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Farmaceutickd kompozice obsahujici jako aktivni sloZku
nejméné jednu slougeninu zvolenou ze skupiny, kterou tvori
sloudenina vzorce (I)a sloucenina vzorce (IT). Aktivni slozka
je s vyhodou ve formg &astic s velikosti mensi neZ 200 pm,
sttedni velikost &ésti je v&t3i nez 10 um. Farmaceutické
kompozice se vyhodné stabilizuji nejméng jednou '
farmaceuticky pfijatelnou kyselinou a jsou zvlasté pouZitelné
pii 1é¢b& oportunnich infekei osob s kompromitovanym nebo
suprimovanym imunitnim systémem a pii 1é¢b¢ infekei
motolici.
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Farmaceutickg kompozice tizoxanidu a nitazoxanidu

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka farmaceutické kompozice obsahujici
jako aktivni sloZku nejméné jednu sloufeninu vybranou ze

skupiny, kterou tvori vzorec (I)
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Aktivni slozka je vyhodn& v podobé &astic velikosti pod
200 pm a strfedni velikost &astice je vétsi neZz 10 pm.

Vynalez se téZ tyka farmaceutickych kompozic
stabilizovanych nejmén& jednou farmaceuticky prijatelnou
kyselinou.

Farmaceutické kompozice jsou zvla5té pouzitelné pri
1é&b& oportunnich infekci osob s kompromitovanym nebo
suprimovanym imunitnim systémem a pri lécbé infekci
motolici.

Existuje naléhava potreba vyvoje zplsobl lécby ¢etnych
parazitarnich a bakteridlnich infekci osob s kompromitovanym
imunitnim systémem, (AIDS, karcinom, star3i osoby, nemoci
starnuti, pfrijemci imunosupresivnich légiv po transplantaci

organti) . Jinou oblasti pouZiti jsou infekce motolici,




zv143té v tropickém podnebi. Proto zde je potreba
farmaceutické kompozice, kterou by snédSely i imunitné
kompromitované osoby a jeZ by byla skladovatelna i v

tropickém prostfedi.

Dosavadni stav techniky

Specificky prvok Toxoplasma gondii je mezi
prevladajicimi pficinami latentnich infekci centré&lniho
nervového systému ve sveétovém méritku. Timto parazitem je
infikovano mnoho zdravych 1idi, ale obvykle jejich imunitni
systém udrZi organismus pod kontrolou. Toxoplasma gondii je
nejobvyklej§im oportunnim patogenem mozku pacientl trpicich
AIDS. V dne3ni dobé& se toxoplazmdbza stavad stéle vét3im
problémem nejen kvili AIDS, ale i vlivem rostouciho
pouzivani imunosupresivnich 1lé&iv (podavanych napriklad ‘
pacientim po transplantaci orgéni). Toxoplazmbza se obvykle
1é¢i kombinaci pyrimethaminu a sulfadiazinu. Jsou to u&inné
l1éky, ale nezabijeji cysty parazita, takZe léCba musi
pokradovat pri udrZovacich davkéch. Toxicita si Casto vynuti
vysazeni léku, zvlasté u lidi imunosuprimovanych
(pfijimajicich imunosupresivni léky) a nésleduje recidiva.
Statistika proto neni pfizniva pfi uvadéné Umrtnosti asi 70
% u imunodeficientnich pacientld a primérném pfeZivani C&tyFi
mé&sice.

Kryptosporidiéza je zplsobena mikoskopickym parazitnim
prvokem Cryptosporidium parvum. U osob s normalni imunitou
miZe byt prijem zpusobeny timto prvokem prudky a dlouhy, ale
doCasny (self-limiting). U pacientl trpicich AIDS
kryptosporididlni prajem Sasto ohroZuje jejich Zivot.
Odhaduije se, Ze z pacientd AIDS asi 15-20 % trpi timto
onemocnénim. AZ dosud neexistuje Z&dn& trvale G¢&inna nebo

osvedCend therapie kryptosporididzy.
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U pacientl trpicich AIDS byl nejcasté&ji identifikovéan
jako patogen FEnterocytozoon bieneusi, parazitni
mikrosporidie nalezend u tém&r jedné Stvrtiny pacientl. Nyni
se zda, Ze tento drobny parazit midZe byt oznalen jako
pri¢ina znaéného podilu mnoha nevysvétlenych pripadl poruch
traveni, prajmu a té&lesného chatrani nositell HIV. Zadna
u¢inné lécba dosud neexistuje.

HIV-pozitivni osoby infikuje nékolik dalsSich druht
mikrosporidii v&etné Encephalitozoon hellem a cuniculi a
novy druh oznadeny jako Septata intestinalis. Nedavna zpréava
zjistuje, Ze infekce diseminovanymi mikrosporidiemi v
soulasnosti nabyva na vyznamu.

0d kryptosporididzy je klinicky neodliSitelné infekce
parazitem Isospora belli. Je zné&m spif v tropickém pasmu a v
USA byl nalezen u méné nez 1 % pacientli, i kdyZz jeho
skutelny vyskyt je pravdépodobné vyS3si.

Pneumocystis carinii se vSeobecn& zarazuje jako
parazitni prvok; nékteré prace v3ak uvadéji, Ze by nohl
patfit mezi fungi (houby), s nimiZ sdili urlité genetické
sekvence. Pneumocystis carinii obvykle infikuje plice
(Pneumocystis Carinii Pneumonia (PCP) - z&pal plic zpusobeny
P.c.). Uvadi se, Ze léCba je uspé&3na u 40-60 % pacientd,
pfi¢emZ v3ak jsou problémy s toxicitou léku zvladté u
imunitné kompromitovanych pacientli. Mezi mnoha vazZnymi
pripady infekce dé&ti virem lidské imunodeficience (HIV)
zaujima PCP vyjimedné postaveni vlivem svého vysokého
vyskytu, ojedin&lého rozloZeni podle v&ku a Casté uUmrtnosti.
PCP je nejbéZn&jsi vaZna oportunni infekée déti infikovanych
HIV; vyskyt PCP mezi malymi détmi infikovanymi HIV bez
profylaktického oSetfeni je odhadovan na nejméné 12 $ v
prvnim roce Zivota. Mnoho déti umird kratce po rozvinuti

nemoci PCP.




Mycobactérium Avium Complex (MAC) patFPi k infekcim, jeZ
pisobi Celed velmi podobnych mykobakteridlnich organismi
Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare. Pokud se
vyskytuje u lidi imunitné nekompromitovanych, je obvykle ve
formé infekce dychaciho ustroji. U pacientd trpicich AIDS
je MAC obvykle diseminovén (diseminovany MAC nebo DMAC) a
témér kaZdy orgén maZe byt zasaZen. V nedévném_szkumu bylo
zjisténo, Ze baktérie MAC byly nalezeny ve {3 % pacientq,
kteri pfezili 2 roky po diagnostikovani AIDS. Pro
diseminovany MAC nebyla nalezena Zadna standardni terapie.
Obvykle se predepisuji kombinace 1ékl, a jsou-li usp&3né,
vyZaduje se jejich doZivotni podavani. Naléhavé je treba
a&inné&jsiho zplisobu léc&by.

Osoby nakaZené HIV jsou zvlasté nachylné k infekcim
Mycobacterium tuberculosis a prubéh nemoci se urychluje.
Zatimco u osob neinfikovanych HIV je extrapulmonérni
tuberkuldéza neobvykld, u HIV-pozitivnich osob se Casto
vyskytuje. CDC zverejnila smérnice pro lé&bu TBC, jeZ
zohledﬁuji rostouci vyskyt tuberkuldzy odolné Yp;i Sirokénu
spektru lé¢iv (MDR-TB). Unrtnost mezi pacienfﬁ%ngDR—TB je
velmi vysoka (asi 80 %) a postup nemoci je extrémné prudky.

Proto existuje naléhava& potrfeba vyvoje novych zplsobu
l1é&by téchto infekci, jeZ jsou u lidi i zvirat tak Casté a
trvale je ohrozZuji.

Také existuje potfeba mit k dispozici Sirokospektré
léky pro zjednoduSeni léCby infekci zpisobenych motolici
(trematoda). V soucasné dobé je nutno diagnostikovat
specifickou patogenni motolici a pfedepsat lékovou terapii
specifickou pro danou motolici. Mnoho méné vjvinuthh zemi
neni vybaveno prostredky pro diagnostikovéni specifické
motolice. Nalezeni 1léku se Sirokou plsobnosti by odstranilo

potfebu této diagnodzy.



Schistosoma mansoni, krevni motolice, je pavodcem
schistosomidzy, druhé nejvyznamnéj3i tropické parazitarni
choroby lidi po malarii, a nejdileZitéjsi infekci motolici u
lidi. Schistosoma haematobium je jiny vyznamny druh
infikujici &lovéka. Ve svétovém méritku trpi schistosomidzou
vice ne?Z 200 miliond lidi vetné& nékolika set tisic osob v
USA. |

Fasciola hepatica, béZna jaterni motolice, je pFedeviim
chorobou ovci, ale ¢lovék byva nidhodnym hostitelem. Tento
parazit dokdZe prezit i prfi silné imunitni odezveé hostitele.
Pro 1é&bu se nabizi bithionol, ktery v3ak neni ve Spojenych
Statech schvalen.

Proto trva potfeba farmaceutické kompozice s dlouhou
skladovatelnosti i v tropickych podminkadch a se 3irokou

plusobnosti proti motolicim.

" Podstata vynalezu

Nyni bylo pozorovéno prfi vyzkumech na zvifatech a prfi
klinickych vyzkumech na lidech, Ze G&innost léCby za pouZiti
slouCenin vzorce (I) a (II) zavisi na velikosti Castice
aktivni sloZky léku a na stabilité slouceniny.

Popsané farmaceutické kompozice jsou vhodné prb 1éc¢bu
nakaz lidi a zvirat motolici zpisobenych patogeny
Schistosoma jako napriklad Schistosoma mansoni, Schistosoma
haematobium, Schistosoma mekongi, Schistosoma japonicum,
Schistosoma intercalatum; patogeny Fasciola jako napriklad
Fasciola hepatica a Fasciola gigantica, Fascidopsis biski; a
Dicrocoelium dendriticum, Heterophyes heterophyes a
Metagonimus yokogawa.

Farmaceutické kompozice jsou téZ ulinné pri lécbé
imunokompromitovanych pacientd trpicich oportunnimi

infekcemi patogeny Cryptosporidium parvum, Isospora belli,




Enterocytzoon bineusi, Encephalitozoon intestinalis,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium
intracellulare, Pneumocystis carinii a Toxoplasma gondii.

Farmaceuticka kompozice miZe byt ve formé vhodné pro
oralni administraci,; jako pevnéd davkovaci forma, kapalné.
suspenze nebo jako pasta.

Pro lep3i porozuméni podstaty a predmétu tohoto
vynalezu by bylo uZite&neé odkézat na nasledujici podrobny
popis, ktery je treba vnimat s pfipojenymi obrazky, ve
kterych: '

Obrazek 1: ukazuje procenta inhibice a pfeZivani bunék
hostitele pri aplikaci nitazoxanidu proti E. intestinalis.
Obréazek 2: ukazuje procenta inhibice a prfeZivani bunék
hostitele pri aplikaci nitazoxanidu proti V. corneae.
Obrazek 3: ukazuje procenta inhibice a preZivani buné&k
hostitele prfi aplikaci albendazolu proti E. intestinalis.
Obréazek 4: ukazuje procenta inhibice a prezivani bunék
hostitele pri aplikaci albendazolu proti V. corneae.
Obrazek 5 a 6: ukazuje hodnoty optické hustoty ziskané pro
kazdou kultivadéni jamku vyné&3ené proti koncentracim léku v
kultufe.

Obrazek 7: je graf zaloZeny na zjiStovani GCinnosti
nitazoxanidu proti mykobacterii pomnoZené v kapalném Zivném
buijénu.

Obrazek 8: ukazuje procento aktivnich &astic s objemenm
mensSim neZ & um.

Zplsob léCby infekci podle tohoto vynélezu zahrnuje
podavani farmaceutické kompozice obsahujici'jako aktivni
sloZzku nejméné jednu sloueninu vybranou ze skupiny, kterou

tvori desacetylnitazoxanid vzorce (I)
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Nitazoxanid (NTZ), sloudenina se vzorcem (II)} je
genericky nazev 2-(acetyloxy)-N-(5-nitro-2-
thiazolyl)benzamidu, sloudeniny, kterou poprvé syntetizovali
Rossignol a Cavier v r. 1975; 2 mg nitazoxanidu lze
rozpustit v 1 ml DMSO. Nitazoxanid se snadno vstFebava pri
oralnim podani. A

AZ dosud nebyl podan dtkaz, Ze slouleniny vzorce (I)
a/nebo (II) by mohly byt v Sirokém rozsahu G&inné proti
infekcim zplsobenym motolicemi nebo e by byly dostatedné
netoxické, aby je snaSely i imunokompromitované osoby. |

Priprava a ur¢itéd pouZiti pro nitazoxanid se popisuji v
patentu USA 3,950.351 a v pracich publikovanych
prihladovatelem. Desacetylnitazoxanid, sloudenina vzorce
(I), se n&kdy uvadi jako tizoxanid nebo d-NTZ a je
metabolitem nitazoxanidu.

V patentu WO 95/28393 popsal prfihladovatel zptsob
pfipravy &isté sloudeniny vzorce (II) i pouiiti kompozice
obsahujici smés sloucenin vzorce (I) a (II).

Nyni bylo pozorovano, Ze pevné cCastice slouleniny
vzorce (I), sloueniny vzorce (II) nebo jejich sm&si s

velikosti Castic mezi 170 a 520 pm (stfedni velikost &astice
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= 352 um) maji velice omezenou u&innost pri oralnim podavani
lidem nebo zvifatim. UZinnost takovych Castic je mendi neZ
G&innost existujicich farmaceutickych produktd a proto je
pro komercéni uely neprijatelna.

Na psech téZ bylo pozorovéno, Ze oralni podavani
jednotlivé davky 50 mg pevnych &astic slou€eniny vzorce (I)
a sloudeniny vzorce (II) s velikosti &astic pod 5 pum na kg
hmotnosti psa zpusobilo zvifatim zavaZné nepfiznive
nasledky.

Nyni bylo zji3téno, Ze ma-li byt zajisté&na G&inna a
bezpe&na 1é&ba infekci zpusobenych lidem i zviratim
parazity, baktériemi, houbami a viry, nusi farmaceuticka
kompozice, at’ uZ v pevné davkovaci formé nebo kapalné
suspenzi obsahovat Gcinnou davku aktivni sloZky ve formé
pevnych &astic obsahujicich sloudeninu vzorce (I) a/nebo
vzorce (II) s velikosti &astice men3i neZ 200 pm, priemz
stfedni velikost &astice aktivnich pevnych &astic je vétsi
nez 10 pum.

Pritomnost vysokého obsahu &astic aktivni sloZky s
velikosti vét3i neZ 200 pm vzhledem k obsahu Castic
velikosti mezi 5 a 200 pm vyznamné sniZuje
chemoterapeutickou aktivitu sloudenin. Je vyhodné, kdyZz
farmaceutické kompozice podle vynalezu neobsahuji vice neZ 5

»

% hmotnostnich aktivnich pevnych &astic velikosti vétsi nez
200 pm. Nejvyhodné&jii je, kdyZ farmaceuticke kompozice podle
vynalezu neobsahuji prakticky Zadné aktivni pevné Castice s
velikosti vét3i nez 200 um.

Pritomnost vysokého obsahu ¢astic aktivni sloZky s
rozmérem pod 5 um vzhledem k obsahu &astic rozm&rl mezi 5 a
200 um miiZe vyvolat u zvifat nebo u lidi zéporné alinky.

Krom& toho bylo zji3té&no, Ze Castice s rozméry pod 5 um jsou




L] L X .9

I E XXX R}
LEA XX ]
sees

L] .e ae

rychleji vstrebdvany ze zaZivaciho traktu do krevniho obé&hu
a proto nejsou dostate&né G&inné proti parazitlm, baktériim,
houb&m a virlm v zaZivacim traktu zvirat a lidi.

Ani zku3Seni védci nemohli predvidat, Ze velikost
Castice sloueniny vzorce (I) a slouCeniny vzorce {II) by
mohla mit tak vyznamny dopad na jejich antimikrobiélni
aktivitu pri 1éCbé zvirat a lidi. Na priklad prfi vyzkumech
provadénych pfihlaSovatelem nevykézaly antiparazitickeé
slouCeniny jako albendazol, mebendazol, niklosamid,
praziquantel a metronidazol tak vyrazny rozdil
antiparazitické aktivity pfi lécbé zvirat a lidi v
z&vislosti na jejich velikosti &éstic. Kromé toho by ani
zkuSeny védec nemohl predvidat, Ze rozméry &astic slouceniny
vzorce (I) a slouCeniny vzorce (II) by mély tak nepfizniv?
dopad na schopnost zvirat a lidi snadet podavani uvedeného
aktivniho plsobku.

Slouceniny vzorce (I) a (II) mohou byt podavany bud v
pevné davkovaci formé nebo jako vodné suspenze, ale dava se
prednost, aby farmaceutické kompozice obsahovaly G&innou
davku aktivni sloZky ve form& pevné Castice vzorce (I)
a/nebo (II) s rozmérem &astic pod 200 pm, pfi¢emZ je strfedni
velikost uvedené aktivni pevné Castice vét3i neZ lO.pm jak
lze zjistit pfistrojem Coulter® Counter LS 100. Toto
zafizeni pouzivad laserové paprsky vlnove aélky 750 nm pro
tfiddni &astic v rozmezi 0,4 um do 900 pm (primér) lomem
svétla. Vzorky jsou méfeny ve vodé s malym pfidavkem
prfipravku Triton X;IOO pro zvySeni smé&ivosti a deflokulaci
prasku.

Je vyhodné, kdyZ stredni velikost Castice uvedenych
aktivnich pevnych astic je mezi 10 a 100 pm, vyhodné mezi
20 a 50 um. Priklady vvhodnych kompozic jsou:

- kompozice s méné& nez 10 % hmotnostnimi uvedenych aktivnich
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pevnych &astic s velikosti &&stic nad 100 pm;
- kompozice s nejméné 50 % hmotnostnimi uvedenych aktivnich
pevnych &&stic s velikosti Castic pod 50 um;

Je vyhodné, kdyZ stfedni velikost &astice uvedenych
aktivnich pevnych &&stic je mezi 10 a 100 pa, vyhodné&ji mezi
20 a 50 pnm. Ve vyhodném provedeni kompozice ma méné neZ 10 %
uvedenych aktivnich pevnych &astic velikost Castice mensi
nez 5 um.

Aktivni sloZka nebo sloZky pouzZité v pevné davkovaci
formé& nebo suspenzi je vyhodné smés pevnych &&stic sloudenin
vzorce (I) a vzorce (II) s velikosti castic men3i nez 200
pm, pricemZ je hmotnostni obsah slouceniny vzorce (I)
vzhledem k hmotnosti sloudenin vzorce (I) a (II) v uvedené
smési mezi 0,5 % a 20 %, vyhodneji 0,5 % a 10 %.

Vynalez se téZ tyké VYEe uvedenych farmaceutickych
kompozic, které s vyhodou obsahuji nejméné jednu
farmaceuticky pfijatelnou kyselinu. Priklady takovych
kyselin pfedstavuji: kyselina citronova, kyselina glutamova,
kyselina jantarovéa, kyselina ethansulfonové, kyselina
octova, kyselina vinna, kyselina askorbovéa, kyselina
nethansulfonova, kyselina fumarova, kyselina adipovéa,
kyselina jable¢nd a jejich smési. Kyselina citronovéa je
velice vhodna. Pritomnost uvedené kyseliny zlepSuje
stabilitu aktivni sloZky nebo sloZek.

Pomé&r hmotnosti farmaceuticky prijatelné kyseliny k
hmotnosti uvedenych aktivnich pevnych Eastic. je vyhodné mezi
0,01 a 0,5, je3té radéji mezi 0,03 a 0,2. Je vvhodné, kdyZ
nmnozstvi kyseliny postacuje upravit pH suspenze mezi 2 a 6,
vyhodné&iji mezi 3 a 5, nejvvhodné&ji mezi 3,5 a 4,5.

Zpisoby pripravy pevnych a kapalnych davkovacich forem
této farmaceutické kompozice jsou popsany v patentu

WO/95/28393 a tyto popisy jsou zde zahrnuty ve formé odkazu.
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Tyto kompozice s vyhodou obsahuji zvlhéovadlo a pfipadné i
derivat Skrobu jak je popséno v patentu USA 5,578.621,
jehoZ obsah zde je zahrnut formou odkazu pokud jde o popis
pfipadného zvl&ovadla a derivatl 3krobu. Zvlgovadlo popsané
v patentu USA 5,578.621 slouZi jako disperzni &inidlo.

Tyto farmaceutické kompozice v pevné davkovaci form&, v
kapalné davkovaci formé, jako pasty nebo masti mohou v
prfipadé potreby obsahovat dalsi aktivni &inidla jako jsou
antibiotika, antivirové prostfedky nebo inhibitory protonové
punpy. I kdyZ to neni vyhodné, tyto farmaceutické kompozice
mohou teéz obsahovat aktivni pevné Castice sloueniny vzorce
(I) a/nebo sloudeniny vzorce (II) vé&t3i neZ 200 um.

Kompozice mohou obsahovat vehikula (excipienty) znamé
jako pouZitelné pro prfipravu forem vhodnych pro oréalni
administraci.

Je vyhodné, kdyZ v z&jmu vynikajici aéinnosti proti
Sirokému spektru parazitl, baktérii, hub a vird je
rozdélovaci soudinitel uvedenych aktivnich pevnych &astic
mezi 0,8 a 2, vyhodné mezi 1,1 a 1,9, nejlépe vy33i nez 1,5,
pfiCemZ se uvedeny rozdélovaci soulinitel vypo&ita podle
vzorce: |
Faos = (Tsox — '®1o%)/ ((Dsos + Dros) /2)
ve kterém
- Foos je rozdélovaci soulinitel pri 90 %;

- sy je maximé&lni velikost Castice ve frakci &astic
odpovidajicich 90 % uvedenych aktivnich pevnych &astic a
- Dios je maximalni velikost Sastice ve frakci &astic
odpovidajicich 10 % uvedenych aktivnich pevnych &astic.

Ve specifickém provedeni vynédlezu jsou Castice
(I)
zplisoby a pak jsou mlety, takZe méné nez 10 % uvedenych

sloueniny vzorce a/nebo (II) pripraveny vy3e uvedenymi

aktivnich &astic presahuje velikost 100 pm, méné& neZ 50 %




uvedenych Castic je vét3ich neZ 50 pm a méné neZ 10 %
uvedenych aktivnich &astic je menSich neZ 5 pm, pfifemZ je
stfedni velikost &astic mezi 20 a 50 um. Potom jsou uvedené
aktivni Céstice granulovany za pouZiti smé&si obsahujici
aktivni pevné Castice a alespon jedno granulac¢ni &inidlo.
Pfiklady granulacniho &inidla pfedstavuji:
polyvinylpyrrolidon, voda, alkohol, sachardza,
hydroxyceluldéza a jejich smé&si. Je vyhodné, kdyZ se b&hem
granulaC¢niho procesu pfida alespoll jedna farmaceuticky
prijatelna kyselina.

Vynélez se tykd pevnych davkovacich forem obsahujicich
kompbzici podle vynalezu jako jsou tablety, dispergovatelné
tablety, povlelené tablety, matrice atd. Davkovaci forma
podle vynalezu obsahuje napfiklad:

Pevné aktivni ¢&é&stice s velikosti Castic pod 200 um,
pfiéeméf?B % uvedenych ¢astic mé& velikost nad 100 pm, pod 50
% uvedenych &astic ma velikost nad 50 pum a méné& neZ 10 %
uvedenych &astic ma velikost pod 5 um, pfiemZ je stredni
velikost Castic mezi 20 a 50 um;

— nejméné jedno granulaéni &inidlo;

- nejméné jedno zvlhéovadlo;

nejméne jeden derivat Skrobu a
- nejménéﬁednu farmaceuticky prijatelnou kyselinu, ktera se

vyhodné pridavé béhem granulac¢niho procesu.

Kapalné davkovaci formy jako jsou vodné suspenze
sloueniny podle vynalezu obsahuji napfiklad:
- Jjako aktivni &inidlo pevné aktivni &astice obsahujici
sloudeninu vzorce (I} a/nebo slouéeninu%vzorce (I1) s
velikosti &&stic pod 200 um, pfiéemé‘%& % uvedenych Castic

m& velikost nad 100 pm, méné neZ 50 % uvedenych &astic ma




velikost nad 50 pm a méné& neZ 10 % uvedenych Castic ma

velikost pod 5 um a

- nejméné Jjedno granulacni &indlo;

- nejméné jedno zvlh&ovadlo;

- nejméné jednu farmaceuticky pfijatelnou kyselinu, takZe pH
suspenze Jje mezi 2 a 6, vyhodné mezi 3 a 5, nejradéji mezi
3,5a 4,5;

- nejméné jedno zahuitovadlo, napfiklad xanthanovou,
aguarovou nebo carruba klovatinu, krystalickou celulézu,

karboxymethylceluldézu nebo jejich smési.

Pastovité nebo mastové formy podle vyndlezu,
vhodné pro oralni administraci, obsahuji naprfiklad:
- jako aktivni &inidlo pevné &&stice obsahujici slouceninu
vzorce (I) a/nebo sloueninu vzorce (II)‘s velikosti &astic

pet
pod 200 um, pric¢emZ /10 % uvedenych &astic mad velikost nad

100 pm, méné& neZ 50 % uvedenych Castic m& velikost nad 50 um

a méné ne? 10 % uvedenych Castic ma velikost pod 5 pum a

~ nejméné jedno zvlh&ovadlo;

- nejméné jednu farmaceuticky prijatelnou kyselinu, takZe pH
suspenze je mezi 2 a 6, vyhodné mezi 3 a 5, nejradéji mezi
3,5 a 4,5;

- nejméné jedno zahuéﬁbvadlo, napriklad xanthanovou,
aguarovou nebo carruba klovatinu, krystalickou celuldzu,

karboxymethylceluldézu nebo jejich smési.

Pasty anebo mast'ové formy pro zevni nebo intravaginélni
aplikace obsahuji napriklad:
~ jako aktivni &inidlo pevné Castice obsahujici slouceninu

vzorce (I) a/nebo slouleninu vzorce (II) s velikosti &astic
.o
pod 200 wn, prfid¢emZ 10 % uvedenych Castic m& velikost nad
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100 pum, pod 50 % uvedenych Castic mé& velikost nad 50 um a
meng neZ 10 % uvedenych &astic ma velikost pod 5 um a

- nejméné jedno zvlhcovadlo;

- nejméné& jednu farmaceuticky prijatelnou kyselinu, takZe pH
suspenze je mezi 2 a 6, vyhodné& mezi 3 a 5, nejradéji mezi
3,5 a 4,5;

- cetylalkohol a/nebo glyceridové derivaty a/nebo
propylenglykol; |

- nejméné jedno zahusfovadlo, naprfiklad xanthanovou,
aguarovou nebo carruba klovatinu, krystalickou celuldzu,

karboxymethylceluldézu nebo jejich smé&si.

Such& a &ista sloucenina vzorce (I} a suchd a &isté
slou€enina vzorce (II) byly podrobeny mleti a tridéni
sitovou technikou.

Po mleti mély &&stice slouCeniny vzorce (I), slouleniny
vzorce (II) a jejich smési distribuci velikosti Castic podle
obrazku 8. Obrazek 8 ukazuje procentudlni podil &astic s
mensim rozmérem neZ & um.

Z uvedeného vyplyva Ze:

- méne nez 10 % hmotnostnich &astic mélo velikost Castice
men3i neZ asi 5 pm;

- méné neZ 10 % hmotnostnich Castic mé&lo velikost &astice
vét3i nez asi 70 um;

- stfedni velikost Castice je asi 40 um;

- rozdé&lovaci soulinitel castic je asi 1,73, pfiCemZz se
uvedeny rozdélovaci souéinitel vypoé&ital podle rovnice:
Foor = (Doox - QIOQ)/((QSIO% + Dios) /2)

ve kterém

~ Fgos je rozdélovaci soulinitel pri 90 %;

- Doy je maximalni velikost &astice ve frakci &astic
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odpovidajicich 90 % uvedenych aktivnich pevnych ¢éastic a

- D105 jJe maximdlni velikost Castice ve frakci &astic

odpovidajicich 10 % uvedenych aktivnich pevnych &astic.
Nasledujici tabulky ilustruji ptriklady takovych

kompozic.

Tabulka 1
Priklad kompozice dispergovatelnych tablet pro ordlni

poddvdni obsahujicich jako aktivni sloZky sloudeninu vzorce

(IT) a slouc¢eninu vzorce (I)

Nitazoxanid (99 %) + desacetylnitazoxanid (1 %) 200 mg
Mikrokrystalicka celuldza

Avicel pH 102 od firmy FMC-USA 116 mg
Krospovidon 25 mg
Steardt horecnaty 3 mg
Koloidni oxid k¥femicity 5 mg
Kyselina citronova 10 mg
Jahodova pfichut &. 877720 od firmy Robertet 10 mg
Sacharinadt sodny 2 mg

Tabulka 2

Priklad kompozice povledenych tablet pro ordlni poddvani

obsahujicich jako aktivni slozZky sloueninu vzorce (II) a

slouc¢eninu vzorce (I)

Nitazoxanid 500 mg
Kukutriény Skrob 60 mg
Predgelatinizovany kukufiény Skrob 70 mg
Hydroxypropylmethylcelulédza 5 mg
Sacharéza 20 mg
Sodny glykolat Skrobu 30 mg
Kyselina citronova 25 mg
Mastek 8 mg




16

Stearat horelnaty 7 mg

Povlaky: na tablety nebo granule obsahujici 500 mg aktivni
sloZky se nastrikuje horky cukrovy roztok nebo povlakovy

film

Tabulka 3
Priklad vodné suspenze obsahujici sloudeninu vzorce (II) a
sloudeninu vzorce (I) jako aktivni sloZky pro ordlni

podavani; pH suspenze bylo kolem 4.1

Nitazoxanid (98 %) + desacetylnitazoxanid (2 %) 2 g
Destilovana voda - 100 ml
Benzoat sodny 0,2 g
Sachardza 30,5 g
Xanthanova klovatina : 0,2 g

Mikrokrystalicka celuldza a

sodna karboxymethylceluldza

Avicel RC-591 od firmy FMC-USA _ 0,8 g

Kyselina citronovéa 0,2 g

Dihydrat citratu sodného ‘ 50 mg

Jahodovéa prichut' &. 877720 od firmy Robertet 125 mg

éervené barvivo &. 33 D a C 1 mg
Tabulka 4

Priklad pasty pro ordlni administraci obsahujici sloudeninu

vzorce (II) a sloucdeninu vzorce (I) jako aktivni sloZky

Nitazoxanid (98 %) + desacetylnitazoxanid (2 %) 500 mg
Mineralni clej 10 g
Surovy cukr lg

Mikrokrystalickd celuldza a
sodna karboxymethylceluléza
Avicel RC-591 od firmy FMC-USA 0,8 g
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Kyselina citronové 0,2 g

Tabulka 5
Priklad pasty nebo mastové formulace pro intravagindlni nebo
zevni administraci, pridemZ uvedend pasta nebo mast obsahuje

slouc¢eninu vzorce (II) a slouleninu vzorce (I) jako aktivni

sloZky

Nitazoxanid (98 %) + desacetylnitazoxanid (2 %) 8 g
Kremafor A6 2 g
Kremafor A25 1,5 g
Mineralni olej 7 4q
Twuvitol EHO 7 qg
Glycerylmonoester 4 g
Cetylalkohol 3 g
Simetikon 0,5 g
Gernmaben II 1g
Propylenglykol 3,5 g
Destilovana voda 62,5 g

Farmaceutické kompozice podle vynalezu jsou kompozice s
Sirokym spektrem G&inkl na parazity, baktérie, houby a viry,
zv145t& kdy? jsou podavany oralnd. '

UZinnost a bezped&nost vySe popsanych farmaceutickych
kompozic pFi podadvani zvirfatum i lidem byly vynikajici. PEi
klinickych vyzkumech na lidech bylo specificky zjisténo, Ze
G&innost vy3e uvedenych farmaceutickych kompozic je pri
lé&bé parazitérnich onemocnéni vyrazné vyééi'nei u téchze
formulaci pfi pouZiti aktivni slouCeniny s velikosti Castice
mezi 170 a 520 pm (stredni velikost &astice = 352 um), i
kdyZ se vét3i Castice podavaly pacientim v davkach az
trikrat vy33ich a po del3i dobu. Priklady rychlosti

uzdraveni jsou uvedeny niZe v tabulce 6.




18

Tabulka 6

Srovndni vysledkd klinickych vyzkumi na lidech za pouZiti

sloudenin vzorce (I) a vzorce (II) s velikostmi &dstic v

rozmezi 170 wm aZ 520 pm (primér = 352 um) s vysledky

ziskanymi pri pouZiti sloucdenin vzorce (I) a vzorce (II) s

velikostmi &dstic v rozmezi od 5 wm do 200 wn (primér = 34

wn) .

Slouéenina vzorce (I)

(98 %)

+ sloucdenina vzorce

(I1) (2 %)

Velikost &&astice

170 aZ 520 um

Davka 15-50 mg/kg/den

Parazit

Blastocystis hominis
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia
Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

V pfipadé vSech parazitd uvedenych v tabulce 6

béhem 3 az 7 dnt
VyléZeni/celek =

= % vylélenych

12/27 = 44 %
29/47 = 62 %
11/37 = 30 %
3/69 = 4 %
7/48 = 15 %

Velikost c¢astice
5 az 200 um
Davka 15 mg/kg/den

béhem 3 dnt

it

Vylé&eni/celek

= % vylécenych

10/10 = 100.-%

106/133 = 80 %

50/73 = 68 %

144/179 = 80 %

58/79 = 73 %
byl

podil uzdravenych vyrazné lep3i pro pacienty lécCené

aktivnimi Casticemi velikosti mezi 5 a 200 pm neZ pfi 1lécbé

aktivnimi Casticemi v rozmezi velikosti 170 aZ 520 um,

pfiZemZ ve v3ech pripadech byla statistick& vyznamnost p <

0,02 (pfi pouZiti standardnich testa X?).

Tak tomu bylo

tfebaZe dévky aktivniho ¢inidla s veét3i velikosti &astic

byly béZné vyss§i a doba 1léCby byla &asto del3i neZ doba

podavéani farmaceutickych kompozic aktivniho &inidla s
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velikosti Castic pod 200 pm. U Zadné skupiny pacientl se
nevyskytly neZadouci 0&inky.

Vysledky podobné vySe uvedenym udajlm z vyzkumid na
lidech byly zjistény i pfi testech na zviratech.

Kromé& toho neZadouci ufinky pozorované na psech po
oralni administraci jednorazové davky 50 mg slouceniny
vzorce (I) a slouCeniny vzorce (II) na kg hmotnosti psa
nebyly pozorovany pri extenzivnich vyzkumech na zvifatech
pri pouziti sloudeniny vzorce (I) a sloueniny vzorce (II) s
velikosti Castice mezi 5 a 200 pm (pramér >10 pm), i kdyZz
tataZz davka nebo vy351 davka téchto sloulenin byla podavana
~denné po dobu 90 dni nebo déle.

Kromé& toho byly uvedené kompozice stalé i v podminkéach
40 °C a 65 % relativni vlhkosti po dobu 3esti mésicl, nebo v
pripadé kapalnych suspenzi, kdyZ byly suspendovany ve vodé
za uvedenych podminek, po dobu 3 mé&sicl, &imZ je zajidténo,
Ze aktivni sloZky nedegraduji a Ze kompozice udrZuiji svou
G&innost po takovou dobu po prfipravé, jeZ je vhodné pro

1é&ebné a komeréni ucely.
V dal3im bude ukazéana G&innost farmaceutickych

kompozic.

Priklady provedeni vynélezu

PRIKLAD I
Cryptosporidium parvum v
V pripravném klinickém experimentu se 30 osob trpicich
AIDS s chronickym kryptosporidélnim prijmem lé&ilo oralnim
podavanim nitazoxanidu pFi dennich davkach 500 aZz 2000 mg.
Pokud prGjem neustal, podédvani nitazoxanidu pokraéovalo
dalsi 4 tydny s maximdlni denni davkou 2000 mg.

Dvacetosm osob dokondilo dva nebo vice tydnl léCby a do




osmého tydne po léeni bylo 16 z nich schopno vyhodnoceni z
hlediska terapeutické odezvy. V této posledni skupiné& 12
osob vykazalo 50% nebo vét3i omezeni denni frekvence
vym&sSovani a deset Jjednotlivclh vykézalo vyrazné sniZeni nebo
Uplné vymyceni parazitld ve stolici, pfiCemZ u &tyf osob byl
tento organismus neprokazatelny. Sest pacient® splnilo
kritéria klinické a parazitologické odezvy.

Pacienti, jimZ byly podavéany vy35i denni davky léku po
del3i dobu méli vét3i Sanci na pozitivni odezvu.

Pokus s nitazoxanidem pfi kryptosporidi&lnim prdjmu v
disledku AIDS za pouZiti znaCeni fluorescencni latkou
prokazal pokles frekvence vymé&3ovani u osob, jimZ bylobdenné
podavano 500, 1000, 1500 nebo 2000 mg léku. déastnici'pokusu
vykazovali polty CD4+ 42 bundk/mm’® (v rozsahu 0-303 bunék
/mn), primé&rny polet dennich stolic 6,7 béhem 15 mé&sict,
oocysty Cryptosporidium parvum ve stolici a Z&adné daléi
zjevné stfevni patogeny. Témé&r u vSech ucastnikld selhala
terapie s azitromycinem nebo paromycinem. '

Po 23 tydnech mé&lo 9 osob ze 13 kompletni klinickou
odezvu

(pfevaZné tvarovanou stolici }éﬂ%ow az trikrat

denn&) a 4 ze 13 vykazaly &astefnou klinickou odezvu

(nejméné& 50% pokles denni frekvence stolice nebo zménu

konzistence stolice na nejméné 75 % tvarované stolice). Do

ukon&eni pokusu do3lo u 8 z 11 osob k Uplnému vyhlazeni
parazita a daldi 3 vyk&zaly podstatné sniZeni koncentrace
oocystl. Byl zji3tén trend k lep3i odezvé pri davkach 1000
mg denné a vy33ich a pfi del3i lécbé. Tri Glastnici pokusu
dostali kopfivkovou vyra&Zzku na pokoZce; zdravotni reZim

dodrZovalo vice neZ 90 % uCastnikl vice neZ &tyri tydny.

PRIKLAD II
Cryptosporidium parvum
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Pokus in vitro, udaje o davkovéani:

Nitazoxanid se rozpustil ve sterilnim dimethylsulfoxidu
(DMSO) a zkouSel se na jednobuné&énych vrstvach infikovanych
intaktnimi oocystami Crypotosporidium parvum pri
koncentracich 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml a 0,1 pg/ml.
Paralelné se provedl druhy test pfi koncentracich
nitazoxanidu 20 pg/ml, 2 pg/ml, 0,2 pg/ml a 0,02 pg/ml.
Téchto koncentraci se docililo technikou postupného fedé&ni
za pouziti kompletni Zivné pidy DMEM aZ do dosaZeni finalni
koncentrace DMSO 0,5 %. U kontrolniho média (pudy) se
dosahlo téhoZ zredéni.

Pri pokusu se uZilo buné&c¢né kultury MDBKF5D2
vypé€stované v sedmimilimetrovych komtrkach; jako
Cyklosporidium parvum oocysty GCHl v po&tu 5 x 10? na jamku;
$lo o porovnani paromomycinu (pozitivni kontrola) proti
nitazoxanidu (experimentdlni 1ék). ObsaZeno bylo i imunni
krali¢i antisérum obsahujici sporozoity Cryptosporidium
parvum (0,1 %) a s fluoresceinem konjugované kozi sérum

()

proti kralic¢i protilatce (1 $%).

Test toxicity:

200 pl pady obsahujici nitazoxanid p#i koncentracich

100, 10, 1 a 0,1 pg/ml a pfislud3né kontrolni pldy se
umistily do dvou jamek plotny s 96 jamkami obsahujicich
konfluentni jednobunééné vrstvy buné&k MDBKFS5D2 a do dvou
jamek bez této vrstvy. Lék se na jednobunéénYch vrstvach
inkuboval pfi 37 °C a 8 % CO,; po 24 hodindch (prvni pokus)

a 48 hodinach (druhy pokus) se do kaZdé jamky pfidal MTS
| (Owenuv roztok) a PMS v mnoZstvi 333 pg/ml resp. 25 uM.
Plotna se vratila do inkubdtoru a potm& se vyvijela dvé
hodiny. Potom se odebralo svrchu kultury 100 pl supernatantu

a prevedlo na
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novou plotnu s mikrotitrem pro zji3té&ni optické hustoty
pristrojem ELISA pri 490 nm. Vysledky se zaznamenaly a
analyzovaly. Toxicita v procentech se vypolitala odeltenim
stfedni optické hustoty (OD) supernatantu z kultury s lékem
od OD supernatantu kontrolni pidy bez léku, vydé&lenim
stfedni optickou hustotou supernatantu z kontrolni pidy a
nasobenim 100.

OD pldy - OD léku x 100
OD pldy

Test intaktnich oocystu Cryptosporidium parvum

Na Lm%thtnkh jednobunéénych vrstvach MDBKF5D2 se pri 37

°C a v prostfedi 8% CO, inkubovaly v nitazoxanidu (100, 20,
10, 2, 1, 0,2, 0,1 a 0,02 pg/ml) oocysty Cryptosporidium
parvum v mnoZstvi 5 x 10° na jamku. Stupefi infekce v kaZdé
jamce se stanovil imunofluorescen&ni analyzou po 24 a 48
hodinach. Inhibice v procentech se stanovila odeCtenim _
prumérného poltu parazitd na 10 poli v medikovanych jamkach
od primérného poltu paraziti na 10 poli v jamkach s
kontrolni pudou bez léku, délenim tohoto rozdilu primérnym

poCtem parazitl v kStrolnich plidach a néasobenim stem.

podet v kontr. pidach - polet v pladach s lékem x 100
podet v kontrolnich pudéach
Vysledky:
Pokus 1: 24 hodin
Sloucenina Koncentrace Stfedni Toxicita | Inhibice
(+SD) * % %
" Infikovanéa 0 983, 5 0 0
puda (+128,2)
Paromomycin 2 mg/ml 482 (+47,1) 23,8 51




NTZ 100 pg/ml ztrata 88,1 NA %%
10 pg/ml 55,5(%13,5) 65,1 94,4
1 pg/ml 224,5(£28, 5) 8,3 77,2
0,1 pg/ml | 474,5(29,5) | 00 °1.8
* Polet parazitd/10 poli
** Neni k dispozici vlivem toxicity
Pokus 2: 48 hodin
Slouéenina Koncentrace | Stfedni (+SD)* | Toxicita | Inhibice
' % %
Infikovana 0 2231,25 0 0
ptda {+90,03)
Paromomycin 2 mg/ml 580(+33,42) 40,8 74,01
NTZ 20 pug/ml 68,75(+13,77) 92,87 96,92
2 pg/ml 113,75(%21,36) 24,93 94,90
0,2 pg/ﬁl 1020(+158,48) 16, 56 54,29
1041(+191,46) 21,23 53,33
0,02 pg/ml

*PoCet parazitda/10 poli

UZinek nitazoxanidu na intaktni oocysty Cryptosporidium

parvum

V pokusu 1 m&l nitazoxanid pri koncentracich 10, 1 a

0,1 pm/ml za nasledek hodnoty inhibice parazitl 94,4, 77,2 a
51,8 % a toxicitu vaé&i bufikam v procentech 65,1, 8,3 a 19,3
%. TrebaZe pri zredéni 10 pg/ml do3lo k témé&r dplné inhibici
infekce parazity, byly zfejmé vysoké stupné toxicity. Pri
zfedéni 1 pg/ml nitazoxanidu vy3lo priznivé srovnéani s
paromomycinem koncentrace 2 mg/ml z hlediska inhibice

parazitl i toxicity vi&i bufikdm (77,2% inhibice parazitl a




8,3 % celularni toxicity v pfipadé nitazoxanidu pFfi zredé&ni
1 pg/ml ve srovnani s 51% inhibici parazitd a 23,8% toxicity
vac&i bufikadm v pripadé pargmyCLnu pfi 2 mg/ml).

Pfi pokusu 2 se 1lék modifikoval s cilem dos&hnout lepsi
distribuce davek pri minimalni toxicité. V disledku toho
zlstaly kultury Zivé i po 48 hodinach a nejen po 24 hodinéch
jako v pokusu 1. Inkubace po dobu 48 hodin méla samozFejmé
za nasledek vy335i relativni toxicitu vacéi bunkém jak ukazuje
srovnani s paromomycinem v obou pokusech. Koncentrace
nitazoxanidu 20 pg/ml byla pri inkubaci 48 hodin stéale
prilis toxickéa, i kdyZz se jednobuné&lné vrstva zdala dosud
intaktni. Je moZné Ze vysoké toxicita nutné ovliviujici
funkci bunék m& rovn&Z GCinek na vyvoj infekce parazitem.
PFi zFed&ni 2 pug/ml nitazoxanidu byla zabrana infekce
parazitem znaCna pri relativné nizké celularni toxicité.
Dal3i redéni rovnéZ méla za nasledek znalnou inhibici a
nizkou toxicitu vi&i bufik&dm. PFi koncentraci léku 2 ug/ml
mirnad toxicita vaéi bufikd&m a inhibic¢éni aktivita 94,90 %
ukazuje, Ze nitazoxanid je pri koncentraci 2 ug/ml vhodné&jsi
nez paromomycin pri infekci Cryptosporidium parvum in vitro
neZ paromomycin pri koncentraci 2 mg/ml (tisickrat vy3s5i

koncentrace) .

PRIKLAD III
Cryptosporidium parvum

Informace: davkovéani a prfechovavani in vitro

Nitazoxanid a desacetylnitazoxanid (NTZ a NTZdes) byly
zkou3eny na jedhobunéén?ch vrstvéach infikovanYch'intaktnimi
oocystami Cryptosporidium parvum a excystovanymi sporozoity
pri koncentracich 10, 1, 0,1 a 0,01 pug/ml. KaZda sloucenina
se rozpustila v 100% dimethylsulfoxidu (DMSO) a zFfedila

sterilnim médiem DMEM. KaZd& koncentrace nitazoxanidu stejné




jako kontrolni média obsahovala konstantni mnoZstvi DMSO
0,025 %.

P¥ri pokusu se uZilo bunééné kultury z bunék MDBKF5D2
vypéstované v sedmimilimetrovych komlrkach; jako
Cyklosporidium parvum pouzity oocysty GCH1l v poctu SXiO4 na
jamku; $lo o porovnéni paromomycinu (pozitivni kontrola)
proti nitazoxanidu (experimenté&lni 1ék). ObsaZeno bylo i
imunni kraliéi antisérum obsahujici sporozoity
Cryptosporidium parvum (0,1 %) a s fluoresceinem konjugované

kozi sérum proti krdlici protilatce (1 %).

Test toxicity:

200 pl pddy obsahujici nitazoxanid pfi vySe uvedenych
koncentracich a pfisludné kontrolni plidy se umistily do dvou
jamek plotny s 96 jamkami obsahujicich konfluentni
jednobunécénou vrstvu bunék MDBKFS5D2 a do dvou jamek bez této
vrstvy. Lék se na vrstvach inkuboval pfi 37 °C 8 % CO,; po
48 hodinach se do kaZdé jamky pfidal MTS (Owentv roztok) a
PMS v mnoZstvi 333 pg/ml resp. 25 uM. Plotna se vratila do
inkubdtoru a potmé& se vyvijela dvé hodiny. Potom se odebralo -
svrchu kultury 100 pul kaZdého supernatantu a prevedlo na
novou mikrotitra&ni plotnu pro zjisténi optické hustoty
_pristrojem ELISA pf¥i 490 nm. Vysledky se zaznamenaly a
analyzovaly. Toxicita v procentech se vypocCitala odectenim
stfedni optické hustoty (OD) supernatantu z 1léku od stredni
optické hustoty OD supernatantu kontrolni puady bez 1léku,
vydélenim stfedni optickou hustotou supernatantu z kontrolni
pidy a nasobenim 100.

OD pldy - OD léku x 100
OD pudy

Klasifikace cytotoxicity byla stanovena takto: 0,5%

toxicita = 0, 6% az 25% toxicita =1, 26% aZ 50% toxicita =




2, 51% azZz 75%

toxicity. Toxicity hodnot 2,

toxicita

26

= 3 a 76 az 100%

toxické pro jednobunél&nou vrstwvu.

toxicita

cesss o

= 4,

Ze cytotoxicita 0 aZ 1 se md povazZovat za prijatelnou uGrovein

Testovani. intaktnich oocystu Cryptosporidium parvum

[ XX R X
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Plati,

3 a 4 se uvazuiji jako vysoce

Na konfluentnich jednobuné&lnych vrstvdch MDBKF5D2 se

"p¥i 37 °C a v prost¥edi 8% CO, inkubovaly v nitazoxanidu pfri

vySe uvedenych koncentracich oocysty Cryptosporidium parvum

v mnozstvi 5 x 10? na jamku. Stupefi infekce v ka?dé jamce se

stanovil imunofluorescenc¢ni analyzou po 48 hodinach a

analyzoval pocditacem.

Inhibice v procentech se stanovila

odeltenim primérného poctu parazitd na pole v medikovanych

jamkach od primérného poltu parazitd na pole v jamce s
kontrolni ptdou bez 1léku,

po&tem parazit® v kontrolnich pldich a nisobenim stem.

délenim tohoto rozdilu primérnym

poCet v kontr. puadédch - pocet v pudadch s lékem x 100
poCet v kontrolnich pladéach ' ‘
Vysledky:
Pokus s oocystami Cryptosporidium parvum (48 hod.)
Léky Konc. Parazit +SD Tox /0 +SD Inhib. TOX. Klasi-
D % % fikace
Vodna media 0 681,58 | +271,02 | 2.024 0,18 0 0 0
Paromomycin 2000 115,75 +44,65 1.219 +0.009 83,02 39,79 2
DMSO media 0 628,50 | +171,94 | 1.799 11,45 0 0 0
0,025 ' _
NTZ 10 11,75 7,33 0.413 0,13 98,13 77,07 4
1 39,67 +13,13 1.618 | 40,326 93,69 10,09 1
0,1 643,42 | 4999 73 | 1878 [ 4o 154 <0 <0 0
0,01 71433 | Ligg g | 1617 | 4o 072 <0 10,12 1
Nové NTzdes 10 13,75 16, 66 0,337 | *0,005 97,81 81,27 3
1 39,92 +13,49 1.710 +0,033 93, 65 4,97 0
0,1 649,86 | 1155 19 | 1.506 | 44 119 <0 16,29 1
0,01 749,33 | 1155 4o 1.721 £0, 144 <0 4,36 0




Konc. - pg/ml; Parazit - primérny polet parazitl/pole
(analyzovano 12 poli); Inhib. % - inhibice infekce parazitem

v %; Tox % - toxicita léku vadi buikdm v %.

Z vySe uvedeného je zrejmé, Ze inhibicni aktivita
NTZdes je stejnd jako u NTZ v prikladu II. Nitazoxanid a
desacetylnitazoxanid byly stejné G&inné in vitro vi&i
Cryptosporidium parvum pfi paralelnich testech, ziskény
vysledky 98% a 94% inhibice pri Fedénich 10 a 1 pug/ml pro
obé sloueniny. V pfipadé& nitazoxanidu bylo zFfedéni 1 pg/ml
nejniz3i koncentraci dosahujici vice neZ 90% inhibice,
zatimco 50% inhibice bylo moZno dosé&hnout s nizii
koncentraci nitazoxaﬁidu népfiklad 0,2, 0,1 a 0,02 ug/l. v
téchZe experimentilnich podminkach paromomycin pouzity jéko
pozitivni koﬁtrola byl 2000krat méné ucinny, protoZe
dosahoval pfi koncentraci 2000 pug/ml inhibi&ni d&innosti jen

51 az 83 %.

PRIKLAD IV.
E. Intestinalis a V. cornea

Buntky 2RK-13 (jaterni bufiky kralika) se uloZily na
kultiva&ni plotny s 24 jamkami v mnoZstvi 2,6 x 10° bunék na
jamku (1,0 ml media, RPMI 1640 s 2 mM L-glutminu a 5% teplem
aktivované hovézi fetéalni sérum). Plotny se inkubovaly pres
noc v inkubatoru s atmosférou CO, pfi teploté 37 °C, b&hem
té doby se jamky sPojily (jedno zdvojeni, takZe mnoZstvi
bundk na jamku bylo asi 5 x 10°%). .

K hostitelskym bufkém se pridaly organismy Septata
intestinalis (z tkanovych kultur) v mnoZstevnim poméru asi
3:1, tedy asi 15 x 10° organismi na jamku. Vysledkem tohoto
pomé&ru bylo, Ze se infikovalo asi 50 % hostitelskych bunék.

Léky se rozpustily v DMSO, vodé& nebo methanolu (v
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zdvislosti na rozpustnosti) na roztoky koncentrace 1,0
mg/ml. Tyto roztoky se skladovaly p¥i -70 °C. V3echna
ztedéni v téchto experimentech se provadéla v kompletnim
tkanovém kultivadnim médiu. VSechna zfedéni se zkouSela ve
tf¥ech jamké&ch.

Medium (obsahujici &erstvé zredéné 1éky) se nahrazovalo
kazdé tri az Ctyri dny.

Sesty den po ptridani parazit®i a 1ékd se na burikach
zjistuje toxicita. Kontrolni bunky s 1léky ale bez parazitt
jsou studovany z nékolika hledisek: konfluence, morfologie
bunék a zda jsou pfitomny mrtvé nebo plovouci bunky. Buiky
inkubované pouze s parazity jsod kontrolovany z hlediska
infekénosti parazitl (pritomnost parazitofornich vakuol).
Bunky inkubované s paraéity a léky se hodnoti z hlediska
toxicity pro hostitelské buriky a mnoZstvi pfitomnych
parazitofornich vakuol (zda je velké, stfedni, malé).

Desatého dne se do kultiva&nich jamek pfidé 100 pl 10%
SDS (cilové koncentrace 0,5 %), aby do3lo k prasknuti
membran hostitelskych bunék a uvolnily se mikrosporidie.
Celkové mnozstvi parazitd v kazdé jamce se stanovi '
zjistovanim alikvotniho mnoiétvi hemacytometrem. Vysledky se
vyjadfuji'v procentech inhibice (v pomé&ru k pocltu
infikovanych bunék bez pfidavku 1éku).

Vysledky ukazuji obrazky 1 az 4.

PRIKLAD V.
Toxoplasma gondii
| Nitazoxanid a desacetylnitazoxanid se testovaly proti
parazitlm, konkrétné proti Toxoplasma gondii kmen RH,
udrzZovanému opakovanymi pasézZemi mysSmi. Bunécné kultury

fibroplastli MRC5 od firmy Bio-Merieux, Francie, byly v
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kultivaénich plotnach o 96 jamkach inckulovany timto kmenem
Toxoplasma gondii. Do kaZdé kultivadni jamky (s vyjimkou 8
kontrolnich jamek pouZitych jako negativni kontrola) se
pfidalo 200 Cerstvé odebranych tachyzoitd. Po 4 hodinéch
inkubace se do t&chto kultur pridaly zfedéné roztoky 1éki.

Nitazoxanid (NTZ) a desacetylnitazoxanid (dNTZ) se
zkou3ely v koncentracich v rozmezi mezi 8 x 107! a 40 mg/l.
Léky se nejdfive rozpustily v DMSO pfi koncentracich 2 ng/ml
a pak se postupnym'fedénim v kultivaéni pidé pFfipravily v
potrfebnych koncentracich, NedoSlo ke vzniku sraéenin.

Tato zfedéni léka se pridala ke kulturém (na kazde
zFedéni 8 jamek) a nasledovala inkubace kultivacénich ploteﬁb
po dobu 72 hodin. Potom byly kultury fixovany Studenym  |
methanolem. Rist Toxoplasma gondii se ijiétoval na pristroji
ELISA za pomoci krali&i protilatky proti Toxoplasma gondii
znadené peroxidazou. Pro kaZdou jamku se zaznamenala hodnota
optické hustoty. : |

Vysledky se prezentdji grafem v némz se_vynééeji.adaje
optické,hhstoty proti koncentraci léku v kulturfe. |
Statisticky rozbor spo&ival v regresni’anél?ze pLi intervalu
spolehlivosti 95 % a stanoveni kfivek zévisloéti
davka/odezva z hodnot optické huétoty pro kaidy lék. -

Jedna plotna byla kontaminovéana Giemsou pro zjiétéﬁi
jejiho cytopatického u¢inku na kultury. |

Byly provedeny tfi oddélené experimenty. V kazdém
experimentu se pro kaZdou sloudeninu pouZilo dvou
kultiva&nich ploten; v kaZdé kultivaéni plotné se pro kaZdou

koncentraci léku pouZilo 8 replikaénich jamek.

Vysledky:
Ve trech sadach pokust byly zisk&ny podobné vysledky.

Grafické znazornéni vysledkd jednoho reprezentativniho




pokusu pro kazdy lék je uka&zano v obréazcich 5a, b, ¢ a 6a,
b, c.

Nitazoxanid (obréazky 5a, b, c);

Pfi koncentracich v rozmezi 107 mg/l a 0,3 mg/l nebyl
zaznamenan zadny inhibi&ni 0&inek. Znaénybefekt vykazala
koncentrace 20,6 mg/l a Uplné inhibice ristu Toxoplasma se
dosadhlo pri koncentracich > 2,5 mg/l. PFi koncentrachh >
2,5 mg/l vSak byla na jednobun&&né vrstvé zaznamenéna

vyrazna toxicita.

Mikroskopické zkoumédni jednobundiné vrstvy ukazalo, Ze -

NTZ pri koncentraci 1,25 mg/l vyvolalo na parazity
infikovanych buiikdch cytopaticky efekt ve formé zveét3eni
parazitofornich vakuol a sniZeni péétﬁrintracelulérnich
paraziti. Na zakladé regreshi ahal?zy lzé odhadnout, Ze 50%

inhibi&ni G&inek m& zfedé&ni 1,2 mg/l.

Desacetylnitazoxanid (obréazky 7a, b, ¢):

S desacetylnitazoxanidem byly dosaZeny obdobné

vysledky: Zadny G&inek pfi koncentracich v rozmezi‘loq mg/1

a 0,3 mg/l, inhibice pfi koncentraci > 0,6 mg/l a vyrazna
toxicita pri koncentraci 2 2{5 mg/1l. Lze odhadnout, e 50%
inhibi&ni uZinek ma zfedéni 1,2 mg/l. '

Ziskané vysledky byly reprodukovatelné ve trech
oddé&lenych pokusech pfi,hodnoceni'inhibiéniho i¢inku léku na
opakovanych kultivacich pro kaZdou koncentraci léku. v

U NTZ 1 desacetylnitazoxanidu byloimoino pozorovat pri
koncentracich kolem 1,2 mg/l vyraznou inhibici rﬁStu'
Toxoplasma se zménami na parazitoforni vakuole, ale bez
vyraznych zmén na samotném parazitu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze tyto léky maji dobrou

aktivitu proti Toxoplasma gondii a Ze tento terapeuticky



U¢inek je moZno odekavat in vivo pri koncentracich kolem 1

ng/l v séru nebo tkanich.

PRIKLAD VI
Mycobacteria’

Bylo zjisténo, Ze nitazoxanid mé& antimikrobialni
aktivitu proti mykobakteriim tuberkuldzy. Nasledujici
tabulka ukazuje vysledky zjiStovani MIC nitazoxanidu a
tizoxanidu (NTZdes) proti Mycobacterium intracellular
agarovou diluéni technikou.Tyto vysledky jsou zaloZeny na
nékolika experimentech s pouZitim agarové dilu¢ni techniky
na agaru Middlebrook, z nichZ kaZdy trval 3 tydny. Ziskane
adaje prokazuji, Ze nitazoxanid ma MIC proti Mycobacteria 2
Hg/ml a tizoxanid m& MIC 4 pg/ml pfi pouZiti standardniho
kmene Mycobacterium intracellular od ATCC a standardni

agarové dilué&ni techniky.

'MIC (minimdlni inhibiéni koncentrace) nitazoxanidu vici

Mycobacteria intracellulare

MIC*
nitazoxanid 2 pug/ml
tizoxanid 4 pg/ml

*MIC se stanovily standardni agarovou dilu&ni technikou
bé&hem 3 tydn s pouZitim agaru Middlebrock 7H11l. V tomto
pokusu bylo pouéito.M. intracellular ATCC 13950,

standardniho kmene.

Obrazek 7 je graf zaloZeny na studiu uc¢innosti
nitazoxanidu proti mykobaktérii vypéstované v kapalném

bujonu. PouZili jsme kolorimetrickou analyzu MTS umoZiujici
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stanovit rust po 4 hodinach ve srovnani s poditanim na
agaru, které to umoZiiuje po 3 tydnech. Jak lze vidét na
tdajich v obrazku 7, pokud se nitazoxanid pFidal 72 hodin po
zahajeni kultivace, bylo moZno pozorovat bezprostredni
u¢inek na kontinu&lni rust ve srovnani s rlistem v samotném
“kontrolnim médiu. Pri davce 3 pg/ml nitazoxanidu se na

pristich 24 hodin rist zastavi a potom dal3i dva dny

pokraduje pomaly rUst. Davka 50 pug/ml plsobila béhem 144

hodin kultivace dokonale bakteriostaticky.

PRIKLAD VII.
Cryptosporidium parvum
U&inek nitazoxanidu proti Cryptosporidium parvum byl

zkouSen na experimenté&lné infikovanych my3ich. Nitazoxanid

Florida.

7 g)

byla modifikovana pro pouZiti u my3i podle Pageta a Barnese.

byl dodan firmou Romark Laboratories, L.C. Tampa,

Celkova davka pro &lovéka (1 g/den b&hem 7 dni

Lidsk& davka byla nasobena faktorem 0,0026 pro my38i (vaZici
pribliZné 20 g) a ziskalo se celkové mnoZstvi léku potrebné
pro kaZdého hostitele rano a veler béhem 7 dni nésledujicich
po sob&. KaZda mys prijala denné 2,6 mg (7000 mg x

0,0026/7) .

plastové injek&ni strikacky se specidlné& upravenou Spickou

Davky byly administrovany oralné s pouZitim

jehly (around tip needle). »

Dvacet (20) dvoudennich sajicich mySich mlédat se
infikovalo oralnim podanim 100.000 oocyst Cryptosporidium
parvum ziskanych z infikovanych telat. Pred podanim my3im se
oocysty zkoncentrovaly pomoci cukerného roztoku technikou
popsanou Fayerem a Ellisem. V3em my3im byly odebirany
rektalni vytéry a denné zkoumé&ny modifikovanou kontaminaéni
technikou Niehl-Neelsenovou popsanou Graczykem a dalSimi.

Oocysty se objevily v trusu 2 dny po oralni infekci zvirfat.
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0d tfetiho den po infekci zvifrat bylo deseti my3$im podavéno
1,3 mg nitazoxanidu rdno a veer 7 dni po sobé
ndsledujicich, zatimco 10 zbyvajicich mySi se pouzZilo jako
nelédend kontrola. Rektalni vytéry byly odebirany denné
viech sedm dni 1lé&by a kazdy den sedm dni nasledujicich po
ukon&eni 1lé&by. Oocysty byly suspendovény v oleji a pod

mikroskopem poditadny v 100 polich.

Vysledky:

Vysledky ukdzané v ndsledujici tabulce jasné dokazuji,
e nitazoxanid podavany v denni davce 2,6 mg/den 7 po sobé
ndsledujicich dni byl Géinny proti Cryptosporidium parvum a
redukoval poclet oocyst v trusu infikovanych my$i, jak
vyplyva ze srovnani s kontrolnimi zvifaty. Zkouéeny.lék
sniZil na konci t¥etiho dne 1lécby uvolhovani oocyst do
stolice u 6 z 10 lécenych my3i. Sedmého dne na konci 1écby
byla tato produkce oocyst zcela eliminovéna a vSechna 1lécena
zvifata vykazala negativni vysledky pfi kontrole trusu na
rozdil od nelédenych kontrolnich my3i. Tento efekt trval po
ukon&ené 1é&bé& nejméné 7 dni jak vyplyvad z negativniho

vysledku kontroly t¥feti a sedmy den po ukonCeni 1lécby.

Polet zjidté&nych oocyst/pole v olejové imerzi

3. den 1lécby posledni den 1é&by 3. den po 1léc&bé 7. den po 1lé¢beé
My§ &. Kontrol- LéZend Kontrol- LécCené Kontrol- Lé&ena Kontrol- Lé&ené
: ni skup. skup. ni skup. skup. ni skup. skup. ni skup. skup.

1 3,0 0,0 5,0 0,0 4,0 0,0 2,0 0,0

2 4,0 0,0 4,0 0,0 3,0 0,0 1,0 0,0

3 6,0 0,0 5,0 0,0 4,0 0,0 0,5 0,0

4 3,0 2,0 3,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0

5 5,0 2,0 3,0 .0,0 3,0 0,0 0,5 0,0

6 3,0 0,0 4,0 0,0 5,0 0,0 2,0 0,0

7 3,0 0,0 5,0 0,0 4,0 0,0 1,0 0,0

8 5,0 1,0 5,0 0,0 1,0 0,0 0,5 0,0

9 3,0 3,0 3,0 0,0 2,0 0,0 - 1,0 0,0
10 0,0 5,0 0,0 2,0 0,0 0,5 0,0
Celkem 35 8,0 4,2 0,0 30 0,0 10 0,0
Pramér 3,5 0,8 4,2 0,0 3,0 0,0 1,0 0,0
U¢innost 60 % 100 % 100 % 100 %
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Celkem 35 4,2 0,0 30 0,0 10 ,
Promér 3,5 ,2 R 3,0 0,0 1,0 0
PRIKLAD VIII.
Mycobacterium

Nitazoxanid se srovnaval s antibiotikem izoniaziden.

Jako mykobakteri&lniho kmene bylo pouZito BCG (bacil

Calmette a Guerin). Citlivost tohoto kmene byla
M. tuberculosis, ale tento kmen byl ne3kodné&jsi
nevyzadoval ZAdna narolna opatfeni.

My3im bylo denné podavano 4 mg léku na my$

tatdz jako u

a proto

v 0,2 ml

sluneénicového oleje. Vysledky u my3i léCenych nitazoxanidem

byly srovnatelné se skupinou lé&enou izoniazidem.

Fasciola hepatica

10’ 10°

Slezina Jatra Plice Slezina Jatra » Plice

Nitazo 1,575,000 1,575.000 57.500 68.250 70.000 50
800,000 1,550.000 122.500 65.000 87.500 75

875.000 1,550.000 30.000 75.000 35.000 150

950.000 750.000 75,000 60.000 60.000 50_

B INH 475.000 1,050.000 11.000 - 20.000 21.250 50
255.000 750.000 5.750 '15.250 27.500 125

200.000 975.000 4.000 60.000 52.500 50

20.000 37.500 50

PBS 1,500.000 2,125.000 92.500 102.500 195,000 750
1,525,000 1,800.000 98.000 140.000 175.000 800

1,925,000 1,750.000 177.500 98.000 150.000 500

1,675.000 1,800.000 117.500 105.000 150.000 750

PRIKLAD IX.

UCinnost nitazoxanidu a desacetylnitazoxanidu proti

Fasciola hepatica byla zkouSena in vitro.

Dospé&li jedinci Fasciola hepatica byli ziskéni ze

Zludovodl jater tri telat poraZenych kvili fasciolosis ve
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veterinédrni diagnostické laboratori firmy Hardy s Meat
Packers, Bunkie, LA. Motcolice byly promyvany jednu hodinu ve
sterilnim solném roztoku a preneseny do sterilniho roztoku
nebo RPMI (pH 7,4) na dalsi 3 hodiny. Potom byly motolice
uchovavany pfes noc pfi 37 °C v prostfedi s 5 % CO, ve
sterilni smé&si RPMI-kralic¢i sérum (objemovy pomné&r 50:50)
nebo sterilnim RPMI (pH 7,4).

Kultivace in vitro (37 °C a 5% CO;) byla provedena
modifikaci zplsobu Ibarra a Jenkinse (Z. Parasitenkd.
70:655-661, 1984). Pri dodrZovéani sterilnich podminek se
motolice dvakréat promyly po 2-3 minutach v Hankové
rovnovaZném solném roztoku (pH 7,2) a individu&lné umistily
do jamek kultiva&nich ploten Linbro se Sesti jamkami
obsahujicimi alikvotnich 10 ml zamy3leného zfed@&ni léku v
kultivadnim médiu. Toto medium sestdvalo ze smé&si (v
objemovém poméru 50:50) RPMI a kréalic¢iho séra s 2,%.kréliéi
.krve a 100 ppm penicilinu a 100 ppm streptomycinu. PouZilo
se v?hradné4motolic s norméalni aktivitou a morfologii.

zasobni roztoky NTZ nebo jeho metabolitu D-NTZ od firmy
Romark se rozpustily v DMSO (2000 pg/ml) a zfedily v
kultivadnim mediu za pouZiti volumetrické bafiky s objemem
100 ml pro pripravu specifické koncentrace léku (100, 50,
25, 10, 5, 3, 1 pg/ml). V kadé replikované kultufe byly
umistény dvé motolice, jedna v nesubstituované kultivacéni
ptdé s RBC a druhd v kultivadni padé bez léku a s RBC.
‘ Motolice se zkou3ely z hlediska uc¢inkt 1lékd, jak se
projevovaly smrti, poruchami hybnosti nebo:morfologickYmi
zm&nami. ve srovnadni s nemedikovanymi kontrolnimi motolicemi
pomoci zezadu nasviceného panelu a osvétlené trikrat

zvétdujici &ocky.

Vysledky:




Experiment 1:

V prfipad& D-NTZ byly motolice pri zredéni 1léku 50 a 100 pg
béhem jedné hodiny mrtvé nebo skomirajici. PFi koncentraci
25 ng byly po prvni hodin& 4 ze 7 motolic skomirajici, dvé
byly aktivni a jedna byla malatna; do tfi hodin byly vSechny
mrtvé kromé dvou malatnych a jen jedna motolice zlistala
malatnd naZivu 1 po &tyrech hodinéach. Pfi koncentraci léku
10 pg bylé po 1, 3 a 4 hodinach zaznamenéna omezenad aktivita
a do 7 hodin byly v3echny mrtvé nebo skomirajici. V pfipadé
zFedéni na 5 pg a 3 pug byla u nékterych jedincl pozorovéna
sniZena aktivita, pricemZ v kategorii se zfedénim 3 ug byl
pozorovan ponékud slab3i nastup; ve skupinach s koncé%raci
léku 3 a 5 ug byly do 50 hodin v3echny motolice mrtvé kromé:
jedné malatné motolice v kazdé skupiné. Ve skupiné s
koncentraci léku 1 pg bylo po 42 aZ 74 hodinach pozorovano
sniZeni aktivity a po 91 hodiné zustaly naZivu jen 3 aktivni
a jedna skomirajici motolice; v této skupiné& 1 pg zistala po
115 hodinach jen jedna malatna motolice. V kontrolni skupiné
s RBC byla umrtnost sledovéna po 66 hodinach (jedna
motolice), 91 hodinach (jedna motolice)a 115 hodinach (&tyri
motolice). V kontrolni skupiné bez RBC byly po 91 hodiné

naZivu v3echny motolice a po 115 hodinach byla jedna mrtva.

Experiment 2:

V pfipadé NTZ byla u 8 replikovanych pfipadl pozorovéna
ve srovnani s D-NTZ o néco veét3i aktivita CasnéjsSim |
ovlivné&nim hybnosti a umrtnosti. U skupin s koncentraci léku
100, 50 a 25 pg byly po jedné hodiné mrtvé nebo skomirajici
v3echny motolice kromé& jedné ve skupiné 25 pg, jeZ byla
mrtvad po trech hodinach. Ve v3ech ostatnich medikovanych

skupinach bylo po jedné hodiné patrné sniZeni hybnosti v
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zavislosti na velikosti davky. Ve skupiné 10 pg po 16
hodindch preZila jen jedna motolice. Ve skupiné

s koncentraci léku 5 pg byly po 6 hodindch aktivni jen 3
motolice a Zadna nebyla aktivni po 16 hodinadch. Ve skupiné 3
ng byly po 23 hodindch naZivu jen 2 maldtné motolice; tyto
vSak byly po 41 hodinach mrtvé. Ve skupiné 1 pg uhynula do
16 hodin jedna motolice, do 41. hodiny t¥i motolice a do 74
hodin pét motolic; po 91 hodindch byly aktivni 3 motolice a
po 115 hodindch si uchovala aktivitu jedna motolice.

V kontrolni skupiné s RBC bylo po 74 hodinach aktivnich 7

z 8 motolic, po 91 hodinach 3 a dvé motolice zustaly aktivni
po 115 hodinadch. V kontrolni skupiné bez RBC bylo po 74
hodinach aktivnich 6 z 8 motolic, po 91 hodinach 4 a dvé
motolice zﬁstaly aktivni po 115 hodinéch.

Ve skupinach s vysokou davkou (25, 50, 100 pg) byla
smrt motolic rychld a byla spojena s kontrakci a svradténim
("curling") ventrdlni &&sti. Pri medikaci v niZ3ich
koncentracich vét3ina motolic nacas zpomalila a po smrti
nebo pfi umirani byla ochablej3i a zplo3téna. Pocinaje 91.
hodinou se ﬁ nékterych replikovanych p¥ipadd stala pro
vysledky experimentl omezujicim faktorem kontaminace.

V pfipad& D-NTZ do3lo po 115 hodinéch k vytvofeni souvislého
pfekryti dvou replikovan?éh ploten bakteridlnim nebo |
plisnovym porostem s ndslednym uhynem. P¥i pokusu s NTZ toto
pfekryti a uhyn motolice na celych replikovanych plotnéch
nastalo po 91 hodinach (dvé replikované plotny) a 115
hodinach (5 replikovanych ploten). Pozorovadni po 139 hodiné
nebylo uznano za validni pro celkovou kontaminaci vé&t§iny

ploten.

Zavéry:
Z pokusu s obéma zkouSenymi 1léky vyplyva jejich znad&né

u¢innost pri usmrcovani motolic. Ponékud vy$3i G&innost
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proti F. hepatica byla pozorovadna u nitazoxanidu neZ u
desacetylnitazoxanidu, jeho hlavniho metabolitu, o némZ se
soudi, Ze je Ucinny na hepatické trovni.

K rychlé smrti motolic doché&zi p¥i aplikaci D-NTZ in
vitro v koncentracich >50 pg béhem hodiny, p¥i koncentracich
25 pg béhem 4 hodin a pfi koncentracich 10 pg bé&hem 6 az 7
hodin. Deset pg miZe byt vhodnou jednordzovou lécebnou
cilenou davkou léku pokud farmakokinetickd data ukazuji, Ze
tkanové koncentrace se udrzi >6 aZz 8 hodin po jednorézové
1éc¢bé. '

Silnd schopnost usmrcovat motolice do 74 hodin (t¥i dny)
byla u obou slouenin zjisténa pri koncentracich 3 pg a 5
pLg. Delsi preZivani, avSak ne tak dlouhé jako u kontrolnich
nemedikovanych motolic, bylo pozorovano pfi koncentraci 1
pg; pouziti tohoto léku v této koncentraci na motolice
v j&trech po dobu 3 aZ 4 dnl proto miZe mit na parazity

nedostatecny U¢inek.

PRIKLAD X.
Fasciola gigantica

Nitazoxanid byl testovan na uU¢innost proti nedospélym a
- dospélym jedincim Fasciola gigantica na experimentdlné
infikovanych krédlicich.

Encystované metacerkdrie Fasciola gigantica (EMC) byly
shromédZzdény na celofédnové blané 28 az 35 dni po infekci plzh
L. calludi miracidiem Fasciola gigantica za pouziti techniky
ji? popsal Abdel-Ghany, v niZ jsou plZi denn& vystaveni na
30 minut v ¢isté odchlorované vodé z vodovodu umélému
svétlu. Ziskané encystované metacerkdrie (EMC) se 5 aZ 8 dni
skladovaly p¥i 4 °C v chladni&ce pod hladinou vody, dfive
neZz se pouZzily pro infekci experimentdlnich zvifat.

V tomto vyzkumu bylo pouZito ¢tyficet (40) kré&lika

Boscat hmotnosti 1,5 aZ 2 kg, ktefri byli zarazeni do dvou




experimentalnich skupin po 20 jedincich.

Zvifata ve skupiné& 1 se or&alné infikovala 35-40
encystovanymi metacerkariemi zabalenymi v listu hléavkového
salatu vloZeném na kofen jazyka zvirat. Tlamy zvifat byly
ruéné drZeny zaviené dokud nedo3lo ke spolknuti
encystovanYCh metacerkarii. Této skupiny 1 se pouzilo pro
testovani nitazoxanidu proti nedospélym stédiim (4-5 tydnt
starym) Fasciola gigantica.

Zvirata ze skupiny 2 se oralné infikovala stejné jako v
prvni skupin& 10 aZz 15 encystovanymi metacerkariemi a
pouzilo se jich pro zkou3ku u&innosti nitazoxanidu proti
motolicim v ranném stadiu dosp&losti (starym >10 tydnl).

Deseti zvifatlm ve skupiné 1 bylo v dobé& vzdalené 4
tydny od jejich infekce parazity v nedospé&lém stéadiu jejich
vaéjového cyklu podavéno 7 po sobé& nasledujicich dni rano a
veder 35 mg nitazoxanidu. Zbyvajicich 10 zviFat skupiny 1
tvorilo nelélenou kontrolni skupinu.

Deseti zvifatlm ve skupiné 2 bylo v dobé& vzdalené 10
tydnl od jejich infekce parazity v dospélém stadiu jejich
vyvojového cyklu podavano 7 po sobé nasledujicich dni réano a
veder 35 mg nitazoxanidu. Zbyvajicich 10 zvifat skupiny 2
tvorilo nelécenou kontrolni skupinu.

AZ do ukon&eni experimentu byla v3echna zvirata krmena
suchou pici. '

Sedm dni po podani posledni davky nitazoxanidu byla -
v3echna zvirata v obou skupinéch usmrcena. Povrch jater se
zkoumal z hlediska pfitomnosti migrujicich nekrotickych ryh
zv145té pro vyvojova stadia nedospélych parazitli. Tyto
nekrotické oblasti byly studovany pomoci dvou chirurgickych
jehel s cilem ziskat migrujici juvenilni motolice technikou,
kterou popsal El-Bahy. Jatra se rozfezala na malé kousky

zv143t& v okoli migrujicich ryh a macerovala pod mikroskopem
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s cilem extrahovat motolice. B¥i3ni dutina a viscerdlni
povrchy se promyly teplou vodou. Tato vyplachovd voda se
spojila, prolila sitem a zkoumala na pfitomnost juvenilnich
motolic. V3ichni nalezeni parazité vcetné jejich télesnych
Casti se spocCitali u lécCenych 1 nelécenych zvirat v obou
skupindch 1 a 2. Zivé motolice mé&ly svétle raZovou barvuy,
byly prusvitné a mély neporusené integumenty, snadno se
teplou vodou vyplavovaly z jaternich tkdni, zatimco mrtvé
motolice mély barvu-naéedlou, byly uvolnéné ‘a vykazovaly
poruSené nekrotické povrchy. U&innost nitazoxanidu se
vypocCitala pomoci vzorce:

$ G&innosti = a - b  x 100

a

kde: a = polet motolic ziskanych ze stolice kontrolnich
zvirat;

b: pocCet motolic ziskanych ze stolice lé&enych zvirat.

Vysledky:

Vysledky vyzkumu uvedené v tabulce 7 ukazuji vyrazny
pokles poltu nedospélych motolic extrahovanych z kralicich
jater lécené skupiny ve srovndni s kontrolni skupinou. Tento

pokles v procentech byl primérné 46,77 %

) .

(v rozmezi 40 aZ 60

oe

Tabulka 7: »
Udinnost nitazoxanidu proti nedosp&lym jedinctm (4 tydny

starym) Fasciola gigantica u pokusné infikovanych krdliki.

Poget motolic ziskanych z kré&lidich jater

Kralik ¢&. Nelécené LécCeni kralici U¢innost %

kontrola
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Ve vyvojovém stadiu ranné dospélesti motolic,

byli kralici infikovéani,

u¢innost

kralikd nebyli zjisténi Zadni Cervi

(motolice)

Jimi3

vykazoval nitazoxanid totélni
(100% redukci) a pfi zkoumani jater lécenych

ve srovnani

se zvifaty z kontrolni skupiny nelélenych kralikl, jak je

z¥ejmé z tabulky 8.

Tabulka 8

U¢innost nitazoxanidu proti jedincdm v ranném stddiu

dosp&losti (10 tydni starym) Fasciola gigantica v. pokusné

infikovanych krdlicich.

Poet motolic ziskanych z krdliéich jater
Kralik ¢&. Nelé&ené Lé&eni kréalici U&innost %
kontrola
1 4 0,0 100 %
2 4 0,0 100 % ]
3 3 0,0 100 %
1 3 0,0 100 3
5 2 0,0 100 %
6 2 0,0 100 %
7 2 0,0 100 8
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8 3 0,0 100 %
i 9 3 0,0 100 ¢
10 3 0,0 100 ¢

Promér 2,9 0,0 100 %

Nitazoxanid podavany 7 po sobé& nasledujicich dni v
davce 70 mg/den je mirné& G¢inny proti nedospé&lym jedincim
Fasciola gigantica a kompletné Glinny proti témto parazitim

ve vyvojovém stadiu ranné dospélosti.

PRIKLAD XIII

Schistosoma

- Nitazoxanid byl zkouSen proti Schistosoma mansoni a
Schistosoma hematobium v expérimentélné infikovanYch my3ich.

Ctyficet (40) bilych my3i hmotnosti 30 aZ 50 g bylo
rozdéleno do dvou léCenych skupin po 20 zviratech. Prvni
skupina byla infikovana 300 - 500 volnymi a aktivnimi
cerkariemi Schistosoma mansoni suspendovanymi v 0,25 ml
- destilované vody a intraperitonedlni injekci podanymi v3enm
mySim. Druhéd skupina byla infikovéana stejnym zplsoben, ale
cerkdriemi Schistosoma hematobium. Obé skupiny potom byly
chovany v laboratori celkem 70 dni.

Sedndesét dni po infikovani zvifat bylo v kazdé skupiné

10 zvirat lé&eno nitazoxanidem davkou 1,3 mg podavanou sedm
.po sobé& néasleduijicich dni or4alné réno i veler. Sedm dni po
ukon&eni 1lélby byla usmrcena vSechna zvifata a z jater kazdé
my3i se perfuzi vlaZnou vodou (37 °C) extrahovali Cervi.
Ziskani jedinci Schistosoma u v3ech léCenych a kontrolnich
zvirat byli spoc&itéani. U&innost nitazoxanidu byla vypo&itana
5 pouZitim nasledujiciho vzorce:

% UCinnosti = a-»>b x 100

a

kde: a = polet jedincl Schistosoma ziskanych z vyplachu
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kontrolnich zvirat

b = poCet jedinch Schistosoma ziskanych z vyplachu lé&enych

zvirat.

Vysledky:

Vysledky v tabulkach 9 a 10 jasné prokéazaly,

Ze

nitazoxanid podavany v davkach 2,6 mg/den 7 dni po sobéd

nasledujicich byl G&innéjsi proti Schistosoma hematobium,

kde bylo pozorovano sniZeni pocltu &ervl o 82,85 % ve

srovnani s kontrolnimi zvifaty,

mansoni,

neZ proti Schistosoma

kde sniZeni proti kontrolni skupiné my3i dosahlo

jen 59,91 %. Tyto vysledky jsou konsistentni s vysledky ve

zpréavé Abaza a dalSich, podle které nitazoxanid nebyl uG&inny

pfi lédbé& pacientl proti S. mansoni,

jak vyplyva z

positivniho ndlezu vajicek po lé&bé nitazoxaniden.

Tabulka 9

Usinnost nitazoxanidu proti dospd&lym jedincim (13 tydni

starym) Schistosoma mansoni v my$ich.

Polet motolic odstranénych z mySich jater
Mys &. Nelélené kontrolni LéCené mySsi
nySi
1 21 10
2 29 9
3 32 10
B 4 26 11
5 24 13
6 19 10
7 20 9
8 24 12
9 22 8
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10 30 7
Celkem 247 90
Primér/my3 24,7 9,9
U&innost 59,91
Tabulka 10

Usinnost nitazoxanidu proti dospglym jedincim (13 tydni

starym) Schistosoma hematobium v myS§ich.

Poet motolic odstranénych z my3ich jater

Mys &. Neléclené kontrolni LéCené mysi
my3i
1 18 3
2 16 3
3 14 2
4 19 2
5 12 4
6 10 4
7 13 2
8 12 2
9 17 0,0
10 5 )
Celkem 140 24
Pramsr/mys 14 5,4
U&innost 82,85
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutick& kompozice pro oralni apl i Laci

vyznadujici se tim Ze obsahuje jako aktivni

sloZku nejméné jednu sloudeninu zvolenou ze skupiny, kterou

tvori:

sloudenina vzorce (I)

ALK

OH
NH— CO-

M

a sloudenina vzorce (II)

O-CO-CH3

(II).

2. Kompozice podle naroku 1, vy znacdu jici

3

t £ m, %e uvedend aktivni sloudenina je ve formé& aktivnich

&astic s velikosti &astice mendi neZ 200 um a stredni

velikost Castic je vét3i nez 10 um.

3. Kompozice podle naroku 2, vy zna cu jici
t i m, Ze prim&rna velikost &astice uvedenych aktivnich

Castic je mezi 10 a 100 pm.

S

e

e
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4. Kompozice podle ndroku 2, vy zna c¢uijicli

Ze stfedni velikost C&stice uvedenych aktivnich

ot

im,

¢éstic je mezi 20 a 50 pm.

5. Kompozice podle ndroku 2, vy znadcduijici

+

im, Ze méne€ neZ 10 % hmotnostnich uvedenych aktivnich

v 2

Céstic md velikost Castice vEé€tSi neZ 100 um.

z

6. Kompozice podle naroku 2, vy z n a é‘u i ici

2

Ze nejméné 50 %

-+

im, hmotnostnich uvedenych aktivnich

Castic m& velikost c¢astice mensi neZ 50 um.

7. Kompozice podle ndroku 2, vy zna ¢ u jici

o+

im, Ze méné& neZ 10 % hmotnostnich uvedenych aktivnich

Castic m& velikost Céstice mensi neZ 5 um.

8. Kompozice podle naroku 2, v yznacuijic i s
Ze uvedend kompozice obsahuje smé&s aktivnich &astic
(I)
obsah slouceniny vzorce

(I) (IT)

t im,
a vzorce
(I)

v uvedené smési mezi 0,5 a 20

'sloudenin vzorce (IT), pfic¢emZ je hmotnostni

ve vztahu k hmotnosti sloucdenin

Q

VZiorce a vzorce 5.

S e

9. Kompozice podle ndroku 1, vy zna c¢uijici
t 1 m, Ze uvedend kompozice ddle obsahuje nejméné& jednu

farmaceuticky pfijatelnou kyselinu.

10. Kompozice podle néroku 9, vy zn a & u.j ic.i

s e t im Ze uvedend farmaceuticky pfijatelnd kyselina Jje

vybrana ze skupiny, kterou tvori kyselina citronovi, kyselina

glutamova, kyselina jantarova, kyselina ethansulfonové,

kyselina octovéd, kyselina vinn&, kyselina askorbova,

kyselina methansulfonova, kyselina fumarovéd, kyselina
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adipova, kyselina jablec¢nd a jejich smési.

11. Kompozice podle ndroku 9, vy zna cuijici
s e t im Ze uvedena aktivni sloZka je ve form& pevnych
Castic s velikosti Céstice pod 200 um a st¥edni velikost
Castice je vét3i neZ 10 pum a Ze hmotnostni pomér
farmaceuticky prijatelné kyseliny/hmotnost uvedenych pevnych

¢astic je mezi 0,01 a 0,5.

12. Kompozice podle naroku 11, vy zna duijici
s e tim Ze hmotnostni pomér farmaceuticky p¥ijatelné
kyseliny/hmotnost uvedenych pevnych ¢astic je mezi 0,03 a
0,2.

13. Pouziti farmaceuticky prijatelné kompozice,
obsahujici jako aktivni sloZku nejméné jednu slou&eninu

vybrahou ze skupiny, kterou tvo¥i sloucdenina vzorce (I)

No/ﬁ:;jr\NH'—CO

2 - @

H

a slou¢enina vzorce (II)

No/[:;jE\NH—CO

0 -CO- CH,

(D

pro vyrobu medicindlniho prost¥edku pro 1léc&bu
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imunokompromitovanych savcl infikovanych mikroorganismem
vybranym ze skupiny, kterou tvofi Cryptosporidium parvum,
Isospora belli, Enterocytzoon bineusi, Encephalitozoon
intestinalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
avium intracellulare, Pneumocystis carinii a Toxoplasma

gondii.

14. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 13,
vyznacujici se tim Ze uvedend aktivni sloZka
je ve formé& Castic se st¥edni velikosti Castice mezi 10 a

200 pm.

15. Pouziti farmaceutické kompozice podle ndroku 13,

vyznacujici se tim Ze uvedend aktivni sloZka

je ve formé Castic se stredni velikosti Castice mezi 20 a 50

pm.

16. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 13,
vyznadcuijici se t im Ze uvedend farmaceutickéa
kompozice obsahuje nejméné jednu farmaceuticky p¥ijatelnou

kyselinu.

17. Pouziti farmaceutické kompozice podle nédroku 16,
vyznacujici se tim Ze uvedend farmaceuticky
pfijatelnd kyselina je vybrdna ze skupiny, kterou tvofri
kyselina citronova, kyselina glutamovéd, kyselina jantarova,
kyselina ethansulfonovd, kyselina octovéi, kysélina vinna,
kyselina askorbova, kyselina methénsulfonové, kyselina
fumarové, kyselina adipova, kyselina jable¢nd a jejich

smési.

18. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 13,
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vyznac¢cujici se t im, Ze uvedend aktivni sloZka
je sloucCenina vzorce (I).

19. PouZiti farmaceutické kompozice podle naroku 13,
vyznacujici se tim Ze uvedend aktivni sloZka
je sloucCenina vzorce (II).

20. PouZiti farmaceutické kompozice podle ndroku 13,

vyznacujici se tim Ze uvedeny savec je
¢lovék a Ze uvedena aktivni sloZka se podadva v mnoZstvi od

500 do 2000 mg denné.

21. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 20,

vyznacujicili se tim, Ze uvedend aktivni slozZka

se poddva v mnozZstvi od 1000 do 1500 mg'denné.

22. Pouziti farmaceutické kompozice, obsahujici jako
aktivni sloZku nejméné jednu slouceninu vybranou ze skupiny,

kterou tvori sloucenina vzorce (I)

H

.

M

a sloucenina vzorce (II):

NOJ\_: /‘Nk NH— CO

0 -CO - CH,
D

pro vyrobu léku urceného pro lécbu parazitdrni infekce

motolici vybranou ze skupiny kterou tvofi motolice




50

Schistosoma Fasciola, Fasciolopsis, Dicrocoelium,

Heterophyes a Metagonimus.
23. PouZiti farmaceutické kompozice, obsahujici jako

aktivni slozku nejméné& jednu slouceninu vybraﬁou ze skupiny,
(I)

NO/[:;jﬁLNw—cou

kterou tvori sloucenina vzorce

H

@

a sloudenina vzorce (II):

0 -GO~CH3

NdJ[:;ﬂLNH—CO

o

pro vyrobu léku ureného pro lé¢bu parazitarni infekce
motolici vybranou ze skupiny, kterou tvofi motolice
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma
mekongi, Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum,
Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, Fasciolopsis biski,
Dicrocoelium dendriticum, Heterophyes heterophyes a
Metagonimus yokogawa.

24. Pouriti farmaceutické kompozice podle naroku 23,




vyznadcu ici se tim Ze uvedend aktivni sloZka

]
je ve formé& Castic se stredni velikosti Castice mezi 10 a

200 pm.

25. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 24,

vyznaduijici se t im Ze uvedena aktivni sloZka

je ve formé Castic se stredni velikosti Castice mezi 20 a 50

.

26. PouZiti farmaceutické kompozice podle naroku 23,

vyznadujici se tim Ze uvedend farmaceuticka

kompozice obsahuje nejméné jednu farmaceuticky prijatelnou

kyselinu.

27. PouZiti farmaceutické kompozice podle naroku 26,

vyznadcdujici se tim Ze uvedend farmaceuticky
prijatelna kyselina ;e vybrang ze skupiny, kterou tvori
kyselina citronova, kyselina glutamova, kyselina jantarova,
kyselina‘ethansulfonové, kyselina octové4, kyselina vinng,
kyselina askorbova, kyselina methansulfonové, kyselina
kyselina jableCnd a jejich

fumarova, kyselina adipova,

smé&si.

28. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 26,

vyznadujici se t im Ze hmotnostni pomér

farmaceuticky pfijatelnad kyselina/hmotnost uvedenych

aktivnich &astic je mezi 0,01 a 0,5.

29. PouZiti farmaceutické kompozice podle néroku 23,

vyznaduijici se tim Ze uvedend aktivni sloZka

je sloudenina vzorce (I).
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30. PouZiti farmaceutické kompozice podle naroku 23,
vyznadcuijici se tim Ze uvedend aktivni sloZzka
je sloucdenina vzorce (II).

31. Farmaceutickd pasta pro zevni pouziti,

vyznadcuijici se tim Ze tato pasta obsahuje
jako u&innou sloZku alespoifl jednu sloueniny vybranou ze
kterou tvori:

(1)

-

skupiny,

sloudeninu vzorce

H

@

slou¢eninu vzorce (II)

0 -CO - CH,

NOZJE‘S_JN\ NH— CO |

o

v z

pricemZ uvedené Castice maji velikost menSi neZ 200 um a

st¥edni velikost C&stice je vét3i nei 10 um;

nejméné jedno zahudtovadlo;
nejméné jedno zvlhCovadlo a
nejméné& jednu farmaceuticky pfijatelnou kyselinu, prfiCemz je

pH pasty mezi 2 a 6.

32. Farmaceutickd pasta podle naroku 31,

vyznacujici se tim Ze uvedend pasta dale
obsahuje nejméné jednu p#¥isadu vybranou ze skupiny, kterou
tvori cetylalkohol, derivaty glycerinu, propylenglykol a

jejich smési.
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33. Farmaceutickd kompozice pro ordlni aplikaci,

vyznadujici se tim Ze obsahuje aktivni
sloZzku granulovanou v p¥itomnosti granulac¢niho &¢inidla,
pricemz:

uvedend aktivni sloZka je ve formé& pevnych aktivnich
¢astic sloZenych z nejméné jedné sloucCeniny vybrané ze
skupiny, kterou tvofi:
slouCenina vzorce (I)

0
| No/[_s—‘/lk NH— CO.

H

4y
slouc¢enina vzorce (II)
. » vo -CO - CH3
Y :S’l\NH—co :
" S

a kde uvedené aktivni sloZky maji velikost C&stic men3i neZ

200 pm a stfedni velikost &&stic v&t3i nez 10 pm.

34. Kompozice podle naroku 33, vy zn a cuijici
s e t im, Ze granulac¢ni ¢inidlo je zvoleno ze skupiny,
kterou tvo#i polyvinylpyrrolidon, voda,

alkohol, sacharéza, hydroxyceluldza a jejich smési.

35. Kompozice podle naroku 33, vy znac¢uijilci

s e t im, Ze uvedené granulované aktivni pevné Castice
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obsahuji nejméné jednu farmaceuticky p¥ijatelnou kyselinu.

36. Kompozice podle naroku 35, vy znacuijicdi
s e t im, Ze uvedena farmaceuticky prijatelnd kyselina je
vybrana ze skupiny, kterou tvori kyselina citronovi,
kyselina glutamova, kyselina jantarova, kyselina
ethansulfonovd, kyselina octovéa, kyselina vinn&, kyselina
askorbova, kyselina methansulfonova, kyselina fumarova,

kyselina adipovd, kyselina jablecCnd a jejich smési.

37. Kompozice podle ndroku 35, vy znacuijici
s e t im, Ze hmotnostni pomér farmaceuticky prijatelna

kyselina/hmotnost uvedené aktivni slozky je mezi 0,01 a 0,5.

38. Farmaceuticka kompozice pro ordlni aplikaci,
vyznadc¢uijici se tim Ze obsahuje aktivni
sloZzku, zvlhc&ovadlo a derivat Skrobu, pficemz:

uvedena aktivni sloZka je ve formé pevnych aktivnich
Cadstic nejméné jedné sloudeniny vybrané ze skupiny, kterou
tvori:
sloucCenina vzorce (I)

PR

H

@
slou¢enina vzorce (II)
0 -CO-CH,
SN
noj 8 NETCO v_ (1D
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a kde uvedené aktivni sloZky maji velikost Castic mens$i nez

200 pm a stfedni velikost Castic vétsi neZ 10 um.

39. Farmaceuticka kompozice podle naroku 38,

vyznadc¢uijici se tim, Ze uvedena farmaceutické
kompozice rovnéZ obsahuje nejméné& jednu farmaceuticky

pfijatelnou kyselinu.

40. Farmaceutickd kompozice podle naroku 38,

vyznadcuijici se tim, Ze aktivni cCastice Jsou
granulovany v pfitomnosti granula¢niho ¢inidla, aby
vytvofily granulovanou aktivni sloZku obsahujici od 2 do
99,97

10

%

hmotnostnich uvedené aktivni sloucCeniny a od 0,03 do

o

o

hmotnostnich granula¢niho ¢inidla.

41. Farmaceuticka kompozice podle naroku 40,

vyznadcujici se tim Ze granula¢ni Cinidlo je

zvoleno ze skupiny, kterou tvofri polyvinylpyrrolidon, voda,
alkohol, sachardza, hydroxyceluldza a jejich smési.
aktivni slozky pro ordlni

t

42 . Kapalnd suspenze

z

1

z

aplikaci, vy zna<cu]j ci se i m, Ze obsahuje:

jako aktivni sloZzku pevné Eastice nejméné& jedné sloucCeniny
vybrané ze skupiny, kterou tvofi:

(I)

sloudenina vzorce

OH

4y

sloudenina vzorce (II)
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0 -CO - CH,

I

NO,

o

pticemZ uvedené Castice maji velikost Gastic men3i neZ 200
pm a stfedni velikost C&stic vét3i neZ 10 pm a

nejméné jednu farmaceuticky pfijatelnou kyselinu, p#icemz
je pH suspenze mezi 2 a 6.

z

43. Suspenze podle ndroku 42, vy znac¢uijici

s e t im Ze pH suspenze je mezi 3 a 5.
44. Suspenze podle ndroku 42, vy zna duijici

s e t im Ze téZ obsahuje granula&ni &inidlo.
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