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(57)Anotace:

Reseni popisuje absorpeni prostfedek, jehoZ alespoii jedna
&ast obsahuje inhibitor proteazy, ktery sniZuje aktivitu protedz
ze stolice, které by jinak mohly zpiisobit nebo pfispét ke
vzniku z4n&tu kiZe uZivatele prostfedku s ndslednou
plenkovou vyrazkou nebo dermatitidou. Prostfedek déle
zahrnuje distribu¢ni systém, ktery obsahuje a pfenasi inhibitor
proteazy alespoii na ¢ast kiiZe uZivatele. Lépe je vSak pokud
distribu&ni systém obsahuje dermatologickou slozku, jejiz
&4st, v&etnd inhibitoru protedzy, je automaticky pfenéSena z
prostiedku na kiZi uZivatele, b&hem béZného pouZiti
prostiedku, &imZ se vytvati ochrana proti protedzim stolice na
rozhrani kiiZe-stolice. Opakovana aplikace podobng
upravenych prostiedk® na kiZi uZivatele poskytuje dostupny
zdroj, z kterého miZe inhibitor protedzy plynule pfechdzet na
kii%i a poskytovat pro aktivni ochranu proti protedzdm stolice,
pfi 168b& a/nebo prevenci plenkové dermatitidy zplisobené
proteolytickymi enzymy.
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Absorpéni prostfedek s obsahem inhibitoru proteazy
a zpusob jeho pouZiti

Oblast techniky

Vynalez pojedndva o absorpénich prostfedcich jako jsou napf.
plenky, cvi¢ebni spodky, vlozky pro inkontinenci, damské hygie-
nické prostfedky apod. Tyto absorpéni prostfedky obsahuji
inhibitory proteaz stolice a jsou uZiteCné pifi prevenci a lécbé

plenkové vyrazky.

Dosavadni stav techniky

Plenkovéa vyrazka je b&Zna forma podrazdéni a zanétu téch Casti
détského té&la, ktera jsou bézné kryta plenkou. Tento stav se také
nazyva plenkova dermatitida. PfestoZe je tento stav urCité
nejéast&jsi u déti, nevyskytuje se pouze u nich. U kazdého jedince,
ktery trpi inkontinenci v rozsahu, ktery vyZaduje pouZiti
absorpénich prostfedkl, se miize vyvinout toto onemocnéni. Mezi
nachylné jedince patfi novorozenci, stafi lidé, t€Zce nemocni nebo

neambulantni jedinci.

K dispozici je mnoho typl absorpénich prostfedkd na jedno
pouziti, jako jsou napf. plenky, cviCebni spodky, prostfedky pro
inkontinenci, zdravotnické pleny apod., které maji vysokou
absorpéni kapacitu pro mo¢ a jiné télni vymésky. Vyrobky pro jedno
pouziti, tohoto typu, obvykle obsahuji néjaky typ vrchniho
materialu propustného pro kapaliny, absorpéni jadro a pro kapalinu

nepropustny spodni material. A&koliv tyto typy absorp&nich struktur
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mohou byt vysoce uéinné pfi absorpci tekutin, je zndmé, ze
dlouhodobé noseni takovych absorp¢nich prostfedkd maze poskodit
kizi hyperhydrataci nebo expozici kize drazdivym latkam, které se
bézné nachazi v t&lnich vymé&icich. Cast 21, kapitoly 333 503 C.F.R.
definuje plenkovou vyrazku jako ,zanétlivé kozni onemocnéni
v plenkové oblasti (hrdz, hyzdé€, podbfiSek a vnitini strana stehen)
zpisobené jednim nebo vice z ndasledujicich faktord: vlhkost,
okluze, odirani, trvaly kontakt s moc¢i nebo stolici nebo ob&mi, nebo
mechanické nebo chemické podrazdéni.“ Lékafi zpravidla pokladaji
plenkovou vyrdzku nebo dermatitidu za stav, ktery je ve svém
nejleh&im stadiu kontaktni iritani dermatitidou vzniklou na zakladé
rozsahlého kontaktu kiZe s mo¢i nebo stolici nebo obé&mi. Mezi
nejéastéji zmifiovanymi faktory, v souvislosti s plenkovou vyrazkou,
jsou &¢pavek, enzymy ve stolici, baktérie, bakteridlni produkty, pH

mo¢i a Candida albicans.

Existuji dikazy, Ze proteolytické a lipolytické enzymy ze stolice,
které pochazeji ze stieva a/nebo ze slinivky, maji klicovou ulohu pfi
podrdzdéni kiZe a vzniku zdnétu u plenkové dermatitidy, viz. patent
USA 4 556 560, patent USA 4 657 537, patent USA 4 685 909,
patent USA 4 842 593, Andersen et al. (Contact Dermatitis 30:152-
158, 1994), Mac Farlane et al. (J. 4 842 593), Andersen et al.
(Contact Dermatitis 30:152-158, 1994), MacFarlane et al. (J. Appl.
Bacteriol. 64:37-46, 1988) a Buckingham a Berg, (Pediatric
Dermatology 3:107-112, 1986). Studie s rOznymi inhibitory
upravenymi tak, aby inhibovaly enzymatickou aktivitu rznych tfid
protedz, ukazaly, Ze serinové protedzy, cysteinové proteazy a
metaloprotedzy, jsou nejcastéji zodpovédné za celkovou

proteolytickou aktivitu stolice. Je zndmo, Ze serinové proteazy,
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predevdim trypsin a chymotrypsin, jsou téméf vzdy pfitomny ve
velkém mnoZstvi ve stolici zdravych malych déti, a menSi, ale

detekovatelné mnozZstvi, je pfitomno ve stolici zdravych dospélych.

Drazdivé udinky fekalni enzymatické aktivity na kOZi jsou
obvykle zesileny, pokud je pfitomna mo¢ a/nebo pokud je kuZe
kryta. Vytvoieni hydroxidu amonného plsobenim bakteridlniho
enzymu uredzy na mo¢ mda za ndisledek zvySeni pH, napf.
k hodnotam 7,0 a vy35im, p¥i kterém se aktivita protedz a jinych
enzymi, jako napf. lipadz ptitomnych ve stolici, zvySuje. Napf.
optimalni rozmezi pH pro uredzu je 6,4 - 6,9, pro trypsin 7,8 - 8,2 a
pro lipazy 7,5 - 9,5. Pokud pH piesdhne 7,0 zalind se z moli
uvoliiovat volny &pavek, ktery je dalsi drazdivou toxickou
slou¢eninou puasobici na kdzi. Sama mo¢ mizZe také prispivat
k vytvofeni plenkové vyrdzky tim, Ze zvlhéuje prostiedi. Voda, a to
pfedev8im voda ve formé modi, je obzvlasté uc€inna pfi sniZovani
koZni bariéry, ¢imZ zvy3uje nachylnost kiize k podrdazdéni enzymy
stolice. Ponévad? mo& a stolice jsou najednou bézné piitomny
v absorpénim prostiedku a expozice klize po dobu nékolika hodin
neni neobvykla, jsou pfitomny vhodné podminky a dostatek Casu pro
vznik t&chto interakci a nasledné poskozeni kiZe. DalSim faktorem,
ktery prispiva k posileni enzymatické aktivity stolice je jeho
alkalické pH. Napiiklad je dobfe znidmo, Ze ackoliv stolice
ptirozené kojenych dé&ti je obvykle kyseld, stolice uméle kojenych
dé&ti je zpravidla alkalickd s pH v rozmezi od mirné€ alkalického (pH
7,2 - 7,5) aZ k siln& alkalickému (pH 8,7 a vy3si). Takze pifedevSim
déti uméle kojené maji nachylnost k tomu, aby se u nich rozvinula

plenkovad dermatitida zplisobena zvySenou aktivitou enzyml ve

stolici diky vy$Simu pH.




Z pohledu téchto stanovenych pfi¢in plenkové dermatitidy, byla
provedena fada pokusl, jejichZ cilem bylo sniZit nebo zabranit
vyskytu plenkové dermatitidy. Rada t&chto nejlepSich piistupt se
snazi ovlivnit vice pfi¢in nebo dilezitych kofaktor. Nejcastéji to
je, sniZeni hydratace kiZe Castou vyménou plenek, pouZiti praskd
absorbujicich vlhkost, pouZiti superabsorpinich latek a zlepSeni
proudéni vzduchu v plenkach. Casté je také pouziti umélych
prekazek. Bé&Zné je mistni naneseni krému, masti, roztoku nebo
pasty, jenZ vytvofi urdity stupen fyzikdlni bariéry, kterd chrani kiZi
pred drazdivymi latkami ze stolice nebo mocle. AvSak takovy
bariérovy piistup, pfestoZe snizuje pfistup drazdivych latek na kizi,

muze byt esteticky nezadouci.

Z pohledu vlivu alkalického pH na zvySenou aktivitu enzymu
ve stolici bylo provedeno nékolik pokust k udrzeni pH kiize pomoci
latek ovliviujicich pH, jako jsou napf. pufrovaci latky nebo kysela
¢inidla neutralizujici &pavek, v absorpénim prostfedku nebo jako
piisady v lokaln& aplikovanych dermatologickych prostiedcich.
Piedpoklada se, Zze G&inné udrZovani pH kiZe v jeho pfirozeném
nizkém pH (tj. od 3,0 do 5,5) mize plsobit proti draZdivému Gcinku
&pavku a sniZzovat aktivitu enzymi stolice. SniZeni enzymatické
aktivity kiize timto zpisobem, je vSak dosti obtiZné za situace, kdy

je alkalicka stolice pfimo na ki@Zi po vyprdzdnéni stfeva.

Ur&ité antienzymové slozky, byly pfiddvany do lokalné
aplikovanych piipravkd, pro 1é€bu a prevenci plenkové vyrazky,

zpisobené dlouhym kontaktem lidské kiZe s télnimi vymésky.
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Napiiklad patent USA 4 556 560 popisuje pfipravky obsahujici ve
vodé rozpustné inhibitory lipazy, nejlépe soli kovu, jako napf.
chlorid zineénaty, v bariérovém ptenaSeCi, jakym je napf.
polyethylen glykol. Patent USA 5 091 193 popisuje pfipravky pro
aplikaci na kdZi pf vyméné plenky, které obsahuji chelatujici
¢inidlo, jako napi. kyselinu listovou, ethylendiamintetraoctovou
kyselinu (EDTA) apod., které omezuji dostupnost kovi, které uredza
a proteazy vyZaduji jako kofaktory pro aktivitu. Pfipravek muze
dale obsahovat inhibitor lipazy, jako napf. ester mastného alkoholu
nebo pfidany antienzym, nasyceny nebo nenasyceny, linearni nebo
rozvétveny, zinkovou stl mastné kyseliny o 2 aZ 22 atomech uhliku
nebo aminoacylkyselinu, jako napf. propionylcystein, propionyl-
hydroxyprolin nebo caproylcystein. Byly také popsany Cistici
utérky, pro odstrafiovani télnich vyméskd z kiZe, které obsahuji

inhibitory proteazy.

Agkoliv se na vzniku plenkové dermatitidy podili fada
faktord, zda se pravdépodobné, Ze fyziologickou odpovédi kize na
drazdivé latky, jako jsou enzymy stolice, Epavek apod., jsou nékteré
spole¢né mechanismy. Napfiklad je znamo, zZe tvorba cytokina
koznimi buitkami, je b&Znou odpovédi na pfitomnost drdZdivych
latek a poruSeni vné&jdi vrstvy kiZe (stratum corneum). Hlavnim
bun&énym typem, ktery se udastni tvorby cytokinti, je keratinocyt,
ktery se nalézd pfimo pod stratum corneum a ma nejvetsi
pravdépodobnost se setkat s draZdivou latkou jako prvni. Bylo
véetnd prozandtlivého cytokinu interleukinu 1-alfa (IL-la), jako

odpovéd na drazdivé latky. Tento cytokin a dalsi cytokiny indukuje
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kaskadu uddlosti, které mohou nakonec vést ke vzniku zarudnuti,
pupinkl, odlupovani a viedi, které jsou spoleéné popisovany jako

plenkova dermatitida.

Byly popsany ptfipravky pro 1é¢bu nebo prevenci plenkové
vyrazky, které obsahuji ur¢ité inhibitory uredz, lipdz a/nebo proteaz,
av3ak dfive nebylo znamo, Ze proteazy stolice maji dilezitou roli v
indukci prvotni cytokinové odpovédi keratinocyti, kterd vede ke
kaskadé& zanétlivych odpovédi a inhibici proteaz, a proto je nyni
mozné specifi¢téji pfedchazet a 1éCit plenkovou dermatitidu. Dfive
nebyl popsan Zadny lécebny postup, ktery by sniZoval nebo brénil
vyskytu plenkové dermatitidy, u kterého by byly inhibitory proteaz
pfimo vpraveny do absorpéniho prostiedku, napi. plenek apod. nebo
kde by se u¢inna mnozstvi inhibitori automaticky pfenaSela na kizi
uzivatele upraveného prostiedku, a to bez pomoci rukou. Dale
nebylo popsdno, Ze by wuZivani, a to piedevSiim opakované,
upraveného absorpéniho prostiedku, mohlo automaticky pienaSet
dostateénd mnozstvi inhibitord protedz na zvolené oblasti kilze
uzivatele, ¢imZ by =zaji§tovalo proaktivni ochranu proti priniku

protedz a jejich aktivité.

Podstata vynalezu

Vynalez popisuje absorpéni prostfedek, jehoz aspofi cast
obsahuje inhibitor proteaz, jenZ sniZuje aktivitu protedz stolice,
které by jinak spustily nebo pfispély k zdnétu kize uZivatele
prosttedku s naslednym rozvojem plenkové dermatitidy. Zde
pouzitym vyrazem "inhibitor protedzy" se mini jakakoliv latka,

kterd inhibuje aktivitu protedz v jednom nebo vice ze sedmi testl
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popsanych niZe pfi (i) ICso 30 pM nebo méné, obvykle od 0,00001
uM do 30 uM, lépe od 0,0001 pM do 20 uM, jesté lépe od 0,001
uM do 10 uM a nejlépe od 0,01 pM do 5 uM, pfi méfeni zplisobem
¢isténé protedzy, ktery je popsdn nize, pfi (ii) ICso 90 uM nebo
méné, obvykle od 0,00001 pM do 90 puM, Iépe od 0,0001 pM do 30
uM, jesté lépe od 0,001 pM do 10 puM a nejlépe od 0,01 pM do 5
uM, pifi méfeni zpisobem specifické fekalni protedzy, ktery je
popséan nize nebo pfi (iii) ICso niz3i nez 500 pM, lépe v3ak niz8i nez
300 uM a nejlépe niz8i nez 100 pM, pii méfeni zplisobem obecné

fekalni protedzy, ktery je popsan niZe.

Inhibitor protedzy obsazeny v prostfedku inaktivuje jeden nebo
vice hlavnich typl proteaz ve stolici, tj. serinové protedzy,
metaloprotedzy, cysteinové protedzy a aspartylproteazy. Ackoliv
muze byt v absorpénim prostiedku, pouzit jakykoliv inhibitor
proteazy nebo jejich smés, které maji pozadovanou ICso uvedenou
vy$e, bylo zji§téno, Ze inhibice serinové protedzy ve stolici pomoci
inhibitoru serinové protedzy, jako napf. inhibitoru trypsinu ze sdji a
hexamidinu, znaén& sniZuje prvotni cytokinovou odpovéd koZnich
bunék na stolici. Vhodnymi inhibitory protedz, pro pouZiti v
absorpénich prostfedcich tohoto vynélezu, jsou inhibitor trypsinu ze
s6ji a hexamidin, stejné tak jako aprotinin, p-aminobenzamidin,

leupeptin, pepstatin A, chymostatin apod.

Prostiedek by mél obsahovat inhibitoru protedzy od 0,0001 % do
30 %, lépe vsak od 0,0001 % do 10 % hmotnosti. Inhibitor miZze byt
pfitomen v &isté formé&, jako napf. prasek, vlo¢ky, zrnka apod., nebo
maZe byt v nosném vehikulu, jako roztok, suspenze, disperze,

emulze apod. Navic miZe byt inhibitor obsaZen ve volné formé v
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mikrokapsulich, absorpéni latce, komirce, lepidlu, dermatologické
slozce, pevné opofe, struktufe nanofdze apod. Inhibitor v
absorpénim prostfedku sniZuje aktivitu protedz, méfeno testovacim
zplisobem absorpéniho prostfedku (popsdn niZe), nejméné o 10 %,
lépe vSak nejméné€ o 20 %, jeSté lépe nejméné o 50 % a nejlépe
nejméné o 80 %. Inhibitor v absorpénim prostfedku sniZuje aktivitu
proteaz o 10 % az 99 %, lépe viak o 20 % az 99 %, jesté lépe o 50
% aZ 99 % a nejlépe o 80 % az 99 %.

Absorpéni prostfedek, dale =zahrnuje distribu¢ni systém,
uvolflujici inhibitor protedzy, aspoii na Cast kiuze uZzivatele
prostfedku. Distribuéni systém mlZe mit, mimo jiné, nékteré z
téchto uspofadani, napf. konfigurace v které je inhibitor proteazy v
pradkové, &asticové nebo Supinkové formé€, nebo v roztoku,
suspenzi, emulzi nebo podobné. Distribu¢ni systém mizZe obsahovat
strukturu, jako jsou mikrokapsule, absorpéni latka, struktura
nanofaze, komurka, lepidlo, pevn4d opora nebo podobné, nebo
slozku, jako je dermatologickd slozka. Distribu¢ni systém pfenasi,
bdhem nosSeni prostiedku, inhibitor protedzy do blizkosti kizZe, a
nejlépe, aspoit na Cast kize uZivatele prostiedku tak, Ze inhibitor
muZe zastavit protedzy ve stolici na rozhrani kize/stolice dfive, nez
mohou proniknout do stratum corneum kiZe, ¢imZ snizi nebo

zabrani aktivaci zanétlivé odpovédi.

V navrhovaném provedeni vynalezu, zahrnuje distribu¢ni systém
dermatologickou slozku, kterd obsahuje inhibitor protedzy od 0,01
% do 50 %, lépe v8ak od 0,05 % do 25 % a nejlépe od 0,1 % do 10
% hmotnosti. Aspofi ¢ast povrchu absorpéniho prostiedku, ktery se
dotyka uzivatele, by méla obsahovat dermatologickou slozku s

inhibitorem enzymu, aby mohla byt &ast dermatologické slozky s
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inhibitorem automaticky pfendSena, béhem bé&Zného noSeni, 2z
prostiedku na kaZi uzivatele, kde potom vytvafi ochranu proti
proteazam stolice. Opakovand aplikace podobné wupravenych
prostfedkd na kGZi uzivatele, vytvari dostupny zdroj, z kterého
muze inhibitor protedzy plynule pfechdzet na kiiZi, kde se hromadi a
vytvafi proaktivni ochranu proti protedzam stolice, kterd sniZuje
nebo brani vzniku plenkové dermatitidy zpuisobené proteolytickymi

enzymy.

Vyhodou absorpéniho prostfedku s obsahem inhibitoru proteazy
je, Ze inhibice protedz stolice a tedy sniZeni drdzdéni kuze
zplisobené kontaktem se stolici, je pfimym dusledkem interakce
inhibitor — enzym, misto nepiimého vlivu, jakym je zména pH,
inaktivace kofaktoru nutného pro aktivitu enzymu nebo jinych
dermatologickych latek. Tento zpusob I[éCby a/nebo prevence
plenkové dermatitidy, je zaloZen na rozvdZném vybé&ru inhibitoru,
které inaktivuji hlavni typy protedz pfitomnych ve stolici. Navic k
interakci inhibitor — enzym dochazi pfi vysokych hodnotdch pH,
které jsou bé&zné v zneliSténych plenkdch a dalSich absorpénich

prostfedcich.

Piehled obrazkl na vykresech

Obrazek 1 je schematickym zobrazenim absorpCniho prostiedku,

ve formé& plenky, podle uvedeného vynalezu.

Obrazek 2 je pohled z boku, zndzorfiujici umisténi koZniho
analogu, pouzitého pfi pfenosovém testu dermatologické sloZky

a/nebo pienosovém testu inhibitoru proteaz.
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Obrizek 3 je ploSny pohled, znazorfiujici umisténi koZniho
analogu, pouzitého pfi pienosovém testu dermatologické slozky

a/nebo pfenosovém testu inhibitoru proteaz.

Priklady provedeni vynalezu

I. Definice

Vyraz ,zahrnujici, tak jak je zde pouZit, znamena, Ze rdzné
komponenty, slozky nebo kroky, mohou byt spoleiné pouzity pfi
aplikaci uvedeného vynalezu. V souladu s tim, obsahuje vyraz
,zahrnujici®, také vyznamové uzsi vyrazy ,sloZeny piedevS$im z“ a

v LA 13
,slozeny z“.

