze, obzvlaste
izotonické vodné roztoky, suspenze nebo disperze, které mohou byt pfipraveny pred pouzitim,
napf. v ptipad¢ lyofilizovanych preparati obsahujicich aktivni latku samotnou nebo s nosi¢em jako
je mannitol. Farmaceutické ptipravky mohou byt sterilizovany a/nebo obsahuji excipienty, napf.
konzervacni piipravky, stabilizatory, zvlh¢ovadla a/nebo emulgatory, rozpoustéci ¢inidla, soli pro
regulaci osmotického tlaku a/nebo pufry. Jsou pfipravovany zndmym zptsobem, napt. béznym
rozpous§ténim nebo lyofilizaci. Zminéné roztoky nebo suspense mohou obsahovat latky zvySujici
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viskozitu, jako napt. sodnou sil karboxymethylceluldozy, dextran, polyvinylpyrrolidon nebo
Zelatinu.

Olejové suspense obsahuji jako olejovou slozku rostlinné, syntetické nebo semisyntetické oleje
obvyklé pro injekcni ucely. Oleje, které zde mohou byt zminény, jsou obzvlaste kapalné estery
mastnych kyselin, které obsahuji jako kyselou slozku mastnou kyselinu s dlouhym fetézcem
majicim 8 az 22, s vyhodou pak 12 az 22 uhlikovych atomt, napt. kyselinu laurovou, tridekanovou,
myristovou, pentadekanovou, palmitovou, margarovou, stearovou, arachidonovou a behenovou,
nebo odpovidajici nenasycené kyseliny, napf. kyselinu olejovou, alaidikovou, eurikovou,
brasidovou a linoleovou, pfipadné s pridavkem antioxidantl, napf. vitaminu E, beta-karotenu nebo
3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluenu. Alkoholova slozka téchto ester mastnych kyselin nema vice
nez 6 uhlikovych atomt a je mono- nebo polyhydrickd, napt. mono-, di- nebo trihydrické alkoholy
jako metanol, etanol, propanol, butanol nebo pentanol a jejich isomery, ale hlavné glykol a
glycerol. Estery mastnych kyselin jsou s vyhodou, napf. ethyloleat, isopropylmyristat,
isopropylpalmitat, ,Labrafil M 2375“ (polyoxyethylenglyceroltrioleat, Gattefoseé, Pafiz),
»Labrafil M 1944 CS* (nenasycené polyglykolované glyceridy ptipravené alkoholyzou oleje z
merunkovych jader a slozené z glyceridi a esterd polyethylenglykolu; Gattefose¢, Patiz),
,Labrasol“ (nasycené polyglykolované glyceridy pfipravené alkoholyzou TCM a slozené z
glyceridli a esterti polyethylenglykolu; Gattefoseé, Patiz) a/nebo ,,Miglyol 812 (triglycerid
nasycenych mastnych kyselin s délkou fetézce Cs az Ci» od Hills AG, Némecko) a zvlaste rostlinné
oleje jako bavlnikovy olej, mandlovy olej, olivovy olej, ricinovy olej, sezamovy olej, sdjovy olej a
zejména olej z podzemnice olejné.

Priprava injekcniho pfipravku se provadi za sterilnich podminek obvyklym zplsobem, napf.
plnénim do ampuli nebo lahvicek a uzaviranim obald.

Napt. farmaceutické ptipravky pro oralni pouziti se mohou ziskat smichanim aktivni latky s jednim
nebo vice tuhymi nosici, pfipadnou granulaci vysledné smési, a pokud je to pozadovano,
zpracovanim smési nebo granuli do tablet nebo potahovanych tablet pfidavkem dalSich neutralnich
latek. Vhodné nosice jsou obzvlasté plnidla jako cukry, napt. laktéza, sachar6za, mannitol nebo
sorbitol, celulozové preparaty a/nebo fosfore¢nany vapniku, s vyhodou fosforecnan vapenaty nebo
hydrogenfosfore¢nan vapenaty, dale pojiva jako skroby, s vyhodou kukuti¢ny, pSeni¢ny, ryzovy
nebo bramborovy Skrob, methylceluloza, hydroxypropylmethylceluléza, sodna stl
karboxymethylcelulozy a/nebo polyvinylpyrrolidin, a/nebo pokud pozadovano desintegratory jako
vySe zminéné Skroby a dale karboxymethylovy Skrob, zesitény polyvinylpyrrolidin, alginova
kyselina a jeji soli, s vyhodou alginat sodny. Dalsi neutralni latky jsou regulatory toku a lubrikanty,
s vyhodou kyselina salicylova, talek, kyselina stearova a jeji soli jako stearat hofec¢naty a/nebo
vapenaty, polyethylenglykol nebo jeho derivaty.

Jadra potahovanych tablet mohou byt potazena vhodnymi potahy, které mohou byt odolné vici
zaludec¢ni §t'ave, pricemz pouzivané potahy jsou mezi jinymi koncentrované roztoky cukri, které
mohou obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidin, polyethylenglykol a/nebo oxid
titanicity, dale potahovaci roztoky ve vhodnych organickych rozpoustédlech nebo smésich
celulozovych preparatd jako acetylcelulozaftalat nebo hydroxypropylmethylcelulozaftalat.
Barviva nebo pigmenty jsou pfimichavany do tablet nebo potahovanych tablet napf. pro
identifikaci nebo charakterizaci riznych davek a¢inné slozky.

Farmaceutické pfipravky, které mohou byt uzivany oralné, jsou také tvrdé tobolky ze zelatiny nebo
mékké uzaviené tobolky ze Zelatiny a zmékcovadla jako glycerol nebo sorbitol. Tvrdé tobolky
mohou obsahovat aktivni latku ve formé& granuli, smichanou napt. s plnidly jako je kukufi¢ny
skrob, pojivy nebo lubrikanty jako talek nebo stearat hotfecnaty, a se stabilizatory. V méekkych
tobolkach je aktivni latka pfednostné rozpusSténa nebo suspendovédna ve vhodnych kapalnych
latkach neutralni povahy jako mazaci tuk, parafinovy olej nebo kapalny polyethylenglykol ¢i estery
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mastnych kyselin a ethylen nebo propylenglykolu, pfi¢emz je také mozno piidat stabilizatory a
detergenty, napf. typu esteri polyethylen sorbitanovych mastnych kyselin.

Dalsi formy oralniho podavani jsou napf. sirupy pripravované béznym zptisobem, které obsahuji
aktivni slozku, napf. v suspendované formé a v koncentraci okolo 5 az 20 %, ptednostné okolo
10 % nebo podobné koncentrace, kterda umoziiuje vhodnou individualni davku, napt. kdyz je
mefeno 5 nebo 10 ml. Ostatni formy jsou napt. praskové nebo kapalné koncentraty pro pfipravu
koktejlt, napt. v mléce. Takovéto koncentraty mohou byt také baleny v mnozstvi odpovidajicim
jednotkové davce.

Ptipravky vhodné pro parenterdlni podéani jsou vodné roztoky aktivni slozky ve formé rozpustné
ve vode, napt. ve vode rozpustna stil nebo vodna injekéni suspenze, ktera obsahuje latky zvysujici
viskozitu, napt. sodnou siil karboxymethylcelulozy, sorbitol a/nebo dextran, a stabilizatory tam kde
je to vhodné. Aktivni latka mtize byt také pritomna ve formée lyofilizatu spolecné s excipienty kde
je to vhodné a mtze byt rozpusténa pied parenteralni aplikaci pfidanim vhodnych rozpoustédel.
Roztoky, které jsou pouzity pro parenteralni aplikaci, mohou byt pouZity, napf. i pro infuzni
roztoky. Preferovana konzervovadla jsou s vyhodou antioxidanty jako kyselina askorbova, nebo
mikrobicidy kyselina sorbova ¢i benzoova.

Masti jsou emulze oleje ve vodeé, které obsahuji ne vice nez 70 %, ale piednostné 20 az 50 % vody
nebo vodné faze. Tukovou fazi tvori zejména uhlovodiky, napt. vazelina, parafinovy olej nebo
tvrdé parafiny, které prednostné obsahuji vhodné hydroxyslouceniny jako mastné alkoholy a jejich
estery, napt. cetylalkohol, nebo alkoholy lanolinu, s vyhodou lanolin pro zlepseni kapacity pro
vazani vody. Emulgatory jsou odpovidajici lipofilni slouceniny jako sorbitanové estery mastnych
kyselin (Spany), s vyhodou sorbitanoleat nebo sorbitanisostearat. Aditiva k vodné fazi jsou napf.
smacedla jako polyalkoholy, napt. glycerol, propylenglykol, sorbitol a/nebo polyethylenglykol,
nebo konzervacni prostiedky ¢i piijemné vonici latky.

Mastné masti jsou nevodné a obsahuji jako bazi hlavné uhlovodiky, napt. parafin, vazelinu nebo
parafinovy olej, a dale pfirodni nebo semisyntetické tuky, napf. hydrogenované kokosové
triglyceridy mastnych kyselin nebo, s vyhodou, hydrogenované oleje, napi. hydrogenovany
ricinovy olej nebo olej z podzemnice olejné, a dale Castecné glycerolové estery mastnych kyselin,
napt. glycerol mono- a/nebo distearat. Dale obsahuji napt. mastné alkoholy, emulgatory a/nebo
aditiva zminéna v souvislosti s mastmi, ktera zvysuji ptijem vody.

Krémy jsou emulze oleje ve vod¢, které obsahuji vice nez 50 % vody. Pouzivané olejové baze jsou
zejména mastné alkoholy, napf. lauryl, cetyl nebo starylalkoholy, mastné kyseliny, naptiklad
palmitova nebo stearova kyselina, kapalné a pevné vosky, naptiklad isopropylmyristat, lanolin
nebo vceli vosk, a/nebo uhlovodiky, naptiklad vazelina (petrolatum) nebo parafinovy ole;.
Emulgatory jsou povrchové aktivni slou¢eniny s pievazné hydrofilnimi vlastnostmi, jako jsou
odpovidajici neiontové emulgatory, napi. estery mastnych kyselin polyalkoholi nebo jejich
ethylenoxy adukty, napt. estery polyglycerickych mastnych kyselin nebo polyethylen sorbitanové
estery (Tween), dale polyoxyethylenové estery mastnych alkoholti nebo polyoxyethylenové estery
mastnych kyselin, nebo odpovidajici iontové emulgatory, jako alkalické soli sulfatii mastnych
alkoholti, s vyhodou laurylsulfat sodny, cetylsulfat sodny nebo stearylsulfat sodny, které jsou
obvykle pouzivany v pfitomnosti mastnych alkoholli, napf. cetylstearylalkoholu nebo
stearylalkoholu. Aditiva k vodné fazi jsou mimo jiné ¢inidla, ktera chrani krémy pred vyschnutim,
napf. polyalkoholy jako glycerol, sorbitol, propylenglykol a polyethylenglykol, a dale konzervacni
¢inidla a pfijemné vonici latky.

Pasty jsou krémy nebo masti obsahujici praskové slozky absorbujici sekreci jako jsou oxidy kovi,
napf. oxidy titanu nebo oxid zinecnaty, a dale talek ¢i silikaty hliniku, které maji za kol vézat
pfitomnou vlhkost nebo sekreci.
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V ur¢itych provedenich formulace obsahuji alespon jednu zédkladni slozku a aktivni slozku
ptiblizné s 98,5% az 99% Cistotu). Vyhodné rozmezi koncentrace fenolové slouceniny ve
formulacich zubni pasty je od asi 1% do asi 40%. Jedna nebo vice zékladnich slozek pouzitych ve
formulaci zubni pasty zahrnuje ty, které se obvykle nachézeji v béznych zubnich pastach, a proto
mnozstvi a typy takovych zakladnich slozek jsou zndmé odbornikiim v oboru. Pfiklady zakladnich
slozek zahrnuji, ale nejsou na né¢ omezeny, (a) sorbitol, polyol, ktery funguje jako
zvlh¢ovadlo/sladidlo; b) voda, kterd funguje jako fedidlo; (c) oxid kiemicity (napt. ZEODENT,
prodavany firmou Huber Corp.), ktery funguje jako brusivo, které pomaha odstraniovat ¢éstice ze
zub; (d) glycerin, ktery také slouzi jako zvlhcovadlo; (e) povrchové aktivni latky, jako je napiiklad
laurylsulfat sodny nebo Polysorbat 20; (f) pojiva a viskozitni €inidla, jako je CEKOL celulézova
guma, xanthanovd guma; a (g) konzervacni latky, jako je napiiklad benzoat sodny a
methylparabeny. Mohou byt také pouzita aromaticka a barvici ¢inidla (nebo bélidla, jako je oxid
titani€ity). Zatimco identifikované zakladni slozky mohou byt skute¢né pouzity v predkladaném
vynalezu, mohou byt pouzity jiné zékladni komponenty obvykle pouzivané ve formulacich zubnich
past, nyni zndmych nebo pozdéji objevenych, aniz by doslo k odchyleni se od rozsahu a ducha
predkladaného vynalezu.

Formulace zubni pasty s vyhodou déle obsahuje farmaceuticky pftijatelnou slouceninu vapniku,
vyhodné¢ Cisty vapnik a/nebo farmaceuticky pfijatelnou slouceninu hoiciku, jako je fosfore¢nan
hotecnaty, pro podporu silnéjsich zubti. Vyhodné zubni pasta ptipravky obsahuji od asi 18 % do
asi 22 % procent limonenu. Vyhodné procentni mnozstvi vapniku v rozmezi od asi 1,25 % do asi
1,50 %. Vyhodné procentni mnoZzstvi rozmezi fosforecnan horecnaty od asi 1,25 % do asi 1,50 %.

Formulace ustni vody pro intenzivni ¢iSténi Ustni dutiny a podle vynalezu tcinné pti léceni
bakteridlnich infekci v tstech (nebo pfi inhibici rlstu bakterii zodpovédnych za takové infekce)
zahrnuji aktivni slozku obsahujici fenolickou slouc¢eninu obecného vzorce I, s vyhodou vysoce

vvvvv

zakladnich slozek bézné pouzivanych ve formulacich tstni vody.

Priklady zakladnich sloZzek zahrnuji (a) sorbitol; (b) polyethylenglykol (napt. PEG 6) jako nosi¢ a
povrchove aktivni latku; (c) polysorbat (povrchové aktivni latka); (d) voda (fedidlo); a (e)
aromatizaéni ¢inidla (napft. sukral6za). Vyhodna formulace obsahuje (a) od asi 15 % do asi 25 %
sorbitolu, (b) od asi 10 % do asi 20 % polyethylenglykolu, (c¢) od asi 2,5 % do asi 7,5 % polysorbatu
20, (d) od asi 2,5 % do asi 15 % d-limonenu, (e) od asi 45 % do asi 65 % vody, (f) od asi 0,2 % do
asi 0,5 % sukralozy a asi 1,0 % az 2,0 % Belwood Wintergreen. Podévani ustni vody podle
vynalezu je podobné béznym tstnim vodam (tj. asi 30 ml umisténych v ustech a asi 30 sekund pred
vyplivnutim); podana davka a Cas v Ustech se v§ak mohou liSit podle potieby.

Pény jsou aplikovany z tlakovych nadob a jsou to kapalné emulze oleje ve vodé v aerosolové formé,
pticemz jako hnaci plyny jsou pouZzivany halogenované uhlovodiky, jako polyhalogenované
alkany, napt. dichlorfluormethan a dichlortetrafluorethan, nebo prednostné nehalogenované plynné
uhlovodiky, vzduch, N>O ¢i oxid uhli¢ity. Pouzivané olejové faze jsou stejné jako pro masti a
krémy a také jsou pouzivana aditiva tam zminéna.

Tinktury a roztoky obvykle obsahuji vodné-ethanolickou bazi, ke které jsou pfimichana
zvlhéovadla pro snizeni odpafovani, jako jsou polyalkoholy, napt. glycerol, glykoly a/nebo
polyethylenglykol, dale promazavadla jako estery mastnych kyselin a niz§ich polyethylenglykold,
tj. lipofilni latky rozpustné ve vodné smési nahrazujici tukové latky odstranéné z kiize etanolem, a
pokud je to nutné, i ostatni excipienty a aditiva.

Tento vynalez dale poskytuje veterinarni ptipravky obsahujici nejméné jednu aktivni slozku
spolecné s veterindrnim nosi¢em. Veterinarni nosice jsou materialy pro aplikaci ptipravku a mohou
to byt latky pevné, kapalné nebo plynné, které jsou inertni nebo ptijatelné ve veterinarni mediciné
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a jsou kompatibilni s aktivni slozkou. Tyto veterinarni pfipravky mohou byt podavany oralné,
parenteralné nebo jakoukoli jinou pozadovanou cestou.

Vynalez se také vztahuje na procesy nebo metody pro 1é¢eni nemoci zminénych vyse. Latky mohou
byt podavany profylakticky nebo terapeuticky jako takové nebo ve formée farmaceutickych
pripravkl, pfednostné¢ v mnozstvi, které¢ je efektivni proti zminénym nemocem, pfiCemz u
teplokrevnych zivoc¢ichli, napt. Cloveéka, vyzadujiciho takovéto osetieni, je latka pouzivana
zejména ve formée farmaceutického piipravku. Na télesnou hmotnost okolo 70 kg je aplikovana
denni davka latky okolo 0,1 az 5 g, s vyhodou 0,5 az 2 g.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Nasledujici ptiklady slouzi k demonstraci vynalezu a nikterak nedokumentuji rozsah vynalezu.
Paklize neni uvedeno jinak, vS§echna procentudlni zastoupeni a mnozstvi se vztahuji k hmotnostem
danych latek.

Vychozi latky mohou byt ziskany z komer¢nich zdrojii (Sigma, Aldrich, Fluka, Merck, etc.) nebo
mohou byt pfipraveny nize uvedenymi postupy.

Tenkovrstva chromatografie byla provedena na Silica 60 F»s4 deskach (Merck) s vyuzitim smési
CHCIl3/MeOH jako mobilni faze. Skvrny odpovidajici jednotlivym latkdm byly detekovany pomoci
UV svétla (254 a 365 nm) anebo roztokem obsahujicim 6% vanillinu v absolutnim EtOH s 1 %
H,SO4. Purifikace pomoci sloupcové chromatografie byla provedena na sorbentu Davisil 40-63
mikronti (Grace Davision). Elementdlni analyza byla provedena pomoci Flash EA 1112
analyzatoru (Thermo Scientific).

Chromatografickd cistota a molekularni hmotnost pfipravenych latek byla uréena pomoci
separacniho modulu Alliance 2695 (Waters) pfipojeného paralelné¢ s DAD detektorem PDA 996
(Waters) a Q-Tof micro (Waters) benchtop quadrupole orthogonal acceleration time-of-flight
tandem hmotnostnim spektrometrem. Vzorky byly rozpustény v DMSO a nasledn¢ zfedény na
koncentraci 10 pg/ml ptimo ve smési kapalin vyuzivanych jako pocatecni mobilni faze. Vzorky
(10 ul) byly nasledné nasttiknuty na RP-kolonu (kolonu s obracenou fazi) Symmetry C18 (150 mm
x 2,1 mm x 3,5 um, Waters) a déleny pfi prutoku 0,2 ml/min nasledujicim binarnim gradientem:
0 min, 10% B; 0 az 24 min, linedrni gradient do 90% B, nasledovany 10 min isokratickou eluci
pomoci 90% B. Po ukonceni gradientu byla kolona re-ekvilibrovana do ptvodnich podminek.
15 mM roztok kyseliny mravenci byl upraven na pH 4,0 pomoci hydroxidu amonného, a tato smés
byla pouzita jako roztok (A); methanol byl pouzit pro rozpusténi organické slozky (rozpoustédlo
B). Eluent byl vpraven do DAD (skenovany rozsah 210 az 400 nm, s 1,2 nm rozliSenim) a ESI
zdroj (teplota zdroje 110 °C, napéti na kapilafe +3,0 kV, napéti na hrotu +20 V, desolvatacni teplota
250 °C). Dusik byl pouzit jako desolvata¢ni plyn (500 1/h) a plyn na hrotu (50 1/h). Naméfena data
byla ziskana v pozitivnim (ESI+) ionizaénim modu a rozpéti 50 az 1000 m/z. 'H a '*C NMR spektra
byla méfena pomoci Jeol ECA-500 NMR pfistroje, ktery pracuje pfi frekvenci 500 MHz ('H) a
126 MHz (*C) nebo pomoci piistroje Bruker Avance pracujiciho pfi frekvenci 300 MHz ('H) a
75 MHz (*C). Vzorky pro méfeni byly pfipraveny rozpusténim dané substance v chloroformu-d a
naméfené chemické posuny byly kalibrovany viaci piku rezidualniho nedeuterovaného
rozpoustédla CHCIs (7,27 ppm pro proton) anebo vii¢i rozpoustédlu chloroformu-d (77,23 ppm pro
uhlik).

Priklad 1 Methyl (2R, 3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((E)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2, 3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat (sloucenina 1 v tab. 1)
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Methylkumarat (20 g, 112 mmol, 0,5 ekv.) byl rozpustén ve smési CH,Cl,/CHCls (56 + 504 ml;
1/9 (V/V); 0,2M vUci esteru) a vysledna smes byla michana pii teploté mistnosti (RT) po dobu
5min. Ve druhé reak¢éni naddobé byl rozpustén Ki[Fe(CN)¢] (87 g, 270 mmol, 1,2 ekv.) v
nasyceném vodném roztoku NaHCOs (560 ml, 0,2M vuci esteru). Vysledny homogenni hnédy
roztok byl umistén v ptikapavaci nalevce a cela smés byla v pribéhu 1 h rovnomérné prikapana do
roztoku methylkumaratu. Vysledna smés byla michana po dobu 48 h nez byla organicka vrstva
oddestilovana za snizeného tlaku.

Vysledna vodna faze byla extrahovana pomoci ethylacetatu (EtOAc) (4x 500 ml) a spojené
organické vrstvy byly promyty solankou (500 ml). Vysledna organicka vrstva byla filtrovana pies
Celite®, filtrat byl suSen and Na,SOs zahustén na rotacni vakuové odparce (RVO). Odparek
(22,05 g) byl nasledné ¢istén pomoci kolonové chromatografie (SiO; hexan:EtOAc = 4:1—2:1) a
poskytl 3,79 g (19 %,; Cistota 98+%) vysSe zminéné latky.

Zluta pevna latka, chemicky vzorec: CaoH 506, vytézek (%): 19, trans/cis = 21:1.

HPLC-UV/VIS retencni cas, Cistota (min., %): 27,1, 98,6.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 355,5 (10, M+H]"), 295,1 (100, M-CO,CHz]").

'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § (ppm): 3,80 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 4,27 (d, J = 7,5 Hz, 1H),
5,95 (broad s, 1H), 6,08 (d, /= 7,5 Hz, 1H), 6,31 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H),
6,87 (d, J=8,5 Hz, 1H), 7,24 (d, J=9,2 Hz, 2H), 7,41 (dd, J= 8,5, 1,9 Hz, 1H), 7,54 (t, /= 1,5 Hz,
1H), 7,65 (d, J= 15,9 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) J (ppm): 51,9, 53,1, 55,1, 86,5, 110,4, 115,2, 115.8, 125,1,
125,2, 127,6, 1278, 131,0, 131,9, 1450, 156,4, 161,3, 168,2, 171,1.

Priklad 2: Methyl (2R, 3R)-2-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-7-methoxy-5-((E)-3-methoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat (sloucenina 9 v tab. 1)

0
O OCHs

H;CO =
3 nn OH
O

OCH OCH,

Ptipraven dle postupu v Pikladu 1.

Zluta pevna latka, chemicky vzorec: C22H2Og, vytéznost (%): 22, trans/cis = 9:1.
HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min., %): 27,8, 98,7.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 459 (23, [M+H]).

HRMS (FAB): vypo¢itano (pro C,4H26NaOo") 481,1469, nalezeno 481,1470.
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"H NMR (500 MHz, CDCls) 6 (ppm): 3,50 (s, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,84 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,93 (s,
3H), 4,35 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 5,22 (s, 2H), 6,14 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 6,33 (d, J= 15,9 Hz, 1H), 6,92
(dd, J= 12,0, 2,5 Hz, 1H), 6,95 (s, 2H), 7,03 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,19 (d,
J=13 Hz, 1H), 7,65 (d, J= 16,0 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCL) 6 (ppm): 51,9, 53,1, 55.6, 56,2, 56,3, 56,4, 87,4, 95.6, 109,8, 1123,
115,8,116,5, 118,1, 1189, 125,8, 128,8, 133,83, 144,9, 146,9, 150,1, 150,1, 167.8, 170.9.

Ptiklad 3: Ethyl (2R,3R)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2, 3-
dihydrobenzofuran-3-karboxylat (sloucenina 2 v tab. 1)

0
0 OCH,CHs
HyCH,CO™ NF ""QOH
O

Ptipraven dle postupu v Ptikladu 1.

Zluta pevna latka, chemicky vzorec: C2:H2Og, vytéznost (%): 20, trans/cis = 25:1.
HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min., %): 27,9, 99,1.

ESI*-MS m/z (rel. int. %, ion): 383,5 (15, M+H]").

"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) é (ppm): 1,33 (t,J= 7,1 Hz, 3H), 1,34 (t,J= 7,1 Hz, 3H), 4,27
(d, J=17,3 Hz, 4H), 6,09 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 6,30 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 8,6 Hz, 1H),
6,89 (s, 1H), 6,94 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,55 (s,
1H), 7,65 (d, J= 15,9 Hz, 1H), 7,80 (d, J= 8,7 Hz, 1H), 9,87 (s, 1H).

BCNMR (126 MHz, Chloroform-d) 6 (ppm): 14,4, 14,4, 55,2, 60,6, 62,0, 86,4, 110,4, 115,7, 116,0,
125,0, 125,3, 127,7, 130,0, 130,8, 132,4, 144,5, 156,0, 161,2, 167,5, 170,4.

Tabulka 1. Prehled fenolickych derivati pripravenych postupem podle piikladu 1
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Fennlicky derivit CHN Hmotaostni
analyza analjza
Slout, R | R? | R? R | (18] R (%, %H| IM+H]*
1 Methy] Miahy] H H | H H 67.8, 5.1 155
a Ethyl Ethy] H H | H ! H 9.1, 5.8 K3
3 Progyl Fropyl H H | H H 70,2, £.4 411
4 [sapropyl | Bopropyl . H H H H 70,2, 6.4 411
s Methyl | Methyl | H Methaxy H H 5.6, 5.2 385
E Methy bethyl H Methoxy | Methoxy H 638, 3.4 413
- Methyl Methyl H Meshoxy | Methoxy Methoxy G232 5.4 443
B Mlethyl wethyl Methyl Methoxy | Methoxy Methaxy G259 57 430
™ Methyl Methyl H H Methoxy Methoxy 638 54 413
10 Methyl hiethyl Pehyl H H Methoxy a3, 5.6 399
11 Methyl Methyl Methy H H H G#.3, 5.5 360
12 Ethy Eihyl H Methomy H H 67.0, 5.9 413
13 Ethyl Ethyl H Methoxy | Methoxy H 632, 59 443
14 Ethyl Ethyl H Mathioy | Methoxy Mlethony 63,6, 6.0 473
T Ethyl Ethyl Mlethy| Methoxy | Methoxy Methoxy 64,2, 6.2 487
" Ethyl Ethyl H | Ethoxy H H 7.6, 6.3 427
7 Eihyl Ethyl H Eiheacy Ethaxy | H LT 471
1% Ethyl Ethy] H H H : H 9.0, 5.8 3
19 Ethyl Plethry] H H | H H B85 5.5 gl
1 Delthryl Ethyl H H H H 6.6, 3.5 Lt
11 Progyl | Propyl | H H H H 0.2, 234 411
33 Tsopropyl | Isopropyl H H H H 70,3, 234 411
23 Propyl Privpyl H Meshoxy H H GB.2, 6.4 44|
14 Propad Propy] H H H Methaxy 6H.2, 6.4 441
15 Propyl Propyl H Methoxy | Methaxy Methaxy 4.8, 644 S01
26 laoprogyl | Isepropyl H blethoxy | Methagy Methaxy el 8. B 501
27 lsoprogyl | Isopropyl H H H Moy 681, 6.4 441
% lsoprogyl | Isoprogyl H H H lsopropylosy 692 6.9 464
20 lsopropyl | Isoprogyl Methyl ! Methowy | Methoxy Meihony 654, 6.7 315
30 lsopropyl | Isoprogy H | Eihoxy Ethoxy | H 6.5, 6.9 455
3 Mzhy ] byl Allvl H H | H 0.0, 5.6 305
41 Ethyl Ethyl Allvl H 5 H H 711, 6.2 413
33 Allyl Allvl Allvl H I H H Thih, 3.9 447
T Allvl blethyvl H H H H 695 3.3 iRl
35 Allvl Ethyl H H H H T00, 3.6 305
36 Methvl | Methyl H H H Hydrosy .8 4.9 a7l
37 Methyl Methyl Ethyl H EH H G641, 5.8 383

Ptiklad 4 In vitro cytotoxicka aktivita novych derivatii na normalnich a nadorovych Zivocisnych
bunkach

Nizka cytotoxicita je nezbytnd pro pouziti téchto latek v zemédé€lstvi. Jednim z parametrd
pouzivanych jako zéklad pro cytotoxickou analyzu je metabolicka aktivita Zivotaschopnych bunék.
Naptiklad mikrotitracni analyza, kde se pouziva Calcein AM, je dnes rozSifena jako metoda
kvantifikace bunécné proliferace a cytotoxicity. Tento test je vyuzivan v programech pro screening
1€kt a pro testy chemosenzitivity. Testem se rozpoznaji pouze zivotaschopné bunky. Mnozstvi

zredukovaného Calceinu AM odpovida poctu zivotaschopnych buné¢k v kulture.
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K rutinnimu screeningu sloucenin byly pouzity bunécné linie BJ (fibroblasty pfedkozky ¢loveéka),
G361 (lidsky maligni melanom) a K562 (chronicka myeloidni leukémie lidské kostni dieng).
Buiiky byly udrzovany v plastovych kultivacnich bafikach Nunc/Corning 80 ¢cm? a kultivovany v
bunééném kultivaénim médiu (DMEM s 5 g/l glukézy, 2 mM glutaminu, 100 U/ml penicilinu,
100 x g/ml streptomycinu, 10% fetalni teleci sérum, a hydrogenuhli¢itan sodny).

Bunééné suspenze byly pfipraveny a nafedény podle typu bun€k a podle ocekdvané konecné
hustoty bunék (2.500 az 30.000 bunék na jamku na zdklad¢ charakteristik bunééného ristu),
pipetovalo se 80 pl bunécné suspenze na 96-jamkové mikrotitracni desticky. Inokulaty byly
stabilizovany 24 hodinovou preinkubaci pti 37 °C v atmosféte 5% CO-. Jednotlivé koncentrace
testovanych latek byly pfidany v ¢ase nula jako 20 pl alikvotni podil do jamek mikrotitraénich
desticek. Obvykle se slouceniny fedily do Sesti koncentraci v ¢tyfnasobné fedici fad¢€. Pfi rutinnim
testovani byla nejvyssi koncentrace v jamce 166,7 uM, zmény této koncentrace zavisi na dané
latce. VSechny koncentrace byly testovany v triplikdtech. Inkubace bunék s testovanymi derivaty
trvala 72 hodin pti 37 °C, 100 % vlhkosti a v atmosféte 5% CO.. Na konci inkubacni periody byly
buiiky analyzovany po ptidani roztoku Calceinu AM (Molecular Probes) a inkubace probihala dalsi
1 hodinu. Fluorescence (FD) byla métena pomoci Labsystem FIA readeru Fluorskan Ascent
(Microsystems). Preziti nadorovych bunck (tumor cell survival-TCS) bylo spocitano podle
nasledujiciho vztahu: ICso = (FDjamka s derivatem/ F Dkontrolni jamka) X 100 %. Hodnota 1Cso, ktera odpovida
koncentraci latky, kdy je usmrceno 50 % nadorovych bunck, byla vypoctena ze ziskanych
davkovych kiivek (tab. 2).

Nulova cytotoxicita je zakladnim predpokladem pro pouziti téchto latek v kosmetickych
aplikacich. Pro vyhodnoceni protinadorové aktivity byla testovana toxicita novych derivati na
panelech obsahujicich bunécéné linie rozdilného histogenetického a druhového piivodu (tab. 2).
Ukazalo se, ze pro vSechny testované linie bylo plisobeni novych sloucenin srovnatelné, kdezto
nemaligni bunécné linie, tzn. NIH3T3 fibroblasty a normalni lidské lymfocyty, byly vici tomuto
pusobeni rezistentni. Jak je ukazano v tabulce 2, ICso pro NIH3T3 fibroblasty a normalni lidské
lymfocyty byla vzdy vyssi nez 166,7 pM. Nové derivaty vykazuji nulovou toxicitu pro normalni i
nadorové buniky v koncentracich vyssich nebo blizko 166,7 uM a jsou proto mnohem vhodné;jsi
pro kosmetické aplikace nez “klasické fenolické slouceniny”.

Nizké cytotoxicita (vysoka hodnota ICso) je zdkladnim pfedpokladem pro pouziti téchto latek
v kosmetickych a medicinalnich aplikacich. Nulova cytotoxicka aktivita byla nalezena pro nové
derivaty v porovnani s klasickymi fenolickymi latkami, které jsou zndmé z predchozich vynalezii
(kys. kumarova....).

Tabulka 2: Cytotoxicita novych sloucenin pro riizné bunééné linie/ICso (Lmol/l)

Sloudenina K562 G361 BJ
Kys. kumarova >150 >150 >150
1 29,9 65 >150
2 19,5 68 >150
4 >150 >150 >150
8 >150 >150 >150
25 >150 >150 >150
29 >150 >150 >150
30 >150 >150 >150

[ L4

Priklad 5 Protizanétliva aktivita

Jednim z dulezitych parametrii specifické buné¢né imunity je odezva lymfocyti na antigeny nebo
polyklonalni mitogeny. VétSina normalnich sav€ich perifernich lymfocytt je v klidové fazi
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bunééného cyklu. Antigeny i nespecifické polyklonalni mitogeny maji schopnost aktivovat
lymfatické bunky, coz je doprovazeno dramatickymi zménami ve vnitrobunééném metabolismu
(mitochondrialni aktivita, proteinova syntéza, syntéza nukleovych kyselin, formovani blasti a
bunécna proliferace). Slouceniny, které jsou schopné selektivné inhibovat proliferaci lymfocytd,
jsou potencidlnimi imunosupresivy. Pro méfeni proliferaéni odpovédi lymfocyti bylo vyvinuto
mnoZstvi in vitro analyz. Nejb&znéji pouzivanou metodou je inkorporace *H-thymidinu.

Béhem bunééné proliferace dochazi nejprve k replikaci DNA, poté je buitka rozdélena na dve
dcefiné buiiky. Tento uzky vztah mezi bunéénym zdvojenim a DNA syntézou poskytuje moznost
pro vyhodnoceni intenzity bunééné proliferace. KdyZ jsou pfidany do bunécné kultury znacené
DNA prekurzory, délici se buiiky inkorporuji znacené nukleotidy do své DNA. Tyto testy obvykle
vyzaduji pouziti radioaktivné znaGenych nukleotidl, konkrétné tritiovany thymidin ([*H]-TdR).
Mnozstvi [°PH]-TdR inkorporované do bun&né DNA je kvantifikovano pomoci scintilaéniho
pocitace.

Lidskou heparinizovanou periferni krev jsme ziskali od zdravych dobrovolniki punkci z kubitalni
zily. Krev byla nafedéna v PBS (1:3) a mononuklearni bunky byly odseparovany centrifugaci ve
Ficoll-Hypaque hustotnim gradientu (Pharmacia, 1,077 g/ml) pii 2200 g po dobu 30 minut. Pfi
nasledujici centrifugaci byly lymfocyty promyvany v PBS, poté resuspendovany v bunécném
kultivaénim médiu (RPMI 1640, 2 mM glutamin, 100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin,
10 % fetalni teleci sérum a hydrogenuhli¢itan sodny).

Bunky byly natedény na cilovou hustotu 1.100.000 bun¢k/ml a byly pipetovany (180 ul) do 96-ti
jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek. Testované latky byly pfidany k bunéénym suspenzim ve
¢tytkovém tedéni v 20 pl alikvotech/jamku v Case nula. Obvykle byly testované slouceniny
vyhodnocovany v Sesti koncentracich s nejvyssi testovanou koncentraci 266.7 pM. Jednotlivé
koncentrace derivatll byly testovany v dubletu. Lymfocyty ve vSech jamkach s vyjimkou
nestimulovanych kontrol byly aktivovany pfidanim 50 pl konkanavalinu A (25 pg/ml). Bunécné
suspenze byly dale inkubovany 72 hodin pii 37 °C a pti 100 % vlhkosti v atmosféte 5 % CO.. Na
konci inkubace byly buiiky analyzovany pomoci [*H]-TdR:

Buniky byly inkubovény s 0,5 uCi (20 pl zésobniho roztoku 500 pCi/ml) na jamku po dobu 6 hodin
pti37 °C a5 % COs. V dalsim kroku byl pouZit automatizovany bunéény harvestor pro lyzu bun¢k
ve vodé a adsorpci DNA na filtr ze sklenénych vlaken o velikosti mikrotitra¢niho panelu. DNA s
inkorporovanym [*H]-TdR je zadrzena na filtru, pfiemz neinkorporovany material filtrem
prochazi. Filtry byly ususeny pii pokojové teploté ptes noc, uzavieny v plastikovych saccich s 10
az 12 ml scintila¢ni tekutiny. Mnozstvi [*’H]-TdR pfitomné na kazdém filtru bylo stanoveno
scintila¢nim poc¢ita¢em. Efektivni imunosupresivni davka (ED) byla spo¢itana podle nasledujiciho
vzorce: ED = (CCPMjamka s test. derivatem/pPrameérna CCPMiontrolni jamka) X 100 %. Hodnota EDso, coz je
koncentrace latky inhibujici proliferaci 50 % lymfocytl, byla spocitana z davkovych kiivek.

Pro vyhodnoceni imunosupresivni aktivity novych fenolickych sloucenin byla analyzovana jejich
schopnost inhibovat polyklonalnim mitogenem stimulovanou proliferaci normalnich lidskych
lymfocytu (tab. 3). Nase vysledky ukazuji, Ze tyto slou¢eniny maji minimalni vliv na inkorporaci
3H-thymidinu v klidovych (nestimulovanych) lymfocytech, nicméné G¢inng inhibuji proliferaci
mitogenem aktivovanych lymfocytt. Efektivni imunosupresivni davka novych derivatt za in vitro
podminek byla v rozmezi 1 az 20 uM.
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Tabulka 3: Imunosupresivni aktivity slouc¢enin podle vynalezu

Sloucenina €. Lidské lymfocyty
EDso (uM)
Kys. kumarova >20,0

1 1,7

2 3,6

4 7.4

8 8,5

12 6,2

14 6,5

17 4,3
20 5,1
21 2,6
22 1,9
25 2,4

29 3,6

30 1,8

Priklad 6 Schopnost vychytavat volné radikaly stanovena metodou ORAC

Schopnost vychytavat volné radikaly in vitro byla stanovena metodou ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity). Stru¢né, fluorescein (100 pl, 500 mM) a 25 ul roztoku testované latky bylo
ptidano do kazdé jamky na 96-jamkové mikrotitraéni desce preinkubované na 37 °C. Nasledné
bylo rychle ptidano 25 pL 250 mM AAPH, deska byla protiepdna 5 s a fluorescence (Ex. 485 nm,
Em. 510 nm) byla odecitana kazdé 3 minuty po dobu 90 minut s pouzitim fluorimetru Infinite 200
(TECAN, Switzerland). Takzvanda NAUC (Net Area Under Curve) byla pouzita k vyjadieni
antioxidacni aktivity vztazené na standard troloxu. Latky s hodnotou vyssi nez 1 jsou efektivnéjsi
nez trolox, coz je hydrofilni ekvivalent vitaminu E.

ORAC
Latka (latka/trolox)
Primér £ SD (n=3)
Kys. kumarova 6,2+0,3*
1 1,0+0,1
2 0,1£0,0
4 12,8+1,3
8 3,2+0.4
12 2,1+£0.2
20 4,3+0,2

Ptiklad 7 Aktivace transkripcniho faktoru Nrf2

Schopnost latek aktivovat Nrf2-dependentni expresi byla stanovena pomoci EpRE-LUX
reportérové linie. Struéné, latky v koncentracich 100, 10, 1 a 0.1 uM byly inkubovany s 24 h
s buiikami. Buiiky byla zlyzovany (10 mM Tris, 2 mM DTT) a byl ptidan pufr obsahujici 0,2 mM
luciferin pro spusténi luminiscenéni reakce. Narust luminiscence byl zméfen luminometrem
Infinite M200 (TECAN). Latky s hodnotou Nrf2 vétsi nez 1 jsou efektivnéjsi nez dimethylfumarat
(DMF), coz je silny aktivator Nrf2 schvaleny pro 1é¢bu psoridzy a roztrouSené sklerdzy.
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. Nrf2 (latka/DMF
Latka Prﬁmé(r +SD (n=3))
Kumarovi kyselina 0,24+0,02"
1 5,17+0,85
2 4,65+0,39
4 2,71+0,66

Priklad 8 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita syntetizovanych latek byla stanovena standardni fedici mikrometodou.
5 Jednorazové mikrotitratni desky byly pouzity k provedeni testu. Latky (10 mM) byly natedény

50 krat do Brain heart infusion pro sniZzeni koncentrace DMSO pod 2%, coZ je koncentrace, ktera

neovliviiuje rist bakterii. Nasledovalo dalsi fedéni (2 az 512krat) Breath heart infusion broth

inokulovanym testovanymi bakteriemi/kvasinkami/plisnémi v koncentraci 105 az 106 CFU ml™.

Testované koncentrace latek byly 10 az 2000 M. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) bakterii,
10 kvasinek a plisni byla odectena po 48 hodinach inkubace pti 30 °C.

Tabulka 4: Antimikrobialni aktivita latek proti zubnim patogeniim vyjadiena jako MIC (uM)

Kmen patogenu 1 2 4
Streptococcus mitis CCM 7411 >2000 >2000 250
Streptococcus mutans CCM 7409 125 62.5 125
Streptococcus sanguinis CCM 4047 >2000 >2000 250
Lactobacillus acidophilus CCM 4833 >2000  >2000 250
Actinomyces odontolyticus CCM 4740 250 62,5 125
Peptostrepococcus anaerobius CCM 3790 > 2000 250 250

15 Tabulka 5: Antimikrobidlni aktivita latek proti obecnym patogeniim vyjadiena jako MIC (uM)

Kmen patogenu 1 2 3
Staphylococcus aureus ~ CCM 3953 >1000 >1000 250
Staphylococcus epidermidis ~ CCM 7221 >1000  >1000 250
Enterococcus faecalis  CCM 4224 >1000  >1000 500
Listeria monocytogenes ~ CCM 4699 >1000 >1000 500
Bacillus cereus  CCM 2010 250 31 250

Pseudomonas aeruginosa  CCM 3955 >1000 >1000 >1000
Escherichia coli  CCM 3954 >1000  >1000 500
Clostridium perfringens ~ CCM 5744 >1000  >1000 250
Fusobacterium simiae ~ CCM 3660 >1000 >1000 500
Candida albicans ATCC 90028 1000 >1000 500
Aspergilus niger  CCM 8189 >1000  >1000 500
Ptiklad 9 Amesuv Test

20  Testovana latka (1, 2, 3, 4) byla testovana na na mutagenitu bakterialnim testem reverznich mutaci.
Provedeni testu bylo zaloZzeno na metodé EU B.13/14 Mutagenicity — Reverse mutation test using
bacteria, ktera je analogem metodiky OECD Test Guideline No. 471. Byly pouzity ¢tyfi indikatory
kmene Salmonella typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 a také byl pouzit jeden kmen
Escherichia coli WP2 uvrA. Testovana latka se rozpustila v dimethylsulfoxidu (DMSO) a byla

25 testovana v davkach 10 az 1000 pg na jednu desku, ktera byla aplikovana na plotny v objemu
0,1 ml. Experimenty byly provadény s metabolickou aktivaci se supernatantem z krysich jater a

-15-



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 309633 B6

smési kofaktorl stejné jako bez metabolické aktivace. Pracovni postup byl proveden podle
dokumentli Metody B. 13/14, Mutagenicity — Reverse mutation test using bacteria, Council
Regulation (EC) No0.440/2008. Published in O. J. L 142, 2008 a podle metodiky OECD Test
Guideline 471, Bacterial Reverse Mutation Test. Adopted July 21, 1997. Pfi testovani v uspotfadani
uvedeném vyse se kazda testovana latka projevila jako nemutagenni pro vSechny pouzité testovaci
kmeny s metabolickou aktivaci stejn¢ jako bez metabolické aktivace.

Ptiklad 10 In vitro test drazdivosti pokozky

Latka 1 byla testovana na in vitro drazdivost kiiZze na lidském epiderméalnim modelu EpiDerm™,
Test byl proveden v souladu se OECD smérnici No. 439: In Vitro Skin Irritation: Reconstructed
Human Epidermis Test Method (2015) and Protocol for: In Vitro EpiDermTM Skin Irritation Test
For use with MatTek Corporation's Reconstructed Human Epidermal Model EPI-200-SIT.
V predbéznych experimentech nebyla detekovana redukce MTT ani barevna interference,
V hlavnim experimentu po preinkubaci tkani bylo pfidano 25 mg latky 1 na zvlhCenou tkan a
rozetteno po celé plose tkan€. Délka expozice byla 60 minut. Tti tkané byly pouzity pro vzorek, tfi
pro pozitivni a tii pro negativni kontrolu. Po odstranéni vzorku byly tkané inkubovany 42 hodin.
Nasledovala tfi hodinova inkubace s MTT a dvouhodinova extrakce za tfepani. Opticka densita
(ODs79) isopropylalkoholového extraktu byla zméfena na spektrometru. Relativni bunééna viabilita
byla spocitdna pro kazdou tkan jako % primérné viability negativni kontroly. V popsaném
experimentu byla primérna viabilita oSetfenych tkani 96%, napt. viabilita byla >50%. Efekt latky
1 v modelu EpiDerm™ byl negativni (tkan& nebyly poskozeny). V souladu s klasifikaénimi kritérii
je testovana latka 1 povazovana za nepatiici do zadné kategorie vztahujici se k drazdivosti kize.

Ptiklad 11 Formulace ustni vody
Formulace tstni vody byla vyrobena kombinaci nasledujicich slozek:

Polyol 20,0 %

PEG 6/Ultra PEG 300 15,0 %
Polysorbat 20 5,0 %
Fenolicky derivat 0,1 %
Voda 57,6 %

Sukraléza 0,30 %

Belwood Wintergreen 2,0 %

Priklad 12 Formulace zubni pasty

Vyhodna formulace zubni pasty obsahuje od asi 10 % do asi 40 % d-limonenu (98,0% nebo vyssi
Cistota, vyhodnégji 98,5 % -99,0 %); od piiblizné 15 % do piiblizn€ 35 % sorbitolu; od asi 15 % do
asi 30 % silikagelu (napt. ZEODENT 113 a ZEODENT 165), od asi 10 % do asi 20 % vody; od
ptiblizné 5 % do pfiblizné 15 % glycerinu, od pfiblizné 2 % do piiblizné€ 7 % povrchové aktivni
latky (napf. Polysorbat 20), od pfiblizné¢ 1 % do pfiblizn€¢ 2 % aromatického cinidla (vCetné
sacharinu sodného), od priblizné 0,5 % do ptiblizné 1,5 % oxidu titanicitého, od asi 0,5 % do asi
1,5 % pojiva (napt. guma CEKOL 2000), od asi 0,05 % do asi 0,15 % konzerva¢niho €inidla (napf.
benzoatu sodného), od asi 0,25 % do asi 1,75 % cistého vapniku, a od asi 0,10 % do asi 1,75 %
fosfore¢nanu hotecnatého.

A) Formulace zubni pasty byla vyrobena kombinaci nasledujicich slozek:

25,00 % polyol (sorbitol),

20,00 % Zeodent 113 (oxid kiemicity abasivni),

0,20 % fenolicky derivat (sloucenina 1, Cistota alespon 99,5%),
33,19 % vody,

10,00 % Glycerin Natural,
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5,00 % polysorbat 20,

2,70 % Zeodent 165 (abrazivni oxid kiemicity),

1,00 % Flavour 484 (znacka Walmart),

1,00 % oxid titanicity,

1,00 % CMC 9IM31XF / Cekol 2000 (pojivova guma),
0,45 % vapniku,

0,25 % sacharinu,

0,11 % fosfore¢nan hotecnaty,

0,10 % benzoat sodny.

A) Formulace zubni pasty byla pfipravena kombinaci nasledujicich slozek:

25,00 % polyol (sorbitol),
20,00 % Zeodent 113 (oxid kiemicity abrasivni).

Uvedené slozky byly spojeny nasledujicim zptisobem: Sacharid sodny a benzoat sodny byly
rozpustény ve vod¢ a ponechany stranou. Cekol a glycerin byly spojeny a za souc¢asného smichani
téchto dvou slozek byl pridan polyol. Roztok sacharinu sodného a benzoatu sodného byl poté
pfidan do smési Cekol/glycerin a polyolu. Poté byl do smési pfidan Zeodent 165 a dobte
promichan, poté nasledoval Zeodent 113, ktery byl opét dobie promichan, dokud nebyla smés bez
hrudek. Oxid titanicity, polysorbat 20 a d-limonen byly smichany se smési a michany, dokud
nebyla smés hladka. Nakonec byl ptidan fosfore¢nan vapenaty a hotecnaty a nasledné ochucovadlo
(tj. ptichut’ 484).
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PATENTOVE NAROKY

1. Dihydrobenzofuranovy derivat obecného vzorce 1,

o) Oy oR? R

1" OR3

RS R®

D,
kde
R! je vybran ze skupiny zahrnujici methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl a allyl;
R? je vybran ze skupiny zahrnujici methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl a allyl;
R3 je vybran ze skupiny zahrnujici H, C1-C8 alkyl a C2-C7 alkenyl;
R*, R®jsou nezavisle vybrany ze skupiny zahrnujici H, hydroxy a C1-C8 alkoxy,
R® je vybran ze skupiny zahrnujici H, hydroxy, C1-C8 alkyl, C1-C8 alkoxy a C2-C7 alkenyl,
pro pouziti pro 1écbu periodontalnich chorob a prevenci zubniho kazu.

2. Dihydrobenzofuranovy derivat obecného vzorce I pro pouZiti podle naroku 1, kde R! je methyl,
ethyl, n-propyl, nebo isopropyl, R? je methyl, ethyl, n-propyl, nebo isopropyl, R? je vodik, methyl
nebo ethyl, R* je vodik, methoxy nebo ethoxy, R’ je vodik, methoxy nebo ethoxy, a R® je vodik,
methoxy nebo ethoxy.

3. Dihydrobenzofuranovy derivat obecného vzorce I pro pouziti podle naroku 1, vybrany ze
skupiny latek zahrnujici methyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-
yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat methyl (2S,35)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-
oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (2R,3R)-2-(4-hydroxyfenyl)-5-((£)-
3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl (25,35)-2-(4--
hydroxyfenyl)-5-((£)-3-methoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-karboxylat; ethyl
(2R,3R)-5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-(4-hydroxyfenyl)-2,3-dihydrobenzofuran-3-
karboxylat.

4. Dihydrobenzofuranovy derivat obecného vzorce I pro pouziti podle kteréhokoliv z naroki 1 az
3, kde uvedené pouziti zahrnuje inhibici ristu nebo pro usmrceni bakterii v ustni duting.

5. Dihydrobenzofuranovy derivat obecného vzorce I pro pouziti podle kteréhokoliv z narokt 1 az
3, kde uvedené pouziti zahrnuje inhibici rstu nebo usmrceni bakterii, kde uvedené bakterie jsou
vybrany ze skupiny zahrnujici Porphyromonas gingivalis, Strep. mutans, Strep. pyogenes,
Bacteroides species, Actinobacillus action mycetemcomitons, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Peptostreptoloccus micros, Selenomonas
sp., Eubacterium sp., Streptococcus species, Spirochetes treponema denticola, Bacilus cereus, a
Treponema pallidum.
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