Vyraz ,,ICs0“ znamend inhibi¢ni koncentraci (napf. mikromolarni

v 7

koncentraci, pM) latky (inhibitoru), ktera sniZi uroven Stépeni
substratu enzymem o 50 %, pfi méfeni enzymové aktivity
standardnimi testy in vitro, viz. niZe. ICso se vypocitéd podle rovnice
ICso = (I)/((v/vi)-1), kde (I) je testovand inhibi¢ni koncentrace, v je
urovefi §té€peni substratu za nepfitomnosti inhibitoru a v; je arovef
$tépeni substratu za pFitomnosti inhibitoru. Tak jak bude dale
popsano, ICso inhibitoru protedzy, mize byt méfena pomoci zplisobu
s &isténym enzymem, zplsobem se specifickou protedzou stolice

nebo zptisobem obecné protedzy stolice.
Dalsi vyrazy jsou zde definovany pfi jejich prvnim pouZiti.

Viechna procenta, koeficienty a poméry, které jsou zde pouZity,

jsou vahova, pokud neni stanoveno jinak.

II. Vynalez
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Vynalez pfedklada absorpéni prostiedek, ktery obsahuje inhibitor
protedzy, jenz inhibuje jednu nebo vice proteaz piitomnych ve
stolici a splfiuje podminku pro ICsy proti trypsinu, chymotrypsinu
a/nebo leucinové aminopeptiddze v testu CiSt€né protedzy, testu
specifické protedzy stolice nebo testu obecné proteazy stolice, které
jsou popsany niZe. Vynalez navrhuje absorp¢ni prostiedek, ktery
obsahuje inhibitor protedzy, jenZ ma ICso 30 uM nebo ménég, obvykle
0,00001 pM az 30 puM, lépe 0,0001 pM az 20 uM, jesté 1épe 0,001
uM az 10 uM a nejlépe 0,01 pM az 5 pM, méfeno zplisobem CiSté€né
proteazy. Vynalez oddélené navrhuje absorpini prostiedek, ktery
obsahuje inhibitor proteazy, jenz ma ICsy 90 pM nebo méné&, obvykle
0,00001 pM az 90 uM, lépe 0,0001 pM az 30 puM, jesté Iépe 0,001
uM az 10 uM a nejlépe 0,01 uM az 5 uM, méfeno zplisobem
specifické proteazy stolice. Vyndlez déale navrhuje absorp¢ni
prostiedek, ktery obsahuje inhibitor protedzy nebo smés inhibitord
protedz, jenZ méa ICso niz8i nez 500 uM, lépe niz8i nez 300 pM a
nejlépe niz§i nez 100 uM, méfeno zplhsobem obecné protedzy
stolice. V kontextu tohoto vynalezu, se pod vyrazem "upraveny
prosttedek", rozumi absorpéni prostfedek obsahujici inhibitor
protedzy. V jednom z provedeni tohoto vynalezu, je inhibitor
protedzy okamZité dostupny, popi. je schopen pfenosu, v casti
absorpéniho prostiedku, kterd muize pfijit do styku se stolici,
pifedeviim vodnatou stolici tak, aby mohl pfimo inhibovat aktivitu
protedz. Jak bude zmin&no niZe, miZe byt inhibitor v aktivni formé
nebo mize byt inaktivni, ale aktivovatelny, napf. vné€jSim zdrojem,

jakym je vlhkost moce nebo stolice.




12 t e

V dal§im provedeni vynalezu, zahrnuje absorpcni prostiedek
distribu¢ni systém obsahujici inhibitor proteazy, jenz automaticky
pfenasi u¢inné mnozstvi inhibitoru, aspofi na Cast kiZe uZivatele,
béhem noSeni prostfedku. Pfi pouziti nebo opakovaném uzivani
podobnych prostfedkil, které maji distribucni systém s inhibitorem
protedzy, se automaticky pfenaSi dostate€né mnoZstvi inhibitoru
protedzy do zvolenych oblasti klize uzivatele, pfed kontaktem se
stolici, ¢imZ se vytvafi proaktivni ochrana proti priniku proteaz

stolice a jejich aktivité.

Existuje pfesvédCeni, Ze proteazy stolice §té€pi proteiny pfitomné
ve stratum corneum (vnéjSi bariérovd vrstva) kiZe, coZ ma za
nasledek tvorbu cytokinl keratinocyty a aktivaci kaskady
zanétlivych odpovédi, kterd vytvari ptiznaky plenkové vyrazky. Jak
je zde pfedvedeno, maji latky inhibujici proteazy, které jsou pouZity
v absorpénich prostfedcich navrhovaného vynalezu, piekvapivou
schopnost inhibovat indukci tvorby cytokinl keratinocyty =za
pfitomnosti stolice, coZ je zpusobeno piimou interakci inhibitor —
enzym. Domnivame se, Ze pfitomnost inhibitoru proteazy, ktery
spliiuje podminku pro ICso, popsanou vySe, jenZ je v kontaktu se
stolici uvnitf prostfedku nebo na rozhrani kiiZe/stolice, sniZuje nebo
zabrafiuje vzniku prvotni ataky proteazy stolice na stratum corneum.
A proto je absorpéni prostiedek obsahujici inhibitor proteazy nebo
distribuéni systém, ktery pfendSi inhibitor protedzy v ucinném
mnoZstvi pfimo na kiazi, uZite¢ny pii 1é¢bé a/nebo prevenci

plenkové dermatitidy.

Je dobfe zndmo, Ze jednou z nejdulezitéjsich funkci kize, je
plsobit jako bariéra proti uniku fyziologickych tekutin, elektrolyti

a dalgich sloZek, stejné tak, jako plsobit jako bariéra proti priniku




13

mikrobl, toxind a dal§ich zanétlivych nebo Skodlivych latek. Ve
svétle nalezu, Ze protedzy stolice vyznamné pfispivaji ke vzniku
plenkové dermatitidy, je pravdépodobné, Ze kromé drazdéni kize
natravenim stratum corneum, dochazi v disledku poSkozeni bariéry,
k priniku daldich slozek moce a stolice, Cpavku, mastnych kyselin
apod., které by sami drazdivé nepulsobily, a tim ke vzniku dalSiho
podrazdéni. Candida albicans, kterd vytvari aspartyl protedzu, se
napiiklad &asto nachazi jako hlavni sloZka stolice u osob 1éCenych
antibiotiky. Této kvasince se dobie dafi ve vlhkém prostiedi
§pinavych plenek a, pokud je kiize poruSena, mize aspartyl proteaza
pfispét k dal§imu poskozeni kiZe nebo se dokonce miZe rozvinout
vazna kandidova infekce. A proto pomaha pfimés inhibitort protedz
v absorpénich prostfedcich, udrzovat integritu bariéry stratum

corneum a uc¢inné branit vyskytu druhotného podrazdéni a/nebo

infekce, ktera pfispivéa k plenkové dermatitidé.
III. Inhibitory proteaz

Protedza je bé&Zny vyraz, ktery reprezentuje skupinu
proteolytickych enzymd, které jsou schopné dé€lit proteiny a peptidy
na fragmenty S§tépenim nebo hydrolyzou peptidovych vazeb.
Proteazy mohou byt dale rozdé&leny na proteindzy (endopeptidazy) a
peptidazy (exopeptidazy). Peptiddzy plsobi na peptidovou vazbu v
blizkosti volné amino- nebo karboxyskupiny na konci proteinu a tim
§tépi protein. Hlavnimi typy peptiddz jsou karboxypeptidazy,
dipeptidazy a aminopeptidazy. Proteinizy pilsobi na specifické
vnitini peptidové vazby proteinii a mohou byt rozdéleny do Ctyf
skupin, tj. serinové proteazy, metaloproteazy, cysteinové proteazy a
aspartyl protedzy. Mezi hlavni proteindzy patii trypsin a

chymotrypsin. ProtoZe jsou proteazy Siroce zastoupeny v rostlinach,
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pudé, baktériich, mléku, mléénych vyrobcich a téméf vsech
zvifecich  tkanich, stejné tak, jako  travicich  §tavéich
gastrointestindlniho traktu, jsou téméf vZdy pfitomny v oblasti
plenky, kterda byla zneci$téna té€lnimi vyméSky. Kazdy z inhibitori
proteaz, ktery je pfitomen v absorpCnich prostfedcich vynélezu, je
chemickou latkou, kterad spliiuje nejméné jedno ze sedmi kritérii pro
ICso popsanych vySe a vratné nebo nevratné€ inhibuje hydrolyticky
u¢inek jedné nebo vice proteaz, zastoupenych v pfedchazejicich
podtiidach protedz, jenZ se b&€Zné nachazi v lidské stolici, stejné

tak, jako protedz, jejichZ substratové specificita nebyla jeSté urcena.

Mezi inhibitory proteaz, které mohou byt pouzity v provedenich
tohoto vynalezu, patfi vSechny pfirozené se vyskytujici inhibitory
rostlinného, mikrobidlniho a/nebo zvifeciho pivodu (vcetné
lidského) a synteticky pfipravené chemické inhibitory, které spliuji
kritéria pro ICs, popsana vySe. Piiklady inhibitori proteaz, ktera
spliiuji kritéria pro ICso a inhibuji typ protedazy uvedeny v zivorce
jsou, mimo jiné, inhibitor trypsinu ze s6ji a dal$i inhibitory trypsinu
rostlinného pivodu, jako napf. inhibitor protedazy z limské fazole
(Phaseolus limensis), inhibitor proteazy z kukufice apod, Bowman-
BirkGv inhibitor (inhibitor serinové a trypsinu podobné proteazy),
inhibitor slinivkového trypsinu, jako napf. inhibitor hovéziho
slinivkového zasaditého trypsinu a dal§i inhibitory slinivkovych
trypsind ziskané ze zvifat, inhibitor trypsinu vajeCného bilku
(inhibitor serinové a trypsinu podobné protedzy), ovomukoidy
obsahujici ovoinhibitory, jako napf. z vaje¢ného bilku kufete nebo
krocana (inhibitory trypsinu a chymotrypsinu), chymostatin
(inhibitor serinové a chymotrypsinu podobné protedzy), aprotinin
(inhibitor serinové proteazy); leupeptin a jeho analoga, jako napf.

propionyl-leupeptin, N-o-t-BOC-deacetylleupeptin (inhibitor
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serinové a cysteinové proteazy), bestatin a jeho analoga, jako napf.
epibestatin a  nitrobestatin  (inhibitory = aminopeptidazy a
metaloprotedzy), amastatin a jeho analoga, jako napf. epiamastatin
(inhibitor aminopeptiddzy), antipain (trypsinovy inhibitor),
antitrombin III (inhibitor serinové proteazy), hirudin (inhibitor
trombinu podobné serinové protedzy), cystatin (inhibitor cysteinové
protedzy  vajeéného  bilku), [E-64  (trans-epoxysukcinyl--
leucylamido-(4-guanidino)-butan) a jeho analoga (inhibitor
cysteinové protedzy), o,-makroglobulin (univerzalni inhibitor
endoprotedz), a;-antitrypsin (trypsinovy inhibitor), pepstatin a jeho
analoga, jako napf. acetylpepstatin, pepstatin A, Nle-Sta-Ala-Sta
(inhibitor aspartylproteazy), apstatin (inhibitor aminopeptidazy P),
(2R)-2-merkaptomethyl-4-methylpentanoyl-b-(2-naftyl)-Ala-Ala

amid (inhi-bitor matrix metaloprotedzy), (2R)-2-merkaptomethyl-4-
methyl-pentanoyl-Phe-Ala amid (inhibitor matrix metaloproteazy),
N-acetyl-Leu-Leu-methioninal (inhibitor calpainu), N-acetyl-Leu-
Leu-norleucinal (inhibitor calpainu), p-aminobenzoyl-Gly-Pro-p-
Leu-p-Ala hydroxamova kyselina (inhibitor matrix metaloproteazy);
2(R)-(N-(4-methoxyfenylsulfonyl)-N-(3-pyridylmethyl)amino)-3-

methyl-butano-hydroxamova kyselina (inhibitor metaloproteazy), 4-
(2-aminoethyl)-benzensulfonylfluorid hydrochlorid (Sirokospektry

inhibitor/inhibitor obecné protedzy) a smé&si vySe uvedenych.

Pro pouziti v absorpénich prostfedcich tohoto vynilezu,
davame pfednost inhibitorim protedzy, kterd maji inhibi¢ni 0¢inek,
ktery neni omezen pouze na jednu tiidu protedz. Mezi takové
sloueniny patfi, mimojiné, hexamidin a jeho soli, pentamidin a
jeho soli, benzamidin a jeho soli a derivaty, p-aminobenzamidin a
jeho soli a derivaty a guanidinbenzoova kyselina a jeji soli a

derivaty, jako ty popsané v patentu USA 5 376 655 podaném Imaki
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et al. 27. 12. 1994, jenz je zde zahrnut odkazem. DalSimi
navrhovanymi inhibitory protedz, jsou polymerové derivaty
guanidinbenzoové kyseliny, popsané v pravé projednavané pfihlasce
vynalezu USA 09/041 196 (T. L. Underiner et al.), kterd byla

podana soudasné s touto prihlaskou.

Inhibitory protedz mohou byt, v absorpénim prosttedku, pouZity
samostatné nebo ve smésich, jako "koktejly" inhibitor. Dale mohou
byt rizné inhibitory protedz pouzity, v riznych Castech absorpéniho

prostfedku.

Kvuli 8iroké 8kale enzyml pfitomnych ve stolici, se da
piedpokladat, Ze latky, jako ty popsané vySe, které inhibuji proteazy
proteiny a peptidy. A proto do rozsahu provedeni tohoto vynalezu,
patfi také inhibitory protedz, které inhibuji lipazy a jiné esterazy,
amylazy a/nebo uredzy, pokud tyto inhibitory splituji kritéria pro IC

so popsana vyse.

Inhibitory protedz, kterym se v tomto vynéalezu dava pfednost,
jsou inhibitor trypsinu ze s6ji, Bowman-Birklv inhibitor, aprotinin,
hexamidin (napf. hexamidin diisethiondt), p-aminobenzamidin,
leupeptin, pepstatin A, chymostatin a polymerové derivaty kyseliny
guanidinbenzoové (popsané v pifihlaS5ce USA 09/041 196).
Nejvhodnéjimi inhibitory protedz jsou inhibitor trypsinu ze soji,
hexamidin, p-aminobenzamidin a polymerové derivaty kyseliny

guanidinbenzoové.

IV. Absorpéni prostiedky
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Vyraz ,,absorpéni prostfedek®, je zde pouzit pro vyrobek, ktery
absorbuje a zadrzuje télni vymeéSky. Vyraz ,pro jedno pouZiti®, je
zde pouzit pfi popisu absorpfniho prostfedku, u kterého se
nezvazuje jeho piepirdni nebo jiné uvadéni do plvodniho stavu
nebo jeho opakované pouZiti. Pfiklady absorplnich prostfedkii pro
jedno pouziti, jsou damské hygienické potieby, jako napft.
zdravotnické utérky, menstruaéni vloZky a tampony, plenky,

podlozky a polstarky pro inkontinenci, cvi¢ebni kalhotky apod.

Inhibitory protedaz mohou byt obsaZeny, v jakékoliv Casti nebo
¢astech, nékterého z absorpénich prostfedkd, zde popsanych.
Distribuéni systémy inhibitori protedz jsou soucésti absorp¢nich

prostfedkd a budou popsany oddélené.

Typicky absorpéni prostiedek, na jedno pouziti, se sklada
z vrchni pro kapalinu propustné vrstvy, ze spodni nepropustné
vrstvy a absorpéniho jadra umisténého mezi vrchni a spodni
vrstvou. Absorpéni prostfedky pro jedno pouZiti a jejich soulasti,
véetné vrchni vrstvy, spodni vrstvy, absorpéniho jadra a kterékoliv
jednotlivé vrstvy téchto ¢asti, maji povrch, ktery pfiléha na télo a
povrch, ktery pfiléha na odév. Zde pouzity vyraz ,povrch pfiléhajici
k télu“ znamend, Ze tento povrch prostfedku nebo jeho ¢ast mé byt
nofena smérem k télu uZivatele, zatimco ,povrch pfiléhajici k

oddvu“ je na protilehlé stran¢ a mé&l by byt noSen smérem k odévu.

Nasledujici ¢4st popisuje obecné materidly pro absorp¢ni jadro,
vrchni vrstvu a spodni vrstvu, které jsou vhodné pro absorpini
prostiedky na jedno pouziti. Tento obecny popis se vztahuje na asti

specifického absorp&niho prostfedku, zobrazeného na obrazku 1 a
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popsaného niZe, vedle dal§ich absorpcnich prostiedkd, které jsou

zde popsany obecné.

Absorpéni jadro je obvykle schopné absorbovat nebo udrZovat
tekutiny (napf. krev, mo& a/nebo jiné té€lni vymeésky). Absorpéni
jadro je zpravidla stlalitelné, tvarovatelné a nedrazdi kazi
uzivatele. Absorpéni jadro mlZe byt vyrdbéno v fadé velikosti a
tvard (napf. obdélnikovy, ovélny, tvar pfesypacich hodin, tvar , T,
tvar psi kosti, asymetricky atd.). Navic mlZe absorp¢ni jadro, mimo
absorpéni slozky, obsahovat také néktery z Siroké fady materiali
absorbujicich tekutiny, jako napf. buni¢inu. Ptiklady dalSich
vhodnych absorp&nich materiali pouZivanych pro absorpéni jadro
jsou celuldézovad vata, smésné polymery jako koform, chemicky
zpevnéna, upravend nebo kfiZem provazana celuléozova vlakna,
syntetickd vlakna, jako napf. zvinéna vlakna polyesteru, raSelina,
vrstveny papir, absorp&ni pény, absorptni houbovité materialy,
superabsorpéni polymery vcetn€ kompozitd, absorpéni gelové
materiadly nebo néjaky podobny materidl, kombinace materiald nebo

jejich smési.

Uspofadani a konstrukce absorpéniho jadra mizZou byt rizné
(napf. absorpéni jadro muZe mit riizné obkroéné zény a/nebo profil,
ktery je siln&jsi ve stfedu, hydrofilni gradienty, gradienty
absorpénich slozek, superabsorpéni gradienty nebo oblasti s nizsi
pramérnou hustotou nebo niz3i primérnou hmotnosti zékladny, napf.
pfijmové oblasti nebo mlze byt sloZeno z jedné nebo vice vrstev
nebo struktur). Celkova absorp&ni kapacita absorp&niho jadra by
véak méla odpovidat navrhovanému zatiZeni a pfedpokladanému
pouziti absorpéniho prostfedku. Dale musi byt velikost a absorpCni

kapacita absorpéniho jadra pfiméfena pro riznd pouziti, jako jsou
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plenky, inkontinenéni pol§taiky, menstruaéni vlozky, zdravotnické
pleny a musi byt pfizpuisobena fadé uZivatelli od déti az k dosp&lym.
Absorpéni jadro muzZe také obsahovat dalsi absorpéni slozky, které
jsou &asto pouzivany v absorp¢nich prostfedcich, napf. zasypovou
vrstvu, saci vrstvu pro udrZzeni mo¢i nebo dal$i vrchni vrstvu pro

zvySeni komfortu uZivatele.

Vrchni vrstva je obvykle poddajnd, mékkd a nedrazdi kiazi
uzivatele. Dale je vrchni vrstva propustnd pro kapaliny, umoziiuje
kapalinam (napf. krev a/nebo moc€) ji snadno prostupovat. Vhodna
vrchni vrstva miZe byt vyrobena z fady materiéll, napf. vinénych a
nevinénych materiald (napf. netkana sit’ vldken), vetn€ nevinénych
materiald s otvory; polymeru, jako napf. porézniho termoplastického
filmu, porézniho plastického filmu a hydroformnich
termoplastickych filmi; porézni pény; sitované pény; sitovanych
termoplastickych filmi a termoplastickych skrimid. Vhodnymi
vlnénymi a nevinénymi materialy jsou pfirodni vldkna (napf. vlakna
ze dieva nebo bavlny), synteticka vlakna (napf. polymerova vlakna,
jako napi. polyesterova, polypropylenovd nebo polyethylenova
vlakna) nebo materidly vytvofené kombinaci piirodnich a
syntetickych vlaken. Pokud je vrchni vrstva z nevlnéného materialu,
tak miZe byt material zpracovan fadou znamych technik. Sit' mize
byt vyrobena napiiklad spfedenim, mykanim, vyfoukénim za tepla,
vlhkym spletenim, tvarovanim za vlhka, kombinaci vySe zminéného
nebo podobné. Vrchni vrstva by méla obsahovat dermatologickou
slozku s inhibitorem enzymi, bez ohledu na to, zda je vyrobena z

vin&ného nebo nevinéného materialu, viz. nizZe.

Spodni vrstva je pro kapaliny nepropustna (napf. krev a/nebo

mo¢) a zpravidla obsahuje tenkou plastovou vrstvu, ackoliv mohou




20 s e

byt pouZity i jiné nepropustné flexibilni materidly. Vyraz
flexibilni“ je pouzit pro materialy, které jsou poddajné a snadno
méni tvar podle tvaru a kfivek lidského téla. Spodni vrstva brani
vymégkim absorbovanym a zadrzovanym v absorpénim jadru
v namod&eni vé&ci, které jsou v kontaktu s absorpénim prostiedkem,
jako napf. prostéradlo, spodky, pyZamo a spodni obleceni. Spodni
vrstva muZe tedy obsahovat vlnény ¢&i nevlnény material,
polymerovy povlak, jako napf. termoplastickou vrstvu polyethylenu
nebo polypropylenu nebo kompozitni materialy, jako napf. potaZeny
nevin&ny material. Vhodnou spodni vrstvou je polyethylenovy film
o tloustce od 0,012 mm do asi 0,051 mm. Vhodné polyethylenové
filmy jsou vyrdbény firmou Clopay Corporation of Cincinnati, Ohio,
pod oznafenim P18-1401 a Tredegar Film Products of Terre Haute,
Indiana, pod oznatenim XP-39385. Spodni vrstva je zpravidla
vypoukla a/nebo matn& opracovéna, aby méla vzhled textilu. Dale
by méla byt spodni vrstva prostupné pro vypary z absorp¢niho jadra
(tz. Ze spodni vrstva je prody$na), piestoZe je nepropustna. Velikost
spodni vrstvy je uréena velikosti absorpéniho jadra a jeho zvolenym

tvarem.

Spodni vrstva a vrchni vrstva jsou umistény, v daném poftadi,
vedle povrchu absorpniho jidra pfiloZeného k odévu a k télu.
Absorpéni jadro je zpravidla spojeno s vrchni vrstvou, spodni
vrstvou nebo s ob&mi vrstvami n&kterym z upinacich prvki
(nezobrazeny na obrazku 1), které jsou b&Zn& pouzivany v oboru.
Avsak provedeni absorp&niho prostfedku mohou byt patrna, pokud
gasti nebo celé absorpéni jadro neni pfipevnéno bud k vrchni nebo

spodni vrstvé nebo k obéma vrstvam.
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Spodni vrstva a/nebo vrchni vrstva mohou byt pfipevnény
k absorpénimu jaddru nebo navzijem souvislou vrstvou lepidla,
vzorkovou vrstvou lepidla nebo fadou jednotlivych linek, spiral
nebo bodu lepidla. Vhodna lepidla jsou vyrabéna H.B. Fuller
Company v St. Paul v Minnesoté pod oznafenim HL-1258 nebo H-
2031. Spojovaci prostfedky nejlépe vytvori sit vladken lepidla
popsana v patentu USA 4 573 986 podaném Minetolou et al. 4. 3.
1986, jenz je zde zahrnut odkazem. Piikladem zplsobu spojeni je
sitt vlaken tvofena nékolika adhezivnimi ¢arami stoCenymi do
spiraly, ktery je popsan v patentu USA 3 911 173 podanym Sprague,
Jr. 7. 10. 1975, patentu USA 4 785 996 podanym Zwieker et al. 22.
11. 1978 a patentu USA 4 482 666 podanym Werenicz 27. 6. 1989.
Kazdy z téchto patentll je zde zahrnut odkazem. Jako spojovaci
prosttedky mohou byt pouZity také tepelné spoje, tlakové spoje,
ultrazvukové spoje, dynamické mechanické spoje nebo jiné vhodné

spojovaci prostiedky nebo jejich kombinace znamé v oboru.

Navrhovanym absorpénim prostfedkem na jedno pouziti je
plenka, jenZ obsahuje aspoil v jedné €asti inhibitor protedzy a/nebo
distribuéni systém s inhibitorem protedzy a jeji povrch dotykajici
se uzivatele, je oSetien dermatologickou sloZkou s obsahem
inhibitoru enzymu. Zde pouzity vyraz "plenka", znamena absorp¢ni
prostiedek, ktery je zpravidla pouzivan détmi a inkontinentnimi
osobami a ktery se nosi kolem dolni ¢4sti trupu. Jinymi slovy, vyraz
"plenka", zahrnuje dé&étské plenky, tréninkové kalhotky,

inkontinenéni prostfedky pro dospélé apod.

Na obrazku 1 je nékres plenky 50, kterd je zobrazena v rozta-
7eném stavu (tj. neni staZena elastickymi ¢astmi) a bez né&kterych

gasti tak, aby byla dobfe vidét jeji konstrukce a je otoCena svym
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vnéj§im povrchem smérem k pozorovateli. Plenka 50 z obrazku 1 je
obvykle sloZzena z propustné vrchni vrstvy 520, nepropustné spodni
vrstvy 530 spojené s vrchni vrstvou 520, absorpéniho jadra 540,
které ma povrch pfivraceny k odé€vu 542, povrch pfivraceny k télu
544, bo¢ni okraj 546, pasové okraje 548 a ouSka 549. Plenka 50
obvykle dale obsahuje elastické stehenni manzety 550 a rdzné
tvarovanou elastickou pasovou ¢ast 560 a zpravidla rtizné tvarované

upinaci prostiedky 570.

Plenka 50 znazornéna na obrazku 1 ma vnéj8i povrch 52, vnitfni
povrch 54, ktery odpovidd povrchu pfivracenému k t&lu, jenz je
protilehly vnéjSimu povrchu 52, prvni pdsovou oblast 56, druhou
pasovou oblast 58 a obvod 51, ktery je urCen vnéjSimi okraji plenky
50, kde jsou podélné okraje oznaleny 55 a koncové okraje 57. (V
oboru se obvykle pouzivéd déleni plenky na dvé pasové oblasti a
oblast rozkroku, kterd je umisténa mezi nimi, ale v této aplikaci je
pro zjednoduSeni pouZito pouze déleni plenky 50 na pasové oblasti
obsahujici pivodni oblast rozkroku). Povrch ptfivraceny k télu 54
plenky 50 je tou c&asti plenky 50, ktera pifiléha k té€lu uZivatele
b&hem noSeni. Povrch pfivraceny k té€lu 54 je zpravidla tvoien aspoil
¢asti vrchni vrstvy 520 a dalS$imi ¢astmi, které mohou byt pfipojeny
k vrchni. vrstvé 520, jako napf. stehenni manzety 550, stejné tak
jako oblastmi, které nepatfi k vrchni vrstvé, ale které se dotykaji
uzivatele, jako napf. pasové Cast 560, bo¢ni Casti apod. Vné&jsi
povrch 52 zahrnuje Cast plenky 50, kterd je odvricend od téla
uzivatele (tj. vné&jsi povrch 52 je zpravidla tvofen aspoii ¢4sti spodni
vrstvy 530 a dal3imi ¢astmi, které k ni mohou byt pfipojeny). Prvni
pasova oblast 56 a druhd pasova oblast 58 se rozprostiraji mezi

koncovymi okraji 57 obvodu 51 a pfi¢nou stfedovou Carou 33
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plenky 50. Na obrazku 1 je také zndzornéna podélna stfedova Cara

59.

Obrazek 1 pfedstavuje navrhované provedeni plenky 50 v kterém
maji vrchni vrstva 520 a spodni vrstva 530 délku a §itku vétsi nez
jsou rozméry absorpéniho jadra 540. Elastické stehenni manzety 550
a spodni vrstva 530 pfesahuji okraje absorp¢niho jadra 540, ¢imZ

vytvaii obvod 51 plenky 50.

Plenky uvedeného vynalezu mohou byt vyrobeny v fad€ zndmych
provedeni, v kterych jsou absorpéni jadra pfizplisobena navrhova-
nému vynalezu. Ptiklady provedeni jsou obecné popsany v patentu
USA 3 860 003 (Buell) podaném 14. 1. 1975, patentu USA 5 151
092 (Buell et al.) 29. 9. 1992 a patentu USA 5 221 274 (Buell et al.)
22. 1. 1993. Viechny tyto patenty jsou zde zahrnuty odkazem. Dalsi
provedeni plenky, kterému miZe byt navrhovany vynélez snadno
pfizpisoben, je popsano v patentu USA 5 554 145 podaném Roe et

al., jehoZ popis je zde zahrnut odkazem.

Vrchni vrstva 520, kterd je obzvla§té vhodnd pro pouZiti v
plence 50, je mykana a tepelné spojena zpusobem béZnym v oboru.
Ptijatelna vrchni vrstva, je sloZena z dlouhych polypropylenovych
vlaken, které maji denier asi 2,2. Zde pouzity vyraz "dlouha
vlakna", pfedstavuje ta vlakna, ktera maji délku aspon 15,9 mm.
Hmotnost vrchni vrstvy by méla byt od asi 14 do asi 25 gramil na
metr &tvereéni. Vhodnéd vrchni vrstva je vyrabéna firmou Veratec,

Inc., Division of International Paper Company, Mass. pod

oznadenim P-8.
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Vrchni vrstva 520 plenky 50 se obvykle vyrdbi z hydrofilni
latky, ktera usnadni rychly prichod tekutiny (nap¥. moce) skrz
vrchni vrstvu. Pokud je vrchni vrstva vyrobena z hydrofobni latky,
musi byt aspofi ¢4sti vrchni vrstvy upraveny tak, aby byly hydrofilni
a umoznily tekutindm rychly prichod skrz vrchni vrstvu. To snizi
pravdépodobnost, Ze té€lni vymésky odtecou z vrchni vrstvy, misto
toho, aby byly nasdty z vrchni vrstvy absorpénim jadrem. Vrchni
vrstva se muZe stat hydrofilni po impregnaci surfaktantem. Mezi
vhodné zplsoby impregnace surfaktantem patéi nastiikani
surfaktantu na vrchni latku a ponofeni latky do surfaktantu.
Podrobnéjsi popis takové Upravy a hydrofility je uveden v patentu
USA 4 988 344 a 4 988 345, které byly oba podany Reising et al.

29. 1. 1991, jenZ jsou zde zahrnuty odkazem.

Vrchni vrstva miiZe byt také ve formé filmu s otvory, které se
davéa prednost v ddmskych hygienickych absorpénich prostiedcich.
Filmy s otvory jsou vhodné, protoZe jsou propustné pro té&lni
tekutiny, ale nesaji a maji menS$i tendenci k zpétnému toku tekutiny
s naslednym namocenim kiiZze. To znamenad, Ze povrch filmu, ktery
se dotyka téla zistava suchy, ¢imZ sniZuje znediSténi téla a vytvaii
lep8i pocit uzivatele. Vhodné filmy jsou popsany v patentu USA 3
929 135 (Thompson) podaném 30. 12. 1975, patentu USA 4 324 246
(Mullane et al.) podaném 13. 4. 1982, patentu USA 4 342 314
(Radel et al.) 3. 8. 1982, patentu USA 4 463 045 (Ahr et al)
podaném 31. 7. 1984 a patentu USA 5 006 394 (Baird) podaném 9.
4. 1991. Kazdy z téchto patenth je zde zahrnut odkazem.
Doporucené filmy s mikrootvory pro vrchni vrstvy jsou popsany v
patentu USA 4 609 518 (Curro et al.) podaném 2. 9. 1986 a patentu
USA 4 629 643 (Curro et al.) podaném 16. 12. 1986, jenZ jsou zde

zahrnuty odkazem. Navrhovana vrchni vrstva pro pouZiti v
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damskych hygienickych prostiedcich je film popsany v jednom nebo
ve vice vySe zminénych patentech a uvaddény na trh The Procter &

Gamble Company of Cincinnati, Ohio pod oznalenim "DRI-

WEAWE®".

Povrch filmu pfiléhajici k télu miZe byt hydrofilni, coZ umozni
télnim tekutindm prostupovat skrz vrchni vrstvu rychleji, nez kdyby
hydrofilni nebyl, ¢imZ se sniZuje pravdépodobnost, Ze tekutina
odte€e z vrchni vrstvy misto toho, aby byla absorbovana. V
navrhovaném provedeni je surfaktant za¢lenén do polymerni latky
filmu vrchni vrstvy tak, jak je popsdno v U.S. Statutory Invention
Registration No. H1670 (Aziz et al.) vydaném 1. 7. 1997, jenzZ je
zde zahrnuta odkazem. V dalSich provedenich (nezobrazeny)
navrhovaného vynédlezu mlzZe byt absorpéni prostiedek vybaven
doplitky zlepSujicimi kontakt mezi vrchni vrstvou a kdzi uZivatele.
V jednom provedeni je absorpéni prostfedek vybaven elastickymi
¢asmi, jenz je popsano v patentu USA 4 892 536 (DesMarais et al.)
9.1.1990, v patentu USA 4 990 147 (Freeland) 5. 2. 1991 a patentu
USA 07 993 198 (Freeland et al.) 18. 12. 1992, které zdvihaji vrchni
vrstvu, ¢imzZ zlepSuji kontakt s periandlni oblasti uzivatele. V jiném
provedeni, které je popsano v patentu USA 5 171 236 (Drier et al.)
podaném 15. 12. 1992, je plenka opatiena fadou spoji, ktery
zdvihaji vrchni vrstvu. V je§té jiném provedeni, které je popsano v
U.S. Statuory Invention Registration H1687, podané na jméno Roe
et al 7. 10. 1997, je absorp¢ni prostiedek opatien hyzdovou

ochrannou ¢&asti, ktera vyzdvihuje vrchni vrstvu do hyzdové ryhy

uzivatele.




26

V navrhovaném provedeni plenky, které je zde popsano, ma
spodni vrstva 530 tvar pfesypacich hodin a pfesahuje absorpéni

jadro nejméné o 1,3 cm az 6,4 cm po celém obvodu plenky.

Absorpéni jadro 540 miize mit jakoukoliv velikost nebo tvar,
ktery je slucitelny s plenkou 50. Jedno navrhované provedeni
plenky 50 ma asymetrické absorp¢ni jidro 540 tvaru T s ousky v
prvni pasové oblasti, ale zpravidla pravouhly tvar v druhé pasové
oblasti. Pfiklady absorpénich latek, které se daji pouZit pro
vytvofeni absorp¢nich jader prostfedkid jsou popsany napf. v patentu
USA 4 610 678 (Weisman et al.) podaném 9. 9. 1986, patentu USA 4
673 402 (Weisman et al.) podaném 16. 6. 1987, patentu USA 4 888
231 (Angstadt) 19. 12. 1989 a patentu USA 4 834 735 (Alemany et
al.) podany 30. 5. 1989. Absorpéni jddro muZe dale obsahovat
systém dvojiho absorpéniho jadra sloZeny z
absorp¢niho/distribu¢niho jadra z chemicky ztuZenych vliken, které
je umisténo nad absorp&ni retenéni jadro, tento systém je podrobnéji
popsan v patentu USA 5 234 423 (Alemany et al.) podaném 10. 8.
1993 a patentu USA 5 147 345 (Young, LaVon a Taylor) podaném
15. 9. 1992. V3echny tyto patenty jsou zde zahrnuty odkazem.

V navrhovaném provedeni obsahuje plenka 50 dale elastické
stehenni manzety 550 pro zaji§téni lepSiho drZeni tekutin a t&lnich
vymésku, elastickou pasovou Cast 560 zarulujici lep§i pfilnuti a
drZeni a upinaci prostfedky 570, které vytvafi bo¢ni spojeni, které
udrzuje prvni pasovou oblast 56 a druhou pasovou oblast 58 tak,
aby se prekryvaly, ¢imZ vznika po obvodu plenky boéni tah, ktery
udrZzuje plenku na uZivateli. Plenka 50 mulze také obsahovat, v

pasové oblasti 56 a 58, elastické pasové pruhy (nezobrazeny) a/nebo
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elastické bocni useky (také nezobrazeny), které zajisti vét$i komfort

a pfilnuti a také G¢innéjsi pouziti plenky 50.

Elastické stehenni manZety 550 mohou mit fadu rtznych
provedeni, v¢etné& téch popsanych v patentu USA 3 860 003, patentu
USA 4 909 803 (Aziz et al.) podany 20. 3. 1990, patentu USA 4 695
278 (Lawson) podany 22. 9. 1987 a patentu USA 4 795 454
(Dragoo) podany 3. 1. 1989, jejichZz popisy jsou zde zahrnuty
odkazem. Absorp¢ni prostfedky, které maji elastické manzety
oSetiené sloZkou, kterd by zde mohla byt uZite¢nd, jsou popsany v
ptihlaskach vynéalezti USA 08/766 386 a 08/840 039 postoupené 3.
12. 1996 a 24. 4. 1997, jenzZ jsou zde zahrnuty odkazem.

Elasticky pasovy prvek je sloZzeny z elastického pasového pruhu
(nezobrazen), ktery miiZe byt vytvofen v fadé rozdilnych provedeni,
véetné téch popsanych v patentu USA 4 515 595 (Kievit et al.)
podaném 7. 5. 1985, patentu USA 5 026 364 (Robertson) podaném
25. 6. 1991 a vySe zminéném patentu USA 5 151 092 (Buell et al.)
podaném 29. 9. 1992, jejichz popisy jsou zde zahrnuty odkazem.

Elastické boc¢ni uUseky mohou byt vytvofeny v Fadé riznych
provedeni. Pfiklady plenek s elastickymi bo€nimi Useky umisténymi
do ousek plenky jsou uvedeny v patentu USA 4 857 067 (Wood et
al.) podaném 15. 8. 1989, patentu USA 4 383 781 (Sciaraffa et al.)
podaném 3. 3. 1983, patentu USA. 4 938 753 (Van Gompel et al.)
podaném 3. 7. 1990 a patentu USA 5 151 092 (Buell et al.) podaném
29.9. 1992, jenZ jsou zde zahrnuty odkazem.

Priklady upinacich prostfedk 570 jsou popsany v patentu USA 4
846 815 (Scripps) 11. 7. 1989, patentu USA 4 894 060 (Nestegard)




28

podaném 16. 1. 1990, patentu USA 4 946 527 (Battrell) podaném 7.
8. 1990, patentu USA 3 848 594 (Buell) podaném 19. 11. 1974,
patentu USA 4 662 875 (Hirotsu et al.) podaném 5. 5. 1987 a
patentu USA 5 151 092 (Buell et al.) podaném 29. 9. 1992, jejich

popisy jsou zde zahrnuty odkazem.

Plenka 50 se zpravidla aplikuje tak, Ze se jedna z pasovych
oblasti plenky, nejlépe druhd péasova oblast 58, pfiloZi na zada
uzivatele a zbytek plenky se protdhne mezi nohami uZivatele tak, ze
se druha pasova oblast, nejlépe pasova oblast 56, pfiloZi vpiedu.

Potom jsou pouzity upinaci prostfedky k zajiSténi plenky po bocich.

Je samoziejmé, Ze inhibitor protedzy a/nebo distribu¢ni systém
pfena8ejici inhibitor na kiizi, béhem noSeni prostfedku, mohou byt
pouzity v jakémkoliv typu absorpéniho prostfedku. VySe uvedeny

popis ma tedy pouze ilustraéni ucel.

Navrhovany vynalez, muZe také vyuZzivat, tréninkové kalhotky
jako absorpéni prostfedek obsahujici inhibitor proteazy. Zde pouZzity
vyraz "tréninkové kalhotky", se vztahuje na odév na jedno pouZiti,
ktery ma pevné boéni ¢asti a otvory pro nohy a je pfizpisobeny pro
déti nebo dospélé. Tréninkové kalhotky se oblékaji tak, Ze uZivatel
prostréi nohy do otvorl pro nohy a kalhotky se natdhnou k dolni
¢asti trupu uzivatele. Vhodné tréninkové kalhotky jsou popsany v
patentu USA 5 246 433 (Hasse et al.) podaném 21. 9. 1993, patentu
USA 5 569 234 (Buell et al.) podaném 29. 10. 1996, patentu USA 4
940 464 (Van Gompel et al.) podaném 10. 7. 1990 a patentu USA 5
092 861 (Nomura et al.) podaném 3. 3. 1992, jejichZ popisy jsou zde

zahrnuty odkazem.




Dal§imi absorp&nimi prostfedky na jedno pouziti, které je moZno
pouzit v navrhovaném vynalezu, jsou inkontinenCni prostiedky.
Vyraz "inkontinenéni prostiedek" je pouZit pro podlozky, spodni
pradlo, vlozky pro absorpéni prostfedky, postelové vlozky a
podobné, nezavisle na tom, zda jsou pouzivdny dospélymi nebo
jinymi  inkontinentnimi  osobami. Vhodné prostfedky pro
inkontinenci jsou popsany v U.S. 4 253 461 (Strickland et al.)
podaném 3. 3. 1981, U.S. 4 597 760 a 4 597 761 (Buell), vy3e
zminény U.S. 4 704 115, U.S. 4 909 802 (Ahr et al.), U.S. 4 964 860
(Gipson et al.) podany 23. 10. 1990 a v U.S. 5 304 161 (Noel et al.)
podaném 19. 4. 1994. Popisy téchto patentli jsou zde zahrnuty

odkazem.

Dalsimi absorp&nimi prostfedky na jedno pouZiti, které je mozZno
pouZit v navrhovaném vynélezu, jsou ddmské hygienické prostfedky,
jako napi. menstruaéni vlozka. Vhodné damské hygienické
prostfedky jsou popsdny v patentu USA 4 556 146 (Swanson et al.)
podaném 3. 12. 1985, patentu USA 4 589 876 (Van Tilberg)
podaném 27. 4. 1993, patentu USA 4 687 478 (Van Tilburg)
podaném 18. 8. 1997, patentu USA 4 950 264 (Osborn) podaném
21. 8. 1990, patentu USA 5 009 653 (Osborn) podaném 23. 4. 1991,
patentu USA 5 267 992 (Van Tilburg) podaném 7. 12. 1993, patentu
USA 5 389 094 (Lavash et al.) podaném 14. 2. 1995, v patentu USA
5 413 568 (Roach et al.) podaném 9. 5. 1995, patentu USA 5 460
623 (Emenaker et al.) podaném 24. 10. 1995, patentu USA 5 489
283 (Van Tilburg) podaném 6. 2. 1996, patentu USA 5 569 231
(Emenaker et al.) podaném 29. 10. 1996 a patentu USA 5 620 430
(Bamber) podaném 15. 4. 1997. Popisy téchto patentd jsou zde

zahrnuty odkazem.
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V. Testovani inhibice proteaz

Standardni testy enzymové aktivity in vitro a inhibice enzymové
aktivity, jsou dobfe znamy. Cinidla k provad&ni t&chto testd jsou
béZné komeréné dostupna. Jedna se o jednoduchy systém, sloZeny ze
substratu specifického pro enzym, ktery po hydrolyze enzymem
vytvari barevny  produkt. Aktivita  enzymu  se  méfi
spektrofotometricky jako stupeii vyvoje barevného produktu (tj.
iroveti barevné zmény) za urfeny Casovy usek. Inhibice enzymové
aktivity se projevi, jako méfitelné snizeni urovné barevné zmény, za

stejny &asovy usek, za pfitomnosti inhibitoru.

U testu &i§t&né proteazy a testll protedzy ze stolice, popsané
nize, miaZe byt stanoveno, ICso kaZzdého testovaného inhibitoru

podle nasledujici rovnice:
ICso = (D/((v/vi)-1))

kde (I) je koncentrace testovaného inhibitoru, v je Uroven Stépeni
substratu za nep¥itomnosti inhibitoru a v; je GUroveti Stépeni substratu

za pfitomnosti inhibitoru.

Nasledujici testy &isténé protedzy a protedz stolice, jsou pouZity
pro uréeni inhibiéni aktivity domnélych inhibitord protedz proti a)
gidténym protedzéam pEitomnym ve stolici a b) protedzové aktivité
samotné stolice. V3echny latky, které spliuji kritéria pro ICso, Vv
nékterém z nasledujicich testl, se povaZuji za inhibitory proteaz. V
téchto testech, se méf v a v;, jako zména absorbance (optické

hustoty, OH) pfi dané vinové délce/Cas (napf. minuty).
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A. Testovani &isténych protedz
1. Cistény Trypsin

Pro testovani uc&innosti inhibitord protedz, proti CiSténému
trypsinu, se vlozi do mikrokyvety 0,05 ml pfedpokladaného
inhibitoru a 0,125 ml 32 nM trypsinu (napf. Sigma, St. Louis, MO,
kat. &islo T6424) v trypsinovém pufru (50 mM TRIS, 20 mM CaCl,,
pH 8,2). Kyveta se necha inkubovat pii 25°C asi 10 minut. K této
smési se do kyvety ptida 0,025 ml substratu (4 mM Cbz-arginin-p-
nitroanilid, napf. Sigma, St. Louis, MO, kat. &islo C4893) v
trypsinovém pufru, vSe se promichd, a po 10 minutach se méii
absorbance pii 25°C v 405 nm. Uroveii §tépeni substratu za
piitomnosti inhibitoru (vi) je sklon k¥ivky absorbance pfi 405 nm
vzhledem k &asu. Stejny postup se opakuje bez pfidini domné&lého
inhibitoru. Uroveii $tépeni substratu, za nepfitomnosti inhibitoru
(v), je sklon kfivky absorbance pfi 405 nm vzhledem k dcasu.
Hodnoty v; a v a koncentrace inhibitoru (I) jsou pouZity pro

vypoé&itani ICso podle vySe uvedené rovnice.
2. Cistény chymotrypsin

Pro testovani udinnosti inhibitord protedz, proti ¢iSt€nému
chymotrypsinu, se vloZi do mikrokyvety 0,05 ml pfedpokladaného
inhibitoru a 0,125 ml 16 nM chymotrypsinu (napf. Sigma, St. Louis,
MO, kat. &islo C8946) v chymotrypsinovém pufru (50 mM TRIS, 10
mM CaCl,, pH 7,6). Kyveta se necha inkubovat pfi 25°C asi 10
minut. K této smési se do kyvety ptidd 0,025 ml substratu (0,6 mM
N-sukc-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilid, napf. Sigma, kat. ¢islo S7388)

v chymotrypsinovém pufru, vse se promichd, a po 10 minutich se
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mé#i absorbance pfi 25°C v 405 nm. Uroven §tépeni substratu za
piitomnosti inhibitoru (v;) je sklon kfivky absorbance pfi 405 nm
vzhledem k &asu. Stejny postup se opakuje bez pfidani domnélého
inhibitoru. Uroveii §tépeni substratu, za nepfitomnosti inhibitoru
(v), je sklon kfivky absorbance pfi 405 nm vzhledem k <asu.
Hodnoty v; a v a koncentrace inhibitoru (I) jsou pouZity pro

vypoé&itani ICso podle vySe uvedené rovnice.
3. Ci$téna leucinovéa aminopeptidaza

Pro testovani udinnosti inhibitori protedz, proti ¢iSténé leucinové
aminopeptidaze (LAP), se vlozi do mikrokyvety 0,05 ml
piedpokladaného inhibitoru a 0,125 ml 0,06 U/ml LAP (napfi.
Sigma, St. Louis, MO, kat. &islo L5006) v LAP pufru (50 mM fosfat
sodny, pH 7,2). Kyveta se necha inkubovat pfi 25°C asi 10 minut. K
této smé&si se do kyvety pfida 0,025 ml substratu (2,4 mM L-leucin-
p-nitroanilin, napf. Sigma, St. Louis, MO, kat. ¢islo L9125) v LAP
pufru, promiché se a po 10 minutdch se mé&fi absorbance pii 25°C v
405 nm. Uroveii $tdpeni substratu za pfitomnosti inhibitoru (v;) je
sklon kfivky absorbance pfi 405 nm vzhledem k Casu. Stejny postup
se opakuje bez pfidani domnélého inhibitoru. Uroven $tépeni
substratu, za nepfitomnosti inhibitoru (v), je sklon kfivky
absorbance pii 405 nm vzhledem k casu. Hodnoty vi a v a
koncentrace inhibitoru (I) jsou pouZity pro vypocitani ICso podle

vy$e uvedené rovnice.
B. Testovani specifickych protedz ze stolice

Nisleduje obecny popis zplisobu ziskani vzorku stolice, ktery je

vhodny pro pouziti pfi testovani protedz stolice.

XXX
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Pro udéely vytvofeni pozitivnich kontrol, které zajisti, Ze soubor
vzorkd stolice vykazuje enzymatickou aktivitu pozadovanou pro
zhodnoceni aktivity inhibitord protedz, se provede nasledujici
postup pro kazdy z testli. ShromaZdéna détska stolice (nejméné pét
riznych vzork®), odebranid tak, aby byla bez pfimési moce a
kontaminace, je smichana s vodou v hmotnostnim poméru (w/w)
napf. 1:50. Tato smé&s je potom fadn& promichéna tak, aby bylo
moZné homogenizaci nebo sonikaci ziskat homogenni suspenzi.
Suspenze stolice je pouZita jako zdroj protedzové aktivity tak, jak je
to popsano niZe, a bude mit droved pfemény substratu za
nepfitomnosti inhibitoru v rozmezi od 0,005 OD4os za minutu do
0,020 OD4gs za minutu. (Pro zaji§téni dokonalé linearity by neméla
kone&na absorbance piekrodit 1,5 ODyos jednotek). Pokud je aktivita
détské stolice mimo toto rozmezi, potom neni mozZné piesn& urcit
hodnoty ICsyp u domné&lych inhibitori protedz. AvSak rozmezi
enzymové aktivity, miZe byt upraveno, zvySenim nebo sniZenim
diluéniho faktoru u kazdého enzymu. Pokud to neni moZzné, tak by

mé&la byt pro ziskani vzorkd zvolena jina skupina.
1. Aktivita trypsinu ve stolici

Pro testovani udinnosti inhibitorG protedz, proti trypsinu ve
stolici, se vlozi do kyvety inhibitor a trypsinovy pufr (50 mM TRIS,
20 mM CaCl,, pH 8,2) tak, aby koneény objem byl 0,8 ml. K této
smési se do kyvety ptidd 0,1 ml substrdtu (3 mM Cbz-arginin-p-
nitroanilid). Kyveta se otd€enim promicha a inkubuje se pfi 25°C 5
minut. Do kyvety se pfida asi 0,1 ml suspenze ze stolice, vSe se
promicha, a za 5 minut se m&ti pfi 25°C absorbance v 405 nm minus

absorbance pfi 490 nm. (Absorbance pfi 490 nm je opravny faktor
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pro absorbanci pozadi, kterd je zplsobena Cisticemi stolice, tj.
"interference"). Uroveil $t&peni substratu, za pfitomnosti inhibitoru
(vi), je sklon kfivky rozdilu absorbance (tj. absorbance pii 405 nm
minus absorbance pfi 490 nm) vzhledem k Casu. Stejny postup se
opakuje bez pfidani domné&lého inhibitoru. Uroved §tépeni
substratu, za nepiitomnosti inhibitoru (v). je sklon kfivky rozdilu
absorbance vzhledem k ¢&asu. Hodnoty v; a v a koncentrace
inhibitoru (I) jsou pouZity pro vypoé&itani ICso podle vySe uvedené

rovnice.
2. Aktivita chymotrypsinu ve stolici

Pro testovani udinnosti inhibitort protedz, proti chymotrypsinu
ve stolici, se vloZi do kyvety inhibitor a chymotrypsinovy pufr (50
mM TRIS, 10 mM CaCl,, pH 7,6) tak, aby koneény objem byl 0,92
ml. K této smési se do kyvety pfida 0,04 ml substratu (1,25 mM N-
sukc-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilid). Kyveta se otd€enim promicha a
inkubuje se pfi 25°C 5 minut. Do kyvety se pfida asi 0,04 ml
suspenze ze stolice, vie se promichd a za 5 minut se méfi pii 25°C
absorbance v 405 nm minus absorbance p¥i 490 nm. Uroveti §t&peni
substratu, za pFitomnosti inhibitoru (v;), je sklon kfivky rozdilu
absorbance (tj. absorbance pfi 405 nm minus absorbance pifi 490
nm) vzhledem k ¢asu. Stejny postup se opakuje bez pridani
domnélého inhibitoru. Uroveri §t&peni substratu, za nepfitomnosti
inhibitoru (v), je sklon k¥ivky rozdilu absorbance vzhledem k casu.
Hodnoty v; a v a koncentrace inhibitoru (I) jsou pouZity pro

vypo&itani ICso podle vySe uvedené rovnice.

3. Aktivita LAP ve stolici
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Pro testovani G&innosti inhibitori proteaz, proti LAP ve stolici,
se vlozi do kyvety inhibitor a LAP pufr (50 mM fosfat sodny, pH
7,2) tak, aby kone&ny objem byl 0,95 ml. K této smési se do kyvety
pfida 0,03 ml substratu (6 mM L-leucin-p-nitroanilid). Kyveta se
otadenim promicha a inkubuje se pfi 25°C 5 minut. Do kyvety se
ptida asi 0,02 ml suspenze stolice, vSe se promichd, a za 5 minut se
méf{ pii 25°C absorbance v 405 nm minus absorbance pfi 490 nm.
Uroven §tépeni substratu, za pfitomnosti inhibitoru (v;), je sklon
kiivky rozdilu absorbance (tj. absorbance pfi 405 nm minus
absorbance pfi 490 nm) vzhledem k &asu. Stejny postup se opakuje
bez piiddni domnélého inhibitoru. Uroveti §tdpeni substratu, za
nepiitomnosti inhibitoru (v), je sklon kfivky rozdilu absorbance
vzhledem k &asu. Hodnoty v; a v a koncentrace inhibitoru (I) jsou

r

pouzity pro vypocitani ICso podle vySe uvedené rovnice.

Pomoci testl &isténych protedz a protedz ze stolice, které byly

popsany vySe, byla zjiStovana inhibiéni proteazova aktivita,

vybranych inhibitori protedz, pouZitych v absorp&nich prostfedcich

tohoto vynalezu a vysledky testovani jsou zobrazeny v tabulce I.

Tabulka 1
IC50 (uM)
Cist&né proteazy Specifické protedzy stolice

Trypsin Chymotrypsin LAP* | Trypsin Chymotrypsin LAP*
Inhibitor
inhibitor trypsinu ze séji 0,25 0,026 >10 <0,01 0,06 >20
aprotinin 0.168 1 >20 0.01 0.22 >20
hexamidin diisothionat 2.5 >1000 256 2.3 >1000 130
p-aminobenzamidin 13.8 >500 >500 |20 >500 >500
leupeptin 0.14 >500 >500 [0.11 >500 >500
pepstatin A 324 4.9 >500 [>500 300 >500
chymostatin >500 <0.12 >500 |>500 0.02 >500
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*LAP = leucinovd aminopeptiddza

Tabulka 1 ukazuje, Ze kazdd z uvedenych slouCenin inhibuje
nejméné jednu protedzu testovanou zpusobem CiSténych proteaz

a/nebo proteaz ze stolice.
C. Obecné testovani protedz ze stolice

Obecny zpisob ziskavani vzorku stolice, vhodného pro testovani
proteaz ve stolici, popsany vySe, miZe byt, bez zbytecneho
experimentovani, snadno pfizplisoben pro ziskavani piislusnych

vzorkl stolice, vhodnych pro obecné testovani proteaz stolice.

Pro testovani G&innosti inhibitori protedz, proti aktivité proteaz
ze stolice, se pfida 50 pl inhibitoru a 50 pl suspenze stolice do 1,5
ml zkumavky. Zkumavka se obracenim promichd a necha se
inkubovat pfi 25°C asi 45 minut. Potom se do zkumavky pfida 50 pl
protedzového pufru (200 mM pufru TRIS, ktery obsahuje 20 mM
CaCl,, pH 7,8). Zkumavka se znovu promicha a necha se inkubovat
pfi 25°C 45 minut. Potom se do zkumavky pfida 50 ul protedzového
substratu (0,4 % kasein-resorufinu, napi. Boehringer Mannheim,
Indianopolis, IN, kat. & 1 734 334). Zkumavka se znovu promicha a
necha se inkubovat pii 37 °C 60 minut, aby prob&hlo Stépeni
substratu. Potom se piida 480 pl trichloroctové kyseliny (5 % w/v),
aby se zastavila reakce a doSlo k vysrazeni zbylého kasein-
resorufinu. Zkumavka se promichava obracenim pifi 37°C 15 minut.
Zkumavka se potom stoé&i relativni odstfedivou silou 20 800 x g 5
min. Potom se do kyvety pfidd 400 pl supernatantu k 600 pl
testového pufru (0,5 M TRIS, pH 8,8). Kyveta se obracenim

promiché a pfi 574 nm se méfi absorbance. Stejny postup se opakuje
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bez domné&lého inhibitoru. A je absorbance pifi 574 nm za
neptitomnosti inhibitoru. A;je absorbance pfi 574 nm za pfitomnosti
inhibitoru. Pfed zahajenim reakce jsou A i A; téméf nulové. A
proto, miZe byt Grovefi §t&peni substratu za pfitomnosti inhibitoru
(vi), vypoéitina vydé&lenim absorbance pifi 574 nm (A;) a Casu
reakce. Urovei §t&peni substratu za nepfitomnosti inhibitoru (v),
miize byt vypoditidna, vydélenim absorbance pifi 574 nm (A) a Casu
reakce. Urovné v; a v, a koncentrace inhibitoru (I), mohou byt

pouzity, pro vypo¢itani ICso dle vy3e uvedené rovnice.

Tabulka 2
Hodnoty ICse (M)

Inhibitor Obecné protedzy stolice
inhibitor trypsinu ze sdji 4,9
hexamidin 31

leupeptin >320
pepstatin A >32
chymostatin 64
hydrochlorid 4-(2-aminoethyl)-benzensulfonylfluorid 217

D. Testovani absorpéniho prostfedku

Pro urdeni pfitomnosti inhibitoru v kterékoliv Casti absorp¢niho

r

prostiedku (napf. vrchni vrstva, absorpéni jadro, spodni vrstva
a/nebo dali vrstvy, stehenni manzety, upinaci &asti, bocni casti,
vloZené elementy nebo jejich kombinace), se odebere maly vzorek
prostiedku z dané &asti a provede se extrakce inhibitoru. Je ziejmé,

ye inhibitor rozpustny ve vod&, bude extrahovdn vodou nebo
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vodnym rozpous$tédlem, zatimco inhibitor rozpustny v tucich bude
extrahovan organickym rozpoustédlem. Nésledujici popis je pouze
nazornym piikladem stanoveni inhibitoru proteazy (trypsinu) v
prostfedku a neni tedy omezujici, protoZe tento postup muze byt
pouzit pro stanoveni inhibitorli jinych proteaz a také proto, Ze v

oboru je znama fada dalsich postupi, které mohou byt pouZity.

Pro zji§t&ni inhibitoru trypsinu ve vrchni vrstvé prostfedku, jsou
nihodné vyraZeny &asti absorpéniho jadra o priméru 1,5 cm. Z
vyraZzené &asti se odstrani vrchni vrstva a umisti se do 1,5 ml
zkumavky do centrifugy. Vzorek se necha pfes noc v 0,75 ml vody
nebo jiném rozpoustédle, jako napi. pufru 50 mM TRIS, 20 mM
CaCl,, pH 8,2, ktery byl popsan vyse. Vsechen (0,125 ml)
supernatant se odebere a pfidéd se do kyvety, kterda obsahuje 0,025
ml erstvé pripraveného 160 nM lidského pankreatického trypsinu v
TRIS-HCI, které obsahuje 20 mM CaCl,, pH 8,2 a necha se
inkubovat 10 minut p¥i 25°C. Kontrolni vzorek, jenZ obsahuje pouze
pufr, se pfipravi stejnym zpisobem do druhé kyvety. Do kazdé
kyvety se pfida Cbz-arginin-p-nitroanilid substrat (0,025 ml 4 mM
roztoku) a testovany i kontrolni vzorek se nechaji inkubovat 5
minut. Potom se sleduje, po dobu 10 minut, zména absorbance
kazdého vzorku pii 405 nm. Je zfejmé, Ze tento protokol muzZe byt
pouzit, pfi zjistovéani inhibi¢ni proteazove aktivity i v dalSich

astech prostiedku, jako napf. absorp&nim jadru apod.

Absorpéni prostiedek ma inhibi¢ni proteazovou aktivitu, pokud
extrakt vzorku snizi hydrolyzu substratu proteazou nejméné o 10 %,
lépe viak o 20 %, jesté lépe o0 50 % a nejlépe o 80 %, vzhledem ke

kontrolnimu vzorku. SniZeni hydrolyzy substratu, se zpravidla
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pohybuje od 10 % do 99 %, 1épe v3ak od 20 % do 99 %, jesté 1épe
od 50 % do 99 % a nejlépe od 80 % do 99 %.

Absorpéni prostfedek se také povaZuje, Ze ma inhibi¢ni aktivitu,
pokud vzorek obsahuje néjakou inhibujici latku, jako napf. néktery
z diive popsanych inhibitori protedz, stejné tak, jako latky, které
nemusi spliiovat kritéria ICso, napf. latky, jako L-1-chlor-3-(4-
tosylamid)-amino-2-heptanon-HCI (TLCK), L-1-chlor-3-(4-
tosylamid)-4-fenyl-2-butanon (TPCK), kyselina tranexamova apod.

E. In vitro kozni test inhibice tvorby IL-1a

Pii tomto in vitro testu, ktery uréuje ucinnost inhibitor proteaz
proti vzniku zané&tlivé odpovédi klZe na stolici a jeji enzymy, se
lidské keratinocyty, ziskané z epidermalni tkéné&, kultivuji v médiu
bez séra, v plastovych nadobkéch, jejichz povrch je potaZen
nylonovou siti, dokud nedojde k jejich splynuti. Sitovany povrch se
potom vyzdvihne na rozhrani kapaliny a vody, aby se umoZnila
diferenciace a tvorba vicevrstevnych organizovanych struktur, jez
jsou analogické tém, které se nalézaji in vivo, vcéetné dobfie
definované bariérové vrstvy stratum corneum. MiZe byt pouZit
jakykoliv kultivadni systém, ktery umoZiiuje rist a diferenciaci
keratinocytl. Vhodnym komerénim kultivaénim systémem je

Epiderm (MatTek Corporation, Ashland, Massachusetts).

Stolice déti se sbira tak, aby nebyla kontaminovdna moci a
nafedi se solnym roztokem pufrovanym fosfatem (PBS)(pH 7,2-7,4).
Potom je smés, homogenizaci nebo sonikaci, dikladné promichana,
aby vznikla homogenni suspenze. Pro stanoveni tvorby IL-la, Vv

dasledku enzymové aktivity stolice, se jeden dil homogendtu nafedi
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PBS a ptida se k povrchu kontrolni kultury v kultiva¢ni nadobce.
Pro stanoveni inhibice tvorby IL-la, v dusledku protedzové
aktivity, je pfiddno urdité mnozstvi domnélého inhibitoru proteazy k
druhému dilu homogenatu, ktery je nafedén stejny zpisobem a
potom je pfidan k povrchu testované kultury. Kultury se nechaji
inkubovat v fizené atmosféie. Kontrolni kultury, testované kultury s
inhibitorem a kultivadni médium, se po urcité dobé&é sbiraji.
Kultivaéni médium se, b&Znym zpisobem, testuje na pfitomnost IL-
lo.. Vhodnym testem pro IL-lo je napfiklad ELISA, ktera je
komeréné dostupnd jako Quantikine od R&D  Systems,

Minnealopolis, Minnesota.

Procentualni sniZeni tvorby IL-la, v disledku pfitomnosti

inhibitoru protedzy, se vypocita nasledovne:

o snizeni = IL-1o kontrolni kultury minus IL-1a testované kultury X 100 %

IL-1a kontrolni kultury

Pomoci tohoto standardniho testu, byla testovana schopnost
inhibitorti serinové protedzy, inhibitoru trypsinu ze séji a hexamidin
diisethionatu ("hexamidinu"), inhibovat tvorbu IL-1a,
kultivovanymi keratinocyty, za pfitomnosti stolice. Vysledky
ukazaly, Ze hexamidin, v koncentracich 1 000 uM a 100 puM, sniZuje
tvorbu IL-1o kulturami keratinocytd, které byly vystaveny plsobeni
stolice, o0 51 aZ 88 % a 5 %, v daném pofadi. Koncentrace inhibitoru
trypsinu ze s6ji, 10 pM, stalila ke sniZeni tvorby IL-1a o 56 — 75
%. Tepelné zpracovani (90°C) stolice, pied testovanim, vedlo k
témé&f uplnému potlaéeni tvorby IL-la, coZ znamena, ze hlavni

latkou nebo latkami, které vyvolavaji cytokinovou odpovéd, jsou
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denaturovatelné proteiny. Vysledky naznacuji, Ze inhibitory trypsinu
(viz tabulka 1), jsou také u¢inné pfi sniZovani tvorby IL-la,

kulturami koZnich bunék.
V1. Za&lenéni inhibitord do absorpéniho prostiedku
1. Nosna slozka

Inhibitor protedzy, pro pouZiti v absorpénim prostfedku tohoto
vynalezu, mizZe byt rozpustny ve vodé nebo v tucich a muze byt do
absorp&niho prostiedku za&lenén v &isté formé, jako napf. ve formé
pradku nebo Castic, nebo ve form& roztoku, suspenze, disperze,
emulze nebo podobn&, ve farmaceuticky a dermatologicky
ptijatelném nosi¢i, ktery nebude ovliviiovat inhibi¢ni aktivitu
slougeniny. Inhibitor miZe byt také zaclenén do jiné struktury, ktera
je vlozena do prostfedku b&hem vyroby nebo sestaveni. Inhibitor
miZe byt potaZen nebo jinak ptfipojen nebo pfipevnén, ke strukturam
nanofidze nebo jiné pevné opofe, jako je napf. sklo, plastové nebo
agarosové kordlky apod. nebo mizZe byt obsaZzen v mikrokapsulich,
které prasknou tlakem nebo jsou rozpustné, nebo je obsazen v
absorpéni latce. Je ziejmé, Ze pro zallenéni inhibitoru, muze byt

pouzita fada dal3ich latek a zpisobu.

Mezi nosi¢e inhibitoru patii slozky, které jsou ve formé roztokd,
krémd, oleji, masti, pra3kd, pén nebo geld apod., a které mohou
obsahovat jakoukoliv sloZku, kterd se v takovych slozkach v oboru
b&zné pouziva. Piisady téchto sloZzek budou zaviset na charakteru
slozky, takZe napf. roztoky budou obsahovat jiné piisady nez
pragky. Kosmetické slozky mohou dale obsahovat S$irokou fadu

moznych ptisad, jako napf. hydratacni latky, zmékd&ujici latky,
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Yelatinujici latky, neutralizaéni latky, parfémy, barvici latky apod.
Dal3i ptisady, jako napf. surfaktanty apod., které mohou byt
piitomny ve slozce, budou podrobnégji popsany v  Casti
"Dermatologické slozky". Slozky obsahujici inhibitor proteazy,
které by mé&ly piechazet na kizi, by nemély mit pH nizsi nez 4 a ne

vétsi nez 7,5.
2. Zactlenéni

Inhibitor protedzy pouZity v absorpénim prostfedku vynélezu, je
zadlenény do prostfedku takovym zplsobem, aby nenarusil funkce
daldich struktur prostfedku (napf. absorptni schopnost jadra,
propustnost vrchni vrstvy apod.). Inhibitor muZe byt vloZen do
jakékoliv &asti nebo Casti prostfedku, vcetné, mimo jiné, vrchni
vrstvy, spodni vrstvy, absorpéniho jadra, jakékoliv vloZené vrstvy,
stehenni manZety, bo&ni &asti, oblasti pasu, upinacich C¢&asti,
vloznych &asti, jako napf. absorp&ni latky, vloZené do absorpéniho
prostifedku b&hem jeho noSeni, specializované struktury, jako napf.
asti, jejiz funkci je pojmout stolici pfi vyprazdnéni stfeva apod.
Inhibitor mtZe byt vloZen do prostfedku samostatn€ nebo miiZe byt
eventueln® obsazen v distribuénim systému, popsaném niZe, ktery je
soudésti nikteré z predchazejicich &asti prostfedku, a ktery pfenasi
inhibitor proteazy piimo nebo nepfimo na kuzi uZivatele, béhem

bézného noseni prostiedku.

Jakékoliv mnoZstvi riznych inhibitord protedz nebo jejich smési,
nezavisle na tom, zda jsou zadlendny do distribu¢niho systému,
miZe byt rovnomérné nebo nerovnomérné rozlozeno v absorpénim
prostiedku. Absorp¢ni prostiedek zpravidla obsahuje takové

mno¥stvi inhibitoru proteazy nebo smési inhibitordl, Ze tvoii 0,0001
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% a¥ 30 %, lépe vSak 0,0001 % az 10 %, jesté 1épe 0,001 % az 5 % a
nejlépe 0,001 % aZz 1 % hmotnosti prostfedku.

Inhibitor miZe byt vloZen, pfimo na povrch nebo do struktury
kteréhokoliv typu vrchni vrstvy, véetné tkané, netkané a s otvory,
spodni vrstvy a/nebo latky absorpéniho jadra, nebo dalsich casti
prostiedku, béhem vyroby nebo sestaveni, riznymi v oboru béZnymi
zplsoby. Inhibitor miZe byt napfiklad nanesen, po rozptyleni v
kapalném nebo polotuhém nosiéi, na vrchni vrstvu, absorpéni jadro
nebo na jadrovou stranu spodni vrstvy, nastfikdnim, ponofenim,
potisknutim, nasaknutim nebo jinym zpisobem. Mezi fadu dalSich
technik, které mohou byt pouZity, patii spojnd polymerace,
vystaveni strukturnich ¢asti plisobeni pary, aby doslo k navézani
inhibitoru vodikovymi mustky, které se snadno porusi po vystaveni

povrchu télnim vymé&skam, ¢imZ se uvolni inhibitor.

Inhibitor je nanesen aspoifi na &ast povrchu, ktery se dotyka
uzivatele, a je dostupny pro automaticky pfenos na kiuZi uzivatele
prostfedku, b&éhem kontaktu, pohybu uZivatele a/nebo plsobenim
t&¢lniho tepla. Nebo mlze absorpéni prostfedek obsahovat
distribu¢ni systém s inhibitorem enzymu, ktery b&hem noSeni
pfendsi aspott &ast inhibitoru na kiZi uZivatele prostfedku. Ve vSech
t&chto provedenich se pfenasi inhibitor na kiZi, aby mohl pisobit na
rozhrani ktZe/stolice pfi vyprazdnéni stfeva. V jiném provedeni,
kterému se dava pfednost, je distribu¢nim systémem dermatologicka
slozka obsahujici inhibitor protedzy a rizna zmékcovadla a
znehybiiujici ¢inidla, jenz se pfenasi pfimo z povrchu dotykajiciho
se urivatele na kazi, kde plni svoji bariérovou funkci a inhibuje
enzymy stolice. PouZiti nebo Ilépe opakované pouziti takovych

prostfedkd, jenZz piendsi inhibitor proteazy pfimo nebo nepfimo na
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kaZi uZivatele, by mélo hromadit inhibitor protedzy, a tim branit

vzniku zanétu klze, ktery je zpisoben protedzy stolice.

V jiném provedeni vynalezu, je inhibitor protedzy umistény v
absorpénim prostiedku samostatné nebo v distribuCnim systému, a
to takovym zplsobem a na takovém misté, Ze muZe inaktivovat
proteazy ve stolici, pfedevsim fidké, zachycené v prostifedku, diive

neZ dojde k jejimu pfenosu na kizi.

V dal§im provedeni vynélezu, je inhibitor protedzy umistény
uvnitf absorpéniho prostiedku tak, Ze miiZe sniZit nebo eliminovat
aktivitu proteaz v tekutinach stolice nebo v moci kontaminované
stolici, které pronikly do nitra absorpéniho prostiedku, a které
mohou, z n&jakého diivodu, pozdg&ji ptijit do kontaktu s povrchem
dotykajicim se uzivatele. Inhibitor protedzy mize byt opét pfitomen

sam nebo je soudasti distribu¢niho systému.
VII. Distribu¢ni systémy

Inhibitory protedzy nebo slozky, které je obsahuji, mohou byt
soudasti kteréhokoliv distribuéniho systému, ktery je zhém;’r v
oboru, jenZ pfimo &i nepfimo usnadiiuje pfenos inhibitoru proteazy
na k@i uzivatele prostfedku, a tim ji chrani proti podrazdéni
protedzami ze stolice. Distribuéni systém miZe obsahovat inhibitor
protedzy v Cisté formé, jako prafek nebo &astice, nebo ve formé
roztoku, suspenze, disperze, emulze apod., a to v nosné nebo
dermatologické sloZce. Po uvolnéni z distribu¢niho systému, se
inhibitor proteazy voln& pohybuje z mista distribu¢niho systému, k
povrchu, ktery se dotykd uzivatele, a potom dile na kdzi.

Distribuéni systém maze byt slozkou kterékoliv &asti nebo casti
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absorpéniho prostfedku, véetné, mimo jiné, vrchni vrstvy, spodni
vrstvy, absorpéniho jadra, dal$i vlozené vrstvy, stehennich manzet,
bo&nich &asti, oblasti pasu, upinacich ¢asti, vloZnych &ésti, jako
napi. absorpéni latky vloZené do absorp¢niho prostfedku v prib&hu
jeho noSeni, specializované struktury, jako napf. té zachycujici
stolici (napf. "kapsy" pro vyprdzdnéni stfeva) apod. Distribulni
systém je, pokud moZno, umistén do blizkosti kiize uZivatele a mél
by byt sougasti povrchi, jenz se dotykaji uzivatele, Ccasti
prostfedku, jako jsou vrchni vrstva, bo¢ni Casti, stehenni manzety,
oblast pasu, upinaci &asti apod. Nejlépe je pokud distribucnim
systémem, vloZenym do vrchni vrstvy, je dermatologicka slozka,

ktera bude popsana niZe.

Distribugni systém mlZe obsahovat a/nebo pfenaSet inhibitor
proteazy v kterékoliv vySe zminéné formé, v&etn&, prasku, vlolek
nebo daste&ek, nebo ve formé& roztoku, suspenze, disperze, emulze
apod., ve farmaceuticky a dermatologicky pfijatelné nosné sloZce.
Po uvolnéni z distribuéniho systému, muiZe byt inhibitor v aktivni
funkéni formé&, jako napf. v roztoku, suspenzi, emulzi apod., nebo
mtze byt nefunkéni, jako napf. v praskové nebo Casticové formé,
ale schopny se aktivovat piisobenim vlhka z mo&e nebo stolice nebo

jinym zpuisobem.

Typy distribugnich systémd, které mohou byt pouzity v
absorp&nich prostfedcich tohoto vyndlezu a usnadiiujici prenos
inhibitoru protedzy z jakékoliv &asti prostfedku na kiZi, jsou pro
odbornika snadno srozumitelné. P¥iklady distribuénich systému
jsou, napi. tlakem praskajici nebo rozpustitelné mikrokapsle, které

uvoliuji inhibitor nebo slozku s inhibitorem, pfi svém rozpusténi, v

dusledku vlhka z mo&e nebo stolice, nebo pfi prasknuti vlivem
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télniho tlaku nebo ruéniho rozruSeni kapsli uZivatelem, pfed
aplikaci prostfedku na uzivatele. Naptiklad ve vodé€ rozpustny film,
ktery obsahuje a po vystaveni vlhku odkryva praSek, je popsin v
patentu USA 4 790 836 a byl by vhodnou latkou pro pouziti v
mikrokapslich obsahujicich inhibitor protedzy v kterékoliv formé,
jako napt. praskové, &asticové, tuhé nebo polotuhé. Piiklady tlakem
rozru§itelnych mikrokapsli, které jsou vhodné pro inhibitor
protedzy, jsou popsany v patentu USA 3 585 998. Takové
mikrokapsle mohou byt pfitomny v kterékoliv Casti absorpcniho
prostfedku, v&etnd vrchni vrstvy. Patent USA 4 623 339 popisuje
vkladaci vyménnou vrstvu, kterou je mozné ru¢nim tlakem aktivovat
a vytlagit latku skrz §térbiny v jejim povrchu. Popisy vSech

piechédzejicich patentd jsou zde zahrnuty odkazem.

Dalsimi vhodnymi distribuénimi systémy pro inhibitory nebo
slozky s inhibitorem jsou, mimo jiné, "komirky" v prostfedku, coz
jsou uzaviené nebo &astedné oteviené prostory, pravidelného nebo
nepravidelného tvaru, které uvoliiuji inhibitor pisobenim vlhka,
tepla nebo tlaku, a ve vodé rozpustna lepidla a dalSi podobné

slozky, které uvoliiuji inhibitor plisobenim vlhka apod.

Bez ohledu na pouZity distribuéni systém, by mély byt, inhibitor
proteazy nebo slozka s jeho obsahem, schopny se pohybovat z mista
svého uvolnéni, napf. piisobenim toku moce, pohybu uzivatele, tlaku
apod. nebo v dsledku sniZeni viskozity plisobenim télniho tepla, do
dalsich oblasti absorpéniho prostfedku. Inhibitory proteazy, které
jsou hydrofilni nebo jsou souéasti hydrofilnich nosi¢di, mohou
prochazet skrz hydrofilni struktury absorpéniho prostfedku, jako
napf. hydrofilni péry nebo jiné otvory, které umoziiuji moci protékat

z vrchni vrstvy do jadra. Distribuéni systémy obsahujici inhibitory




protedzy nebo slozky s inhibitory, jsou v3ak obvykle uloZeny v
blizkosti kaZe uzivatele. V navrhovaném provedeni jsou inhibitory
protedzy rozpu§téné, suspendované nebo emulgované soucasti
dermatologické slozky, ktera mize byt v prostfedku umisténa
kdekoliv, ale nejlépe na povrchu, ktery se dotyka kiZe, jako napf.
povrchu vrchni vrstvy, boéni Césti, oblasti pasu, stehenni manzety,

upinaci ¢asti apod.

Dermatologické slozky vhodné pro pienos inhibitoru proteazy
jsou popsédny niZe. Ve vdech téchto provedenich obsahuje
dermatologicka slozka od 0,01 % do 50 %, Iépe vSak od 0,5 % do 25
% a nejlépe od 1 % do 10 % hmotnosti inhibitor proteazy.

VIII. Dermatologické sloZky

Dermatologické slozky vhodné pro pouZiti v absorpénich
prostiedcich tohoto vynédlezu jsou popsany v patentu USA 08/926
532 a 08/926 533, ob& podané 10. 9. 1997, patentu USA 5 607 760
podaném 4. 3. 1997, patentu USA 5 609 587 podaném 11. 3. 1997,
patentu USA 5 635 191 podaném 3. 6. 1997 a patentu USA 5 643
588 podaném 1. 7. 1997, jejichz popisy jsou zde zahrnuty odkazem.

Jako doplnék své funkce, kterou je zajist€ni Gc€inné koncentrace
inhibitoru proteazy na kiZi uZivatele, mlize, dermatologicka slozka
obsahujici inhibitor proteazy, také obsahovat piisady, které
naptiklad snizuji lpéni stolice na kaZi, vytvaieji bariéru kiiZe/stolice
(napi. pokryji kuzi, ¢imZ zabrani pfilnuti stolice), ale pfitom
zstavaji pomérné nepropustné, ale prodysSné, nebo maji jiny

vvvvv

udrzuji kvalitu pokoZzky) apod. Dermatologickd slozka miZe mit
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tadu forem, jako napf. emulze, roztok, krém, mast, balzam,

suspenze, gel apod.

Pfenos u&inné koncentrace inhibitoru enzymu, z absorp&niho
prostiedku na kazi a a¢inné mnozstvi dermatologické slozky, které
je aplikované nebo pienesené na povrchy prostfedku, jenz jsou v
kontaktu s kozi wuZivatele, =zavisi pfedevdim na pouZzité
dermatologické sloZce. MnoZstvi slozky by mélo byt, pfinejmensim
na &asti povrchu, ktery se dotyka kiize, od 0,0078 mg/cm® do 12
mg/cm®, lépe viak od 0,16 mg/cm’ do 6 mg/cm’ a nejlépe od 0,6
mg/cm2 do 4 mg/cmz. Av3ak tato rozmezi jsou pouze nazorna a
zkuSeny odbornik vi, Ze charakter slozky uréuje mnoZstvi, které
musi byt aplikovano k pfeneseni dostatené koncentrace inhibitoru
enzymu a Ze poZadované mnozZstvi je zjistitelné bézinym

experimentem.

Mno¥stvi dermatologické slozky, nanesené na absorpéni
prostiedek, je dilezitym faktorem navrhovaného vynalezu, ale
dtlezitéji je mnoZstvi slozky pfenesené na kuzi uzivatele, b&hem
pouzivani jednoho nebo vice takto upravenych prostfedkl. Pfestoze
mno¥stvi dermatologické slozky, obsahujici inhibitor proteazy,
pfenesené na kuZi, zavisi do uréitého rozsahu na charakteru pouZité
slozky, mohou byt pfenesena pomérné mald mnoZstvi, ktera stale
dostaduji k vytvoreni minimalni inhibi¢ni koncentrace inhibitoru
protedzy na kiZzi. Toto plati obzvlasté pro navrhované slozky, které

jsou popsany v piikladu 1.

Pro urleni mnoZstvi inhibitoru proteazy, které je pieneseno
na kizi uzivatele, bdhem no$eni jednoho nebo vice upravenych

prostiedki, je niZe uveden zpusob, ktery stanovi mnoZstvi

*
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dermatologické sloZky pfenesené na kizi. Vzhledem k hladiné
dermatologické slozky, ktera se prenese na kizi, b&hem noSeni
jednoho upraveného absorpéniho prostfedku po dobu 3 hodin
(typickd doba noSeni) a pfedevsim pro navrhované dermatologické
slozky popsané v pfikladu 1, se navrhuje, aby bylo pfeneseno na
ktzi, b&hem tfi hodin doby noSeni, nejméné 0,0016 mg/cm?, lépe
vSak nejméné 00,0078 mg/cm® a nejlépe nejméné 0,016 mg/cm?
dermatologické slozky. Obvyklé pienesené mnozstvi dermatologické
slozky, jednim upravenym prostfedkem, béhem tfi hodin no3eni, se
pohybuje od 0,0016 mg/cm2 do 0,78 mg/cmz, lépe vSak od 0,0078

2 a nejlépe od 0,016 mg/cm?® do 0,31 mg/cm?.

mg/cm” do 0,47 mg/cm

Pro dlouhodobé pouZiti upravenych prostiedkii (vymeéna se
obvykle provadi kazdé 3 az 4 hodiny béhem dne a také pfed nocnim
spankem), jako napf. po dobu 24 hodin, se didva pfednost sloZzkam,
které se pienesou na kdzi uZivatele béhem 24 hodin v mnoZstvi
nejméné 0,0047 mg/cm®, 1épe viak nejméné& 0,016 mg/cm? a nejlépe
nejméné 0,047 mg/cmz. MnozZstvi slozky pfenesené béhem 24 hodin
je obvykle od 0,0047 mg/cm® do 2,79 mg/cm?, &ast&ji viak od 0,016

mg/cm® do 10 mg/cm? a nejéastdji od 0,047 mg/cm?* do 0,93 mg/cm?.

Je ziejmé, Ze z &etnych latek vhodnych pro dermatologické
slozky s inhibitorem enzymu, které se piend$i na kaZi podle
vynalezu, byly logicky vybrany ty latky, které se povazuji za
bezpeéna a G¢innd dermatologickd Cinidla. Tyto latky patfi do L
kategorie tak, jak je definovana U.S. Food and Drug Administration
(FDA), (21 C.F.R. § 347), ktera nyni zahrnuje: alantoin, gel
hydroxidu hlinitého, kalamin, kakaové maslo, dimeticon, rybi tuk (v
kombinaci), glycerin, kaolin, vazelinu, lanolin, mineralni olej,

yralo&i olej, bilou vazelinu, talek, §krob, octan zinecnaty, uhliditan
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zineénaty, oxid zine&naty apod. Dal§i vhodné latky patfi do III.
kategorie, definované U.S. Food and Drug Administration (FDA),
kterd nyni zahrnuje: derivaty Zivych kvasinek, aldioxa, octan
hlinity, mikroporézni celulédzu, cholekalciferol, koloidni ovesnou
mouku, hydrochlorid cysteinu, dexpantenol, perudnsky balzamovy
olej, hydrolyzaty proteinl, racemovany methionin, bikarbonat

sodny, vitamina A apod.

Rada dermatologickych slozek uvedenych v FDA, se nyni bézné
pouzivd v komeréné dostupnych dermatologickych vyrobcich, jako
napt. A a D Ointment®, Vaseline®, Petroleum Jelly, Desitin®
Diaper Rash Ointment a Daily Care® ointment, Gold Bond®
Medicated Baby Powder, Aquaphor® Healing Ointment, Baby
Magic® Baby Lotion, Johnson’s Ultra Sensitive® Baby Cream. Do
kteréhokoliv z téchto komerénich vyrobkd, miiZe byt vpravena
G&innd koncentrace inhibitoru protedzy a nanesena na absorplni
prostfedek, ¢&imZ se vytvofi upraveny prostiedek, podle

navrhovaného vynalezu.

Dale bude popséano, Ze dermatologickymi slozkami vhodnymi pro
pfenos inhibitorli enzyml na kuZi uzivatele jsou nejlépe, nikoliv
nezbytn&, slozky s takovym profilem tani, ktery jim umoZiluje
zistavat pii pokojové teploté nehybné, na povrchu dotykajicim se
uZivatele a pfi t&€lni teploté snadno piestupovat na uzivatele, a
pfitom pti skladovani za extrémnich podminek nezkapalnit. V tomto
ohledu jsou slozky, aspoil Caste¢né, pfenositelné na kuZi vlivem
kontaktu, pohybu uZivatele a/nebo télesného tepla. Protoze je sloZka
na povrchu prostiedku, ktery se dotyka uzivatele, zpravidla
znehybnéna, tak sta¢i pomérné nizke hladiny slozky, ke vzniku

yadoucich G&inkd na kaZi. Déile miZe byt nezbytné pouZit, pro
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upravené prostfedky navrhovaného vyndalezu, specialni obalové

materidly.

V navrhovaném provedeni jsou dermatologické slozky emulze
vody v oleji, kde inhibitor protedzy je ve vodni fazi. Av§ak samotn4
dermatologicka slozka mutze byt pii 20°C, tj. pfi teploté okoli, tuha
nebo c¢astéji polotuhd. Vyraz "polotuhd" znamend, Ze slozka ma
reologické vlastnosti typické pro pseudotvarné nebo tvarné
kapaliny. Pokud nedochazi ke tfeni, mohou mit slozky vzhled
polotuhé latky, ale pfi zvySeni tfeni mohou =zkapalnit. To je
zpuisobeno tim, Ze sloZzka obsahuje primarné jak pevné tak i kapalné
¢asti. Viskozita dermatologické slozky, obsahujici inhibitor enzymu,
- by méla byt pii hulovém tieni od 1,0 x 10* do 1,0 x 10° g/cm.s, 1épe
viak od 5,0 x 10* do 5,0 x 10° g/cm.s. Vyrazem "viskozita pfi
nulovém tfeni" se mini viskozita méfena za velmi nizké Grovné tieni
(napt. 1,0 s”') pomoci vhodné viskozimetru (napf. model CSL 100
+ od TA Instruments of New Castle, DE). Odbornik vi, Ze mohou byt
pouzity i jiné sloZky, neZ ty o vysokém bodu tani (viz nize), které
budou mit srovnatelnou viskozitu, jenZ muze byt zméfena
extrapolaci kiivky viskozity, vzhledem k urovni tfeni pro takovou

slozku k nulové urovni tfeni pti teploté asi 20°C.

Navrhované sloZky jsou pfi pokojové teploté aspon polotuhé,
aby se zamezilo pfechodu slozky, do absorpéniho prostfedku, pied
jeho pouzitim. Navic maji slozky koneCny bod tani (100%
zkapalnéni), nad moznymi "neptiznivymi" skladovacimi
podminkami, ktery miZe byt vy3si nez 45°C (napf. sklad v Arizong,
kamidén na Floridé atd.). Ptiklady slozek, které maji tyto znaky, jsou

podrobné popsdny v patentu USA 5 643 588, v patentu USA 5 607
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760, v patentu USA 5 609 587 a v patentu USA 5 635 191.

Navrhované slozky maji nasledujici profily tni:

Vlastnost Navrhované rozmezi | Nejvhodn&j¥i rozmezi
% kapaliny pfi pokojové teploté (20°C) 2-50 3-25

% kapaliny pfi t&lni teploté (37°C) 25-95 30-90
koneény bod tani (°C) 38 45

Navrhované sloZky, obsahujici inhibitor enzymu, nemaji pfi
teploté zevniho prostiedi sklon téci a pfechdzet ve v&t§im rozsahu
do jinych oblasti prostfedku, neZ na které byly naneseny. To
znamend, Ze k dosazeni ofekavaného terapeutického a ochranného

efektu, je zapotiebi mensiho mnozstvi dermatologické slozky.

Aby se zabranilo pifesunu sloZek, uvnitf prostiedku, na
nezaddouci mista, musi byt zajiSténa nehybnost sloZek tim, Ze bude
jejich viskozita co nejvySSi. Bohuzel v nékterych pfipadech muZe
vy$8i viskozita sniZovat pfenos sloZky na kiizi uzivatele. A proto
musi byt dosaZena takovd rovnovaha, kterd umoZni jak udrzet
sloZzku na povrchu prostfedku, tak i jeji pfenos na kaZi uZivatele.
Vhodné viskozity té€chto slozek jsou v rozmezi od 0,05 do 5 g/cm.s,
lépe vSak od 0,05 do 3 g/cm.s a nejlépe od 0,05 do 1 g/cm.s, méfeno
pii 60°C pomoci rotacniho viskozimetru (vhodnym viskozimetrem je
model 4357 od Lab Line Instruments, Inc. of Melrose Park, IL).

Viskozimetr pracuje na 60 rpm s pouZitim hiidele &. 2.

L X ] .
.
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Kromé dermatologickych sloZek upravenych tak, aby mély
terapeuticky a/nebo ochranny efekt na kiZzi a pozitivnimu efektu
inhibitord protedz, jsou dalimi aktivnimi latkami t&chto sloZek,
jedna nebo vice ochrannych latek nebo zmé&k&ovadel. Zde pouZity
vyraz "zmé&kcovadlo", je vyhrazen pro latku, ktera chrani proti
vlhkosti a podrdZdéni, zmékcéuje, uklidiiuje, zvla&tiuje, potahuje,
promazava, zvlhéuje, chréni a/nebo &isti kizi. (Bude zfejmé, Ze fada
latek zminénych vySe patfi mezi zmé&k&ovadla.) V navrhovaném

provedeni jsou tato zmé&kCovadla tvarnd nebo kapalna, pii teplotd

okolniho prosttedi, tj. 20°C.

Pfiklady vhodnych zmék&ovadel pro pouZiti v tomto vynélezu
jsou, mimojiné, zmékcovadla ziskand z ropy, sachar6zové estery
mastnych kyselin, polyethylenglykol a jeho derivaty, zvlh&ujici
latky, estery mastnych kyselin, alkylethoxylaty, ethoxylatové estery
mastnych kyselin, mastny alkohol, polysiloxan, propylenglykol a
jeho derivaty, glycerin a jeho derivaty, vietn& glyceridovych,
acetoglyceridovych a etoxylatovych glyceridi mastnych kyselin
Ci2-Cys, triethylenglykol a jeho derivaty, vorvani tuk a nebo jiné
vosky, mastné kyseliny, mastné estery alkoholu, pfedev3im ty které
maji 12 aZ 28 atoml uhliku ve svém fetézci, jako kyselina stearova,
propoxylované mastné alkoholy, dalsi mastné estery
polyhydroxyalkohold, lanolin a jeho derivaty, kaolin a jeho
derivaty, jakékoliv dermatologické ¢inidlo zminéné vy§e nebo smési
téchto zmé&kcovadel. Mezi vhodnd zmékéovadla, ziskanid z ropy,
patfi ty uhlovodiky nebo jejich smési, které maji délku fetézce od
16 do 32 uhlikd. Mezi ropné uhlovodiky, s touto délkou fetézcu,
patfi minerdlni olej a vazelina. Vyrazem "mineralni olej" se obvykle

oznaCuje méné viskézni smés uhlovodiki, kterd ma od 16 do 20

uhlik. Vyrazem "vazelina" se obvykle oznaduje visk6znéjsi smés
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uhlovodikd s 16 az 32 uhliky. Vazelina a mineralni olej jsou
preferovand zmékcovadla, pro pouZiti v dermatologické sloZce

tohoto vynélezu.

Mezi vhodna zmék&ovadla, typu esteri mastnych kyselin, pat¥i
ty odvozené od mastnych kyselin C;,-Cy3, lépe v§ak nasycenych
mastnych kyselin C4-C,, a alkohold s kratkym fetézcem (C,-Cg,
lépe vsak C;-C;). Vhodnymi pfiklady takovych esterd jsou
methylpalmitat, methylstearat, isopropyllaurat, isopropylmyristat,
isopropylpalmitat, ethylhexylpalmitit a jejich smési. Vhodna
zmé&kcCovadla, typu estert mastnych kyselin, mohou byt také ziskana
z esterlt mastnych alkoholl o dlouhém fetézci (C;,-C,g 1épe viak
Ci2-Ci6) a mastnych kyselin s krat§im fetézcem, napf. kyselina

mlécna, jako jsou lauryllaktat a cetyllaktat.

Vhodnymi  zmékCovadly  alkylethoxylatového typu jsou
ethoxylaty mastnych alkohold C,,-C,;, které maji primérny stupen
ethoxylace od 2 do 30. Tato zmé&kCovadla jsou vybirana ze skupiny
obsahujici laurylové, cetylové a stearylové ethoxylaty nebo jejich
smési, které maji primérny stupeii ethoxylace od 2 do 23.
Nazornymi piiklady takovych alkylethoxylatd jsou laureth-3
(laurylethoxylat s prim&rnym stupném ethoxylace 3), laureth-23 (s
primérnym stupném ethoxylace 23), ceteth-10
(cetylalkoholethoxylat s primérnym vstupném ethoxylace 10) a
steareth-10  (stearyl-alkoholethoxyldt s prumérnym stupném
ethoxylace 10). Tato alkylethoxylatova zmé€kcovadla jsou zpravidla
pouZita v kombinaci se zm&k&ovadly ziskanymi z ropy, jako je napft.
vazelina, ve vahovém poméru alkylethoxylatového zmékd&ovadla k
zmékcovadlu ziskanému z ropy od 1:1 do 1:5, 1épe vSak od 1:2 do

1:4.
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Vhodnymi zmék&ovadly typu mastného alkoholu jsou mastné
alkoholy C;,-C,,, lépe v$ak mastné alkoholy C;4-Cys. Néazornymi
piiklady jsou cetylalkohol, stearylalkohol a jejich smé&si. Tato
zmé&kCovadla se zpravidla pouZivaji v kombinaci se zmékCovadly
ziskanymi z ropy, jako napf. vazelinou, ve vahovém poméru
zmékCovadla typu mastného alkoholu k zmé&k&ovadlu ziskanému z
ropy od 1:1 do 1:5, 1épe vSak od 1:1 do 1:2.

Dal§imi vhodnymi typy zmé&kd&ovadel jsou polysiloxanové
slouceniny. Obecné jsou pro pouZiti v tomto vynalezu vhodné ty
polysiloxanové latky, jejich? monomerova siloxanova jednotka ma

nasledujici strukturu:

kde R' a R? muze byt, nezavisle pro kazdou monomerovou jednotku,
vodik nebo alkyl, aryl, alkenyl, alkaryl, arakyl, cykloalkyl,
halogenovy uhlovodik nebo jiny zbytek. V38echny tyto zbytky mohou
byt vzijemn¢ nahrazeny. Zbytky R' a R? kazdé jednotlivé
monomerové jednotky mohou byt odlisné od pfislu§nych skupin
sousedni jednotky. Navic polysiloxan maZe mit strukturu linearniho
fetézce, rozvétveného fetézce nebo cyklickou strukturu. Zbytky R' a
R? mohou byt nezéavisle i jiné skupiny, jako napf. siloxany,
polysiloxany, silany a polysilany. Zbytky R' a R? mohou obsahovat
jakoukoliv z fady organickych skupin vietng alkoholu, karboxylové

kyseliny, fenylu a aminovych skupin.
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Pfiklady alkylovych zbytkd jsou methyl, ethyl, propyl, butyl,
pentyl, hexyl, oktyl, decyl, oktadecyl apod. Pfiklady alkenylovych
zbytkd jsou vinyl, allyl apod. Ptiklady arylovych zbytki jsou fenyl,
difenyl, naftyl apod. Piiklady alkarylovych zbytkd jsou toyl, xylyl,
ethylfenyl apod. Ptiklady aralkylovych zbytkd jsou benzyl, alfa-
fenylethyl, beta-fenylethyl, alfa-fenylbutyl apod. Priklady
cykloalkylovych zbytkll jsou cyklobutyl, cyklopentyl, cyklohexyl
apod. Priklady halogenovych uhlovodikovych zbytkd jsou
chloromethyl, bromoethyl, tetrafluoroethyl, fluoroethyl,
trifluoroethyl, trifluorotoyl, hexafluoroxylyl apod.

Viskozita vhodnych polysiloxanl se muZe velmi ligit, stejné tak
jako viskozita siloxant obecnd, a proto mohou byt siloxany tekouci
nebo mohou byt upraveny tak, aby se staly tekouci. To znamena, Ze
se jejich viskozita pohybuje od 5.10"° m?/s (5 centistoke)(méfeno pfi
37°C pomoci sklendného viskozimetru) do 20 m?/s (20 000 000
centistoke), ale neni omezena pouze na tyto hodnoty. Polysiloxany
by mély mit viskozitu pii 37°C v rozmezi od 5.10% do 5.107 m%/s
(od 5 do 5 000 centistoke), lépe od 5.10°% do 2.10° m*/s (od 5 do 2
000 centistoke), nejlépe viak od 107 do 10 m?%/s (od 100 do 1 000
centistoke). Polysiloxany o vysoké viskozité, které nejsou tekouci,
‘mohou byt Gcinné naneseny na absorpéni prostiedek tim, Ze se
napiiklad vytvofi emulze polysiloxanu v surfaktantu nebo se vytvoii
roztok siloxanu pomoci rozpoustédla, jako napf. hexanu, ktery je
zminén pouze jako ptiklad. Jednotlivé zplisoby nanaSeni
polysiloxanovych smék&ovadel na absorpéni prostfedky budou dale

zminény podrobnéji.

Polysiloxanové slouteniny, navrZené pro pouziti v tomto

vynalezu, jsou popsany Vv patentu USA 5 059 282. Mezi
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nejvhodngjsi polysiloxanové sloudeniny patfi polymethylsiloxanové
slougeniny s fenylovou skupinou (napt. Dow Corning 556 Cosmetic-
Grade Fluid: polymethylfenylsiloxan) a nebo dimethicony s
cetylovou nebo stearylovu skupinou, jako napf. polysiloxanové
tekutiny Dow 2502 a Dow 2503. Kromé t&chto substituci fenylovou
nebo alkylovou skupinou, miZe byt provedena také uclinna
substituce aminovou, karboxylovou, hydroxylovou, etherovou,
polyetherovou, aldehydovou, ketonovou, amidovou, esterovou a
thiolovou skupinou. Z této fady u¢innych substituentl se dava
pfednost skupinam fenolovym, aminovym, alkylovym,
karboxylovym a hydroxylovym, ale nejvhodngjsi jsou skupiny

fenolové.

Vhodnymi  zmé&k&ovadly  typu mastnych  esterdi  jsou
polyolpolyestery, které jsou popsany v patentu USA 5 609 587.
P¥iklady polyoll jsou, mimojiné, polyhydrické sloudeniny, jako
napf. pentaerytritol, cukry, jako napi. rafinosa, maltodextrosa,
galaktosa, sacharosa, glukosa, laktosa, mannosa a erytrosa, a
cukerné alkoholy, jako napf. erytritol, xylitol, malitol, mannitol a
sorbitol. Z takovych polyold jsou vytvafeny estery mastnych kyselin
a/nebo jinych organickych zbytkd, které maji od 2 do 30 uhlikd.
Presto¥e neni nezbytné, aby byly viechny hydroxylové skupiny
polyolu esterifikovany, maji navrhovana polyolpolyesterova
smékovadla téméf vsechny (napf. nejméné 85 %) hydroxylové
skupiny  esterifikovany. Velmi vhodné jsou sacharézove
polyolpolyestery, jako napf. sacharozovy polykotonat, sachar6zovy
polysojat a sacharézovy polybehenat. Také smési téchto

polyolpolyesterd jsou vhodnymi zmé&kEovadly pro navrhovany

vynalez.
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Vhodnymi hydrataénimi sloZkami jsou glycerin, propylenglykol,

sorbitol, trihydroxystearin apod.

Mnosstvi zmék&ovadla, které mizZe byt obsazeno v
dermatologické slozce zavisi na fad¢ faktori, napf. na typu
pfislusného zmék&ovadla, pozadovaném ucinku na kuzi, dalSich
komponentach slozky apod. Slozka obsahuje zmé&kcéovadla od 0 do
100 % hmotnosti. Navrhované rozmezi je viak od 10 do 95 %, Iépe

viak od 20 do 80 % a nejlépe od 40 do 75 % hmotnosti.

Dalgi prospéSnou  komponentou dermatologické  slozky
obsahujici inhibitor enzymu miZe byt latka, ktera je schopnd
znehybnit  slozku  (v&etné inhibitoru enzymu, navrZeného
smék&ovadla a/nebo jiné ochranné latky) v pozadované oblasti
uvnitf nebo na upraveném prostfedku. ProtoZe nékteré =z
navrhovanych komponent slozky jsou pti 20°C tvarné nebo kapalné,
budou mit sklon téci nebo migrovat i pfi vystaveni pouze mirnému
tfeni. Pokud jsou naneseny na povrch dotykajici se uzivatele nebo
jinou oblast absorp&niho prostiedku v rozpusténém nebo tekutém
stavu, tak obvykle v dané oblasti neziistanou, protoZe maji sklon k

piesunu a piete¢eni do nezadouci oblasti prostiedku.

Pokud se néktera z komponent dermatologické slozky pfesune do
nitra prostfedku, muZe to mit nezadouci vliv na absorbanci jadra
prostiedku diky hydrofobnim vlastnostem, napf. zmék&ovadel nebo
jinych komponent pouzitych v dermatologické sloZzce prostfedku
navrhovaného vynalezu. To také znamend, ze k dosaZeni
pozadovaného G€inku musi byt na prostfedek naneseno veétsi
mno¥stvi dermatologické slozky. ZvySeni obsahu dermatologické

slozky nezvySuje pouze naklady, ale i zesiluje nezadouci ucinek na
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absorbanci jadra prostfedku a neZadouci pienos slozZky bé&hem

zpracovani upraveného prostiedku.

Znehybiujici  &inidlo  plsobi proti  sklonu komponent
dermatologické slozky pfesunovat se nebo odtékat tim, Ze je
zadrzuje na povrchu nebo v oblasti prostiedku na kterou byly
naneseny. To je &aste&n& zplsobeno tim, Ze znehybnujici ¢inidlo
zvysuje bod tani a/nebo viskozitu sloZky nad hodnoty pohyblivych
komponent. ProtoZe je znehybiiujici &inidlo obvykle misitelné se
zmék&ovadlem (nebo rozpustné ve zmékEovadle pomoci vhodného
emulgatoru), mizZe zadrzet zmé&k&ovadlo na povrchu, ktery se dotyka

urivatele nebo v oblasti, na kterou je naneseno.

Je vyhodné "uzamknout" znehybiiujici ¢inidlo na povrchu, ktery
se dotykd uzivatele nebo v oblasti prostfedku, na kterou je
naneseno. Toho miZe byt dosaZeno pfi pouZiti znehybiiujicich
inidel, které se po aplikaci na prostfedek rychle zpevni. Dale mize
byt, pro urychleni krystalizace &inidla, pouzito zevni chlazeni

prostfedku pomoci ventilatort, vétrakd apod.

Znehybiiujici ¢inidlo by mélo mit takovy profil tani, aby byla
slozka pii teplot& okoli tuha nebo polotuhd. Navrhovana
znehybiiujici &inidla by tedy méla mit bod tani nejméné 35°C. Pfi
této teploté nebude mit znehybtiujici ¢inidlo sklon se pfesunovat
nebo téci. Navrhovana znehybiiujici ¢inidla maji body tani nejméné
40°C. Zpravidla mé znehybiujici ¢inidlo bod tani v rozmezi od

50°C do 150°C.

Znehybiiujici ginidla mohou byt vybrany z celé fady latek, pokud

inhibi¢ni vlastnosti dermatologické slozky maji pozitivni ucinek na
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kizi zde popsany. Je zji§téno, Ze n&ktera zmékZovadla nebo tfidy
zmékéovadel maji takové vlastnosti tani, Ze jsou vhodna jako
znehybhujici &inidla. Takové latky mohou spliiovat funkce
zmék&ovadla i znehybiujiciho &inidla. Navrhované znehybiiujici
ginidlo bude pattit do skupiny obsahujici mastné alkoholy C4-Cj,,
mastné kyseliny Ci2-Ci2, ethoxylaty mastnych alkoholii C;,-Cy; a
jejich smési, které maji pramérny stupeii ethoxylace od 2 do 30.
Mezi navrhovana znehybiiujici &inidla patii mastné alkoholy Cjs-
Cs, nejlépe krystalické latky s vysokym bodem tani zvolené ze
skupiny obsahujici cetylalkohol, stearylalkohol, behenylalkohol a
jejich smési. (Linearni struktura téchto latek mazZe urychlit tuhnuti
na upraveném absorpénim prostfedku.) Dava se pfednost smésim
cetylalkoholu a  stearylalkoholu.  Dal§imi  navrhovanymi
znehybiiujicimi &inidly jsou mastné kyseliny Ci6-Cis, nejlépe ze
skupiny obsahujici kyselinu palmitovou, kyselinu stearovou a jejich
smési. Dava se prednost smésim kyseliny palmitové a stearové.
Mezi daldi navrhovand znehybiiujici ¢inidla patii ethoxylaty
mastnych alkoholl Ci6-Cis s primérnym stupném ethoxylace od 5
do 20. Mastné alkoholy a mastné kyseliny by mély byt linearni. Je
dilezité, Ze tato navrhovana znehybiiujici Cinidla, jako napf. mastné
alkoholy C;-Cis zvySuji droven krystalizace slozky, ¢imZ pusobi

urychleni krystalizace na povrchu substratu.

Dal§imi typy znehybfujicich ¢inidel, které zde mohou byt
pouzity jsou polyhydroxyestery mastnych kyselin,
polyhydroxyamidy mastnych kyselin a jejich smési. Navrhované
estery a amidy maji tfi nebo vice volnych hydroxylovych skupin na
polyhydroxylové skupiné a maji zpravidla neiontovy charakter.

Vzhledem k mo¥né kozni piecitlivélosti uzivateld prostiedkd na
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které byla slozka nanesena, mé&li by byt tyto estery a amidy pomé&rné

jemné a nedrazdivé vici pokozce.

Polyhydroxyestery mastnych kyselin, vhodné pro pouZiti v

navrhovaném vyndlezu, maji tento vzorec:

i
R—C—-O0—TY

n

kde R je uhlovodikova skupina Cs-C31, zpravidla linearni fetézec
C,-Cyo alkylu nebo alkenylu, lépe v3ak linearni fetézec Cy-Cy
alkylu nebo alkenylu, nejlépe viak linearni fetézec Cy;-Cys alkylu
nebo alkenylu nebo jejich smé&si. Y je polyhydroxylova
uhlovodikové skupina s uhlovodikovym fetézcem, ktery ma nejméné
2 volné hydroxyly pfimo spojené s fetézcem a n je nejméné 1.
Vhodné Y skupiny mohou byt odvozeny do polyold, jako napf.
glycerolu, pentaerytritolu, cukri, jako napf. rafinosy, maltodextrosy,
galaktosy, sacharosy, glukosy, xylosy, fruktosy, maltosy, laktosy,
mannosy a erytrosy, cukernych alkohold, jako napf. erytritolu,
xylitolu, malitolu, mannitolu a sorbitolu a anhydridd cukernych

alkoholt, jako napf. sorbitanu.

Jedna t¥ida vhodnych polyhydroxyesteri mastnych kyselin
zahrnuje né&které estery sorbitanu, zejména sorbitanové estery
nasycenych mastnych kyselin C;6-Cp2. Tyto sorbitanové estery
obvykle obsahuji, vzhledem ke zplisobu, kterym jsou vyrabény,
smési mono-, di-, tri-, atd. esterl. Nézornymi pfiklady vhodnych
sorbitanovych esterd jsou sorbitanové palmitaty (napf. SPAN 40),

sorbitanové stearaty (napi. SPAN 60) a sorbitanové behenaty, které
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zahrnuji jednu nebo vice mono-, di- a tri- esterovych variant téchto
sorbitanovych esteri, napf. sorbitan mono-, di- a tri- palmitat,
sorbitan mono-, di- a tri- stearat, sorbitan mono-, di- a tri- behenat,
stejné tak jako smési sorbitanovych mono-, di- a tri- esterd
mastnych kyselin. Mohou byt pouzity také smési raznych
sorbitanovych ester, jako napf. sorbitan palmitaty se sorbitan
stearaty. Obzv14st vhodnymi estery sorbitanu jsou sorbitan stearaty,
zpravidla jako smési mono-, di- a tri- esterd (plus né&jaké
tetraestery), jako napf. SPAN 60 a sorbitan stearaty prodavané pod
oznatenim GLYCOMUL-S firmy Lonza, Inc. Ackoliv tyto
sorbitanové estery zpravidla obsahuji smési mono-, di- a tri- esteru,

plus n&jaké tetraestery, obvykle v téchto smésich pfevazuji mono- a

di- estery.

Dalii tiida vhodnych polyhydroxyesteri mastnych kyselin
obsahuje nékteré monoestery glycerylu, zejména glycerylové
monoestery nasycenych mastnych kyselin Cy6-C22, jako napf.
glycerylmonostearat, glycerylmonopalmitat a glycerylmonobehenat.
Smési monoesterd glycerylu obsahuji, stejné tak jako estery
sorbitanu, obvykle né&jaké di- a triestery. AvSak aby tyto smési byly

pouzitelné v tomto vynalezu, méli by obsahovat piedevSim

monoestery glycerylu.

Dal§i t¥ida vhodnych polyhydroxyesteri mastnych kyselin
obsahuje sacharosové estery mastnych kyselin, zejména sacharosové
estery mastnych kyselin C;-Cy,. Obzvlasté vhodné jsou monoestery

a diestery sacharosy a také sacharosové mono- a distearaty a

sacharosové mono- a dilauraty.
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Polyhydroxyamidy mastnych kyselin vhodné pro pouZiti v tomto

vynalezu maji tento vzorec:

kde R' je H, C;-C, uhlovodik, 2-hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl,
methoxyethyl, methoxypropyl nebo jejich smé&si, zejména C,-C,
alkyl, methoxyethyl nebo methoxypropyl, 1épe viak C, nebo C, alkyl
nebo methoxypropyl, nejlépe C; alkyl (tj. methyl) nebo
methoxypropyl a R? je uhlovodikova skupina Cs-Cj;, zpravidla
linearni tetézec C;-C;9 alkylu nebo alkenylu, lépe vsak linedrni
fetézec Cy-Cy7 alkylu nebo alkenylu, nejlépe linearni fetézec C;1-C;,
alkylu nebo alkenylu nebo jejich smé&si a Z je polyhydroxylovy
uhlovodik, jenZ mé linedrni fetézec s nejméné& 3 hydroxylovymi
skupinami pfimo spojenymi s fetézcem. Viz patent USA 5 174 927,
ktery popisuje tyto polyhydroxyamidy mastnych kyselin a jejich

pfipravu.

Skupina Z je odvozena z redukéniho cukru v reakci redukéni
aminace, nejlépe glycitylu. Vhodnymi redukénimi cukry jsou
glukosa, fruktosa, maltosa, laktosa, galaktosa, mannosa a xylosa.
Kromé téchto cukrd mohou byt pouzity také kukufidny sirup s
vysokym obsahem dextrosy, kukufiény sirup s vysokym obsahem
fruktosy a kukufi¢ny sirup s vysokym obsahem maltosy. Z t&chto
kukufi¢nych sirupi miize byt vytvofena smés cukernych komponent

pro Z skupinu.
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Skupina Z je zvolena z mnoZiny, ktera obsahuje -CH,-(CHOH),-
CH,OH, -CH»(CH,;0H)-((CHOH),.,)-CH,0H, ~-CH,0OH-CH,-
(CHOH)Z(CHOR3)-(CHOH)-CH20H, kde n je celé &islo do 3 do 5 a
R’ je H nebo cyklicky nebo alifaticky monosacharid. Obzvlast
vhodné jsou glycityly, kde n je 4, zejména -CH,-(CHOH),-CH,OH.

Ve vySe uvedeném vzorci miiZe byt R' napfiklad N-methyl, N-
ethyl, N-propyl, N-isopropyl, N-butyl, N-2-hydroxyethyl, N-
methoxypropyl nebo N-2-hydroxypropyl. R* mize byt zvoleno tak,
napfiklad, aby vznikly kokamidy, stearamidy, oleamidy, lauramidy,
myristamidy, kaprikamidy, palmitamidy, tallowamidy apod. Skupina
Z miZe byt 1-deoxyglucityl, 2-deoxyfruktityl, 1-deoxymaltityl, 1-
deoxylaktityl, 1-deoxygalaktityl, 1-deoxymanityl, 1-deoxymalto-
triotityl apod.

Nejvhodnéjsi polyhydroxyamidy mastnych kyselin maji tento

O
l
R2'—C N—C Hz‘{CHJ*C H,—OH

kde R' je methyl nebo methoxypropyl, R? je Cy1-Cy7 alkylova nebo

obecny vzorec:

alkenylova skupina s linedrnim fetdzcem. Pat¥{ sem N-lauryl-N-
methyl glukamid, N-lauryl-N-methoxypropyl glukamid, N-kokoyl-
N-methyl glukamid, N-kokoyl-N-methoxypropyl glukamid, N-
palmityl-N-methoxypropyl glukamid, N-tallowyl-N-methyl glukamid
nebo N-tallowyl-N-methoxypropyl glukamid.
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Jak bylo dfive uvedeno potfebuji néktera znehybnujici &inidla
emulgator pro rozpu§téni ve zmékéovadle. To se vztahuje pfedeviim
na nékteré glukamidy, jako napf. N-alkyl-N-methoxypropyl
glukamidy s hodnotou HLB nejméné 7. Vhodnymi emulgétory jsou
zpravidla ty, které maji hodnotu HLB men3i neZ 7. V tomto ohledu
bylo zjisténo, Ze estery sorbitanu, jako nap¥. stearat sorbitanu, které
maji hodnotu HLB 4,9 a ni?$i jsou vhodné pro rozpousténi
glukamidovych znehybifiujicich &inidel ve vazeling. Dalsimi
vhodnymi emulgétory jsou steareth-2 (polyethylenglykolové ethery
stearylalkoholu, které jsou vytvofeny podle vzorce
CH;3(CH3),7(OCH,CH,),OH, kde primé&rna hodnota n je 2, sorbitan
tristearat, isosorbid laurat a glycerylmonostearat. Emulgator mtze
byt obsazen v takovém mnoZstvi, které umoZni rozpusténi
znehybifiujiciho ¢inidla ve zmék&ovadle a vytvofeni homogenni
smési. Napfiklad smés asi 1:1 N-kokoyl-N-methyl glukamidu a
vazeliny, kterd se b&Zné& nerozpusti do jednofazové smési, se po
pfiddani 20% Stearethu-2 a sorbitanu tristearatu jako emulgétoru

rozpusti do jednofiazové smési.

Dalsi typy ptisad, které mohou byt pouzity jako znehybnujici
¢inidla, bud samotnid nebo v kombinaci s vySe zminénymi
znehybfiujicimi Cinidly, jsou vosky, jako nap¥. vosk z karnaubové
palmy, zemni vosk, v&eli vosk, kandelila, parafin, ceresin, esparto,
ouricuri, rezovosk, izoparafin a dal$i znamé t&Yené a minerélhi
vosky. Vysoky bod téni téchto latek umoziiuje znehybnit slozku na
Zadaném povrchu nebo oblasti prostfedku. Dobrymi znehybtiujicimi
¢inidly jsou také mikrokrystalické vosky. Mikrokrystalické vosky
pomahaji  "uzamknout" nizkomolekularni uhlovodiky uvnit¥

dermatologické slozky. Vhodny je vosk parafinovy. Pfikladem
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alternativniho znehybujiciho &inidla je parafinovy vosk, jako napft.
Parrafin S.P. 434 od Strahl and Pitsch Inc.

Mnozstvi znehybnujiciho ¢&inidla, které bude obsaZeno ve slo¥ce
zavisi na fadé faktorl, vcetné obsahu u&innych latek (napft.
zmékCovadel), typu piislu§ného znehybiiujiciho &inidla, pokud je
pouZito, dalSich komponentich sloZky, na tom zda je potiebny
emulgator k rozpusténi znehybiujictho ¢&inidla v dalSich
komponentach a jinych podobnych faktorech. Pokud je znehybiiujici
¢inidlo pouZito, potom je zpravidla jeho obsah ve sloZce 5 a¥ 90%.
Lépe je pokud je obsah znehybiujiciho &inidla ve sloZce od 5 do

50%, nejlépe od 10 do 40%.

Je Zadouci, aby aspon ¢&ast vrchni vrstvy prostiedku byla
vyrobena z hydrofilni latky, jenZ by usnadnila pfenos tekutin (napft.
moce). Dale je také Zddouci, aby dermatologicka slozka byla
dostateCné smaciva a umozZnila rychly p¥enos tekutin skrz vrchni
vrstvu. Mohou byt pouZity také hydrofobni dermatologické slozky,
ale pouze do té miry, aby nedoslo k porufeni potiebnych vlastnosti
vrehni vrstvy. (Jednou z moZnosti je napfiklad naneseni slozky
pouze na Cast vrchni vrstvy.) To sniZi pravdépodobnost, Ze t&lni
vymésky odteCou z takto upravené vrchni vrstvy d¥ive, neZ mohou

byt absorbovany skrz vrchni vrstvu do absorpéniho jadra.

Pokud se poZaduje hydrofilni slozka, mizZe byt nutné ptidat pro
zlepSeni smacivosti hydrofilni surfaktant (nebo smé&s hydrofilnich
surfaktantl), a to v =zavislosti na pfisludnych komponentich
pouZzitych ve sloZce. Ala nékterd znehybiiujici ¢inidla, jako nap¥. N-
kokoyl-N-methoxypropyl glukamid maji hodnoty HLB nad 7 a jsou

dostate¢né¢ smacivé i bez pfidani hydrofilniho surfaktantu. Jina
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znehybfiujici ¢inidla, jako napf. mastné alkoholy C,,-Cis s
hodnotami HLB pod 7 mohou ke zlepSeni smagivosti vyzadovat
pfidani hydrofilniho surfaktantu. Podobné& musi byt hydrofilni
surfaktant pfiddn i k hydrofobnimu zmék&ovadlu, jako napf.
vazeliné, pokud se vyZaduje, aby byla sloZka hydrofilni.
Samoziemé, Ze nemd vyznam se zabyvat smacivosti, pokud
povrchem dotykajicim se uZivatele neni vrchni vrstva prostfedku
nebo pokud jsou poZadované vlastnosti vrchni vrstvy zajistény

jinym zpisobem (napf. ¢asteénym nanesenim).

Vhodné hydrofilni surfaktanty by mély misitelné s ostatnimi
komponentami dermatologické slozky tak, aby vytvafeli smési.
Kvili moZné precitlivélosti kiize uZivateld absorpénich prosttedki s
nanesenou dermatologickou sloZzkou, by mély byt tyto surfaktanty
pomérné jemné a nedrazdivé. Tyto hydrofilni surfaktanty by mély
byt neiontové, aby nedrazdily kazi, ale také, aby se zamezilo
nezadoucim G¢inkim na dal§i ¢4sti upraveného prostfedku. Napft.

sniZeni pevnosti v tahu, kvality adhezivnich spoji apod.

Vhodné neiontové surfaktatny by mély byt po naneseni slozky na
prostiedek nepohyblivé a jejich hodnoty HLB by mély byt v rozmezi
od 4 do 20, lépe v8ak od 7 do 20. Aby byly nepohyblivé, maji tyto
neiontové surfaktanty bod tani zpravidla vy$§i neZ jsou teploty,
kterym jsou absorpéni prostfedky vystaveny b&hem skladovani,
pfepravy, prodeje a pouZiti, napf. nejméné 30°C. V tomto ohledu
maji neiontové surfaktanty body tani zpravidla podobné jako dive

popsand znehybiujici ¢inidla.

Vhodnymi neiontovymi surfaktanty pro pouZiti ve sloZkach

nanesenych na prostfedek, aspoil v oblasti vytoku, jsou
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alkylglykosidy, alkylglykosidové ethery popsané v patentu USA 4
011 389, alkylpolyethoxylové estery, jako napf. Pegosperse 1000MS
od Lonza,Inc., Fair Lawn, New Jersey, ethoxylové sorbitan mono-,
di- a/nebo tri- estery mastnych kyselin C;,-C;g s prumérnym
stupném ethoxylace od 2 do 20, nejlépe od 2 do 10, jako napf.
TWEEN 60 (sorbitanové estery stearové kyseliny s primérnym
stupném ethoxylace 4) a produkty kondenzace alifatickych alkoholt
s 1 az 54 moly ethylenoxidu. Alkylovy fetézec alifatického alkoholu
ma zpravidla linedrni konfiguraci a obsahuje od 8 do 22 atomt
uhliku. Obzvla$t vhodné jsou produkty kondenzace alkoholl s
alkylovou skupinou obsahujici od 11 do 22 atomu uhliku s 2 aZ 30
moly ethylenoxidu na mol alkoholu. P#iklady takovych
ethoxylovanych alkoholi jsou produkty kondenzace
myristylalkoholu se 7 moly ethylenoxidu na mol alkoholu, produkty
kondenzace kokosového alkoholu (smé&s mastnych alkoholt s
alkylovymi fetézci o délce 10 aZz 14 atomd uhliku) s 6 moly
ethylenoxidu. Rada vhodnych ethoxylovych alkoholi je komeré&né
dostupna, véetné Tergitolu 15-S-9 (produkt kondenzace linearnich
alkoholll C;;-Cy5 s 9 moly ethylenoxidu) prodavany Union Carbide
Corporation, KYRO EOB (produkt kondenzace linearnich alkohold
Ci3-Cis s 9 moly ethylenoxidu) od The Procter & Gamble Co.,
surfaktanty NEODOL od Shell Chemical Co., pfedeviim NEODOL
25-12 (produkt kondenzace linearnich alkohold C;,-C;s s 12 moly
ethylenoxidu) a NEODOL 23-6.5T (produkt kondenzace linearnich
alkohold C;,-Cy3 s 6,5 moly ethylenoxidu, ktery byl destilovan pro
odstranéni necistot) a obzvlasté surfaktanty PLURAFAC do BASF
Corp., zejména PLURAFAC A-38 (produkt kondenzace linearniho
alkohlu Cy3 s 27 moly ethylenoxidu). (Né&které hydrofilni
surfaktanty, pfedevS§im ethoxylované alkoholy, jako napi. NEODOL

25-12, mohou pisobit jako alkylethoxylatovd zmékcovadla).
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Dalsimi vhodnymi ptiklady ethoxyalkoholovych surfaktantd jsou
surfaktanty Brij a jejich smé&si, pfedevsim Brij 72 (tj. Steareth-2) a
Brij 76 (tj. Steareth-10). Dale mohou byt jako hydrofilni surfaktanty
pouZity také smési ethoxylovaného cetylalkoholu a stearylalkoholu

s prumé&rnym stupném ethoxylace od 10 do 20.

DalSim surfaktantem vhodnym pro pouZiti ve sloZce je Aerosol
OT, dioctylester sodné sulfosukcinylové kyseliny prodavany

American Cyanamid Company.

Jinym vhodnym surfaktantem jsou kopolymery silikonu, jako
napf. General Electric SF 1188 (kopolymer polydimethylsiloxanu a
polyoxyalkylenového etheru) a General Electric SF 1228
(silikonovy kopolymer polyetheru). Tyto silikonové surfaktanty
mohou byt pouzity v kombinaci s dal§imi typy hydrofilnich
surfaktantd zminénymi vySe, jako napf. ethoxylovanymi alkoholy.
Bylo zjiSténo, Ze tyto silikonové surfaktanty jsou G&inné jiZ pfi

koncentraci 0,1 %, 1épe vSak do 0,25 do 1,0 % hmotnosti slozky.

Pokud je zapotiebi pouzit hydrofilni slozku, je mnoZstvi
hydrofilniho surfaktantu, nutné ke zvySeni smagivosti slozky na
poZadovanou Uroven, zavislé ¢aste¢né na hodnot& HLB a mnoZstvi
znehybfiujiciho €inidla, pokud je pouZito, hodnoté HLB pouzitého
surfaktantu a dalSich podobnych faktorech. Ke zvySeni smaéivosti
muzZe sloZka obsahovat od 0,1 do 50 % hydrofilniho surfaktantu. Pro
zvySeni smacivosti v8ak sloZka obvykle obsahuje od 1 do 25 %, lépe

vSak od 10 do 20 % hydrofilniho surfaktantu.

Slozka muZe obsahovat dal§i komponenty bézné pfitomné v

emulzich, mastich, roztocich, suspenzich atd., tohoto typu. Mezi



[ E XX ]
[ XXX J
(XX X J

tyto komponenty patfi voda, modifikatory viskozity, parfémy,
desinfekéni antibakterialni latky, antivirové latky, vitaminy,
farmaceutické latky, latky vytvérejici povlak, deodoranty, zakalujici
latky, adstringencia, rozpoustédla, konzervadni latky apod. Dale
mohou byt pro prodlouzeni exspirace slozky pfidany stabilizétory,
jako napf. derivaty celulézy, proteiny a lecitin. V3echny tyto latky
jsou v oboru dobfe zndmé jako pfisady a mohou byt v ptisluinych

mnoZzstvich pouzity v téchto slozkach.

Pokud je pouZita dermatologickd slozka s vodnim zikladem, je
nutné pouZzit konzervalni prostfedek. Vhodnymi konzervadnimi
prostiedky jsou propylparaben, methylparaben, benzylalkohol,
benzylkonium, tribazicky kalciumfosfat, BHT nebo kyseliny, jako
napf. kyselina citronov4, vinnd, maleovd, mlééna, malova,
benzoova, salicylovad apod. Mezi vhodna &inidla zvy3ujici viskozitu
patii nékteré latky popsané jako uéinna znehybiiujici <inidla.
Dal§imi vhodnymi <¢inidly zvySujicimi viskozitu jsou, napft.
alkylgalaktomanan, oxid kfemicity, mastek, kfemigitan hofeénaty,
sorbitol, koloidni silikondioxid, kfemiditan hofe¢natohlinity, stearat
zineCnaty, alkohol z vInéného vosku, sorbiton, seskvioleat,
cetylhydroxyethylceluléza a dalSi upravené celulézy. Vhodnymi
rozpouStédly jsou propylenglykol, glycerin, cyklomethikon,
polyethylenglykoly, hexalenglykol, diol a rozpoustédla s vice
hydroxyskupinami. Vhodnymi vitaminy jsou A, D3, E, Bs a E acetat.

IX. Naneseni sloZzky na prostiedek
Absorpcni prostiedek musi byt upraven tak, aby se, b&hem

noSeni, pfenesla, aspoil ¢é4st dermatologické slozky s obsahem

inhibitoru proteazy, z prostiedku na ki0zZi uZivatele. A proto se

[ XXX
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dermatologickéd slozka nanisi, bud’ piimo na jeden nebo vice
povrchi, které jsou v kontaktu s uZivatelem nebo se nana$i na
Jinych mistech nebo jinym zptsobem tak, aby byla snadno dostupn4
pro pfenos z jednoho nebo vice povrchd, které se dotykaji uZivatele
béhem nofeni. (Napiiklad latky uloZené pod povrchem, ktery se
dotyka uZivatele, opouzdiené slozky atd.) Je samoziejmé, Ze pro
zefektivnéni pfenosu slozky do oblasti nejvice zatiZenych, je nutné
nanést slozku na ¢&asti vrchni vrstvy a manzety, které jsou v
kontaktu s hyzdémi, genitdlem, oblasti téisel a oblasti analni. Navic
miZe byt sloZka nanesena na jiné oblasti prostiedku, aby doslo k
pfenosu na boky, bficho, zdda, pas, stehna atd. Mezi vhodné
zpisoby patii nastfikovani, potiskovani (napi. flexografické
potiskovani), potahovdni (napf. 3t&€rbinové potahovani, otiskové
potahovani), protlaovdni nebo kombinace t&chto aplikaénich
zplsobli, napf. nastfikovani dermatologické sloZky na rotujicim
povrchu, jako napf. lisovacim véle&ku, ktery potom pirenasi sloZku
do poZadované Cisti prostfedku. Dermatologickd slozka s obsahem
inhibitoru enzymu miZe byt nanesena jako tuha latka pomoci

nékterého z fady postupd, napi. protladovani.

Pokud mé slozka hydrofobni charakter, méiZe se pfi nanageni na
vrchni vrstvu prostfedku stat, Ze vrstva nebude v oblasti, ktera
odpovidd vytokové oblasti prostfedku zcela nasycena sloZkou.
Pokud je vrchni vrstva nasycena slozkou ve vytokové oblasti, potom
je velké riziko, Ze slozka bude blokovat otvory vrchni vrstvy, ¢im?Z
se snizi schopnost vrchni vrstvy pfendSet tekutiny do nize
uloZeného absorpéniho jadra. Nasyceni vrchni vrstvy je také
nezadouci pro dosazeni lé¢ebného a/nebo ochranného efektu.
Podobné nemusi byt Zadouci ani nasyceni dalsich komponent

prostfedku. Vhodnymi zpiisoby aplikace jsou ty zplsoby, pii kterych
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dojde k naneseni slozky pfedev§im na vn&j§i povrch vrchni vrstvy

prostfedku.

Minimalni mnozZstvi slozky obsahujici inhibitor enzymu, ktera je
nanesena na povrch prostfedku dotykajici se uZivatele dle vynalezu,
odpovida mnozstvi dostatenému pro zaji§t&ni lécebného,
ochranného a/nebo stav kdZe zlepSujiciho efektu. MnoZstvi
nanesené slozky =zdvisi na rdznych faktorech, vdetng& latky
upravovaného prostiedku, relativni &4sti povrchu dotykajiciho se
uZivatele, jenZ neni pokryt slozkou, sloZeni sloZky apod. Obecné
feCeno, pokud jsou pouZity pomérné hydrofobni slozky a jsou
naneseny na celou vrchni vrstvu, potom je mnoZstvi nanesené

r

slozky v rozmezi od 0,016 mg/cm? do 2,33 mg/cm?, lépe vsak od

v

0,16 mg/cm® do 1,55 mg/cm? Je ziejmé, Ze vE&t§i mnoZstvi
dermatologické slozky mulzZe byt naneseno na dalsi asti prostifedku,
kde neni poSkozena distribuce tekutin (napt. manzety, pasova &ast,
bo¢ni dily atd.). Déle je ziejmé, Ze pomérné hydrofilni slozky
mohou byt na vrchni vrstvu naneseny ve v&t§im mnoZstvi, aniZ by
doSlo k vyraznéj§imu postiZeni distribuénich vlastnosti. Naopak
veétsi mnoZstvi hydrofilni sloZky muZe byt neZadouci, pokud je
naneseno na ¢asti (napf. manZzeta, pas) jiné neZ je vrchni vrstva, kde

4

by mohlo dojit k nasdvani vyméskt ke hrandm a naslednému tniku

tekutin.

ProtoZe je slozka na povrchu zcela znehybné&na sta&i pouze jeji
malé mnozstvi k tomu, aby do$lo k pfenosu u&inného mnoZstvi
inhibitoru enzymu. Domnivime se, Ze tato mald mnoZstvi stadi k
dosaZeni Zaddaného ucinku na kidzi, protoZe je slozka b&hem noseni
trvale, samovolné€ uvolfiovdna. To znamend, Ze moZnost pouZit

pomérné nizké hladiny dermatologické sloZky, zpidsobuje, Ze je
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vrchni vrstva prostfedku schopna udrZet své pienosové vlastnosti v

oblasti vytoku tekutin.

SloZka mulze byt nanesena na povrch dotykajici se uZivatele
nejednotné. Vyrazem "nejednotn&" se mini, Ze mnoZzstvi, umisténi,
vzor rozloZeni atd., slozky, miZe byt na povrchu dotykajicim se
uzivatele odlisné a mlze se liSit i v dal$ich oblastech prostiedku.
Naptiklad pro udrZeni distribuénich vlastnosti vrchni vrstvy miiZe
byt nezbytné nanést slozku nejednotné, obzvla§td pokud m4 tato
hydrofobni charakter. Z toho ddvodu musi mit nékteré &asti
upraveného povrchu prostfedku (a jeho oblasti), v&t$i nebo mensi
mnozstvi sloZzky, véetné &asti na které slozka neni nanesena. V
jednom takovém provedeni, kde je slozka pomé&rn& hydrofobni, ma
povrch vrchni vrstvy oblasti, na které slozka nebyla nanesena, a to
pfedevSim v oblasti vrchni vrstvy, kterd odpovida oblasti rozkroku.
Oblast rozkroku prostfedku, tak jak je zde pouzita, je obdélnik,
definovany niZe, ktery je vystfedén podéln& i piién& podle bodu
rozkroku. "Bod rozkroku" je urfen pfi obleCeni prostfedku stojicim
uZivatelem a nataZenim vldkna kolem nohou ve tvaru osmitky. Bod
prostiedku, ktery odpovidd priniku vldken se povaZuje za bod
rozkroku. (Je zfejmé, Ze bod rozkroku je uréen umisténim
absorpCniho prostfedku na uZivatele uréenym zpasobem a
stanovenim mista, kde se zkfiZena vlakna dotknou prostfedku). U
inkontinenénich prostfedkl (napf. plenky, inkontinenéni prostfedky
pro dospélé) odpovida délka oblasti rozkroku 40 % celkové délky
absorpéniho prostftedku (tj. v rozméru y). U menstruadnich vloZek
odpovida délka oblasti rozkroku 80 % celkové délky absorpéniho
prostfedku. Sitka oblasti rozkroku je stejna jako Sifka nej$ir$i &asti
absorptniho jadra méfend v bod& rozkroku. (Casti "absorpéniho

jadra" jsou léatky, které se uclastni absorpce, pienosu, distribuce
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a/nebo uloZeni télnich tekutin. Vyraz absorpéni jadro nezahrnuje
vrchni  vrstvu nebo spodni vrstvu absorpéniho prostfedku.)
Ptikladem muZe byt inkontinen¢ni prostfedek o délce 50 cm a $iice
jadra v oblasti bodu rozkroku 10 cm, oblast rozkroku je pravouhla,

vystied€na na bod rozkroku a jeji délka je 20 cm a §itka 10 cm.

Je ptekvapivé, Ze pfi nejednotném naneseni slozky na vrchni
vrstvu nebo jeji &asti (napf. mikroskopické nebo makroskopické
oblasti, kde neni nanesena zZadna slozka), je pfenasena slozka na
uZivatele dokonce i v oblastech kiiZe, které odpovidaji neupravenym
okrskim vrchni vrstvy nebo jejich ¢4asti. MnoZstvi a rovhomérnost
slozky pfenesené na kiZi zdvisi na fad& vlivl, v&etn&, napf. zplsobu
naneseni dermatologické slozky, kontaktu kiZe uZivatele a upravené
oblasti, tfeni, které vznikd b&hem noSeni mezi kGZi uZivatele a
upravenou oblasti, teplu vytvofeném uZzivatelem, které zesiluje

vr

pfenos slozky, vlastnostech slozky, latkach, které vytvari slozku

apod.

Pfi nejednotném nandSeni slozky muZe byt pouZita fada vzora,
vCetné, napf. naneseni malych kapek (napf. nastfikdnim), drobnych
teCek (napf. gravirovanym tiskem), podélnych nebo piFi¢nych
prouzkii (vytvotené dotekovym Stérbinovym potaZenim), spiral,
které se posunuji pfiéné nebo podélné atd., vzorového tisku atd. V
téchto provedenich, kde vrchni vrstva obsahuje oddélené,
neupravené okrsky, muaZe rozsah oteviené ¢asti oblasti vrchni
vrstvy, ktera odpovidad oblasti rozkroku, zna&né kolisat. ("Rozsah
oteviené ¢asti" vrchni vrstvy se uréi (i) zméfenim povrchu vrchni
vrstvy, ktery patii do oblasti rozkroku, (ii) zméfenim celkového
povrchu neupravené oblasti v této c¢asti vrchni vrstvy a (iii)

vydé€leni vysledku méfeni z (ii) vysledkem méfeni z (i). Zde pouzity
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vyraz "neupraveny" znamend, Ze oblast vrchni vrstvy obsahuje ménég
nez 0,0016 mg/cm® slozky. V tomto ohledu muZe byt rozsah
oteviené ¢asti od 1 % do 99 %, od 5 % do 95 %, od 10 % do 90 %,
od 15 % do 85 %, od 20 % do 80 %, od 25 % do 75 %, od 30 % do
70 % nebo od 35 % do 65 %. Rozsah oteviené &asti nezbytny k
dosaZeni poZadovanych G¢inkl sloZky a pozadovanych distribu&nich
vlastnosti vrchni vrstvy, je do zna&né miry urdovan vlastnostmi
sloZzky (pfedevS$im jejim sloZenim a pomérem hydrofobnich a
hydrofilnich vlastnosti). ZkuSeny odbornik oceni, %e Zadany rozsah

oteviené Casti je moZné snadno uréit jednoduchym experimentem.

Slozky, které jsou pomérné hydrofobni a nemaji byt naneseny na
oblasti vrchni vrstvy, se nejdfive nanaSeji na vrchni vrstvu
prostiedku v mnoZstvi od 0,0078 mg/cm2 do 5,43 mg/cmz, lépe vsak
od 0,16 mg/cm® do 3,88 mg/cm’ a nejlépe od 0,62 mg/cm’ do 3,1
mg/cm®. Je zfejmé, Ze slozky, které jsou pomé&rné hydrofilni, mohou
byt nanaSeny ve vé&tSim mnoZstvi, aniZ by byly vyrazné& postiZeny
distribuni vlastnosti vrchni vrstvy. Samozifejmé& také prostiedky s
pomérné vysokym procentem otevienych oblasti v rozkroku, mohou
mit nanesena vét$i mnozstvi sloZky, aniZ by byly vyrazné& postiZeny

distribu¢ni vlastnosti vrchni vrstvy.

V jednom navrhovaném provedeni je vrchni vrstva potaZena
podélnymi prouzky slozky. Tyto podélné prouzky (nebo spirily)
jsou od sebe oddéleny podélnymi prouzky, kde je slozky naneseno
mélo nebo zadna. V téchto provedenich ma zpravidla kazdy prouzek
slozky Sitku od 3 mm do 20 mm, lépe vS8ak od 3 mm do 13 mm a
Sifka prouzkl neobsahujicich sloZku je obvykle od 3 mm do 26 mm,

lépe v8ak od 4 mm do 13 mm. Tato rozmezi jsou pouZitelnid pro
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bézné détské plenky. U vétsich vyrobki, jako napf. inkontinenénich

prostiedkid pro dospélé, mohou byt tato rozmezi vétsi.

Dermatologickd slozka miZe také byt v nejednotném vzoru
nanesena na dal§i €asti prostfedku. V t&chto p¥ipadech muze byt
oteviend oblast vypoclitdna z obdélniku ur&eného obvodem

dermatologické slozky.

Slozka miZe byt nanesena na prostiedek kdykoliv béhem
skladdni. Slozka miZe byt napfiklad nanesena na hotovy absorpéni
vyrobek pied jeho zabalenim. Slozka miéiZe byt také nanesena na
danou ¢4st (napf. vrchni vrstva, manZety, bognice, pas atd.) na misté
vymény nebo dodavatelem latky, pfedtim neZ je spojena s dal§imi
¢astmi do hotového absorpéniho prostiedku. Slozka muZe byt také
nanesena na dalS$i oblasti prostfedku tak, Ze bude mozny jeji

pfechod b&hem noSeni na jeden nebo vice povrchii dotykajicich se

uzivatele.

SloZzka se zpravidla nana§i na prostfedek ve svém rozehfitém
stavu, protoZe jeji teplota tani je podstatné vy3si neZ teplota okoli.
Slozka je obvykle pfed nanaSenim na prostfedek ohidna na teplotu v
rozmezi od 35°C do 150°C, lépe vsak od 40°C do 100°C. Inhibitor
enzymu mizZe byt ke sloZce pfidan pfed nebo po jejim oh¥ati. Pokud
je priddn pfed ohfatim, musi byt teplota zvolena tak, aby nedoslo k
jeho denaturaci. Eventuelné miZe byt inhibitor enzymu p¥idan k
pfedehiaté slozce, u které jiZz doSlo k ¢&aste¢nému ochlazeni na
teplotu, kterd nepoSkodi inhibitor enzymu, ale je dostate€ni k
naneseni sloZky na prostfedek. Tekutd slozka se, po svém naneseni
na prostfedek, nechd ochladit a ztuhnout. Postup nanaseni slozky je

obvykle upraven tak, Ze chlazeni je aktivni.
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Pti nanaSeni sloZky na prostfedek se dava pfednost §térbinové
potahovani, nastfikovani, gravirovanému potahovani a
protlatovéani. Jednim z té&chto zplsobl je §t&rbinové potahovani

vrehni vrstvy sloZeného hotového prostfedku.
X. Zpisoby testovani

A. Pfenos dermatologické slozky a inhibitoru protedzy na kuZi

uzivatele

Ptrehled

Tento postup vyuZivd odstranitelny koZni analog, ktery se
umisti na kidZi uzivatele na urdity &asovy tsek. KoZni analog se
potom odstrani a pomoci béZnych analytickych postupl se stanovi
mnozstvi dermatologické sloZzky nebo mnoZstvi inhibitoru proteazy
v extraktu z analogu ziskaném pomoci rozpoustddla. Tento postup
je popsan pro pouZziti u d&tskych plenek obsahujicich
dermatologickou slozku s inhibitorem enzymu. Zku$eny odbornik
dokaze stanovit pfisluSné zmény u jinych dermatologickych sloZek,

inhibitord protedz, absorpénich prostiedkd nebo typa uZivateld.

Testovani jedinci

Podle nésledujicich znakd, by mé&ly byt vybrany, dv& priblizné
stejné skupiny déti muZského a Zenského pohlavi. Mé&lo by byt
vybrano dostate¢né mnozstvi déti, aby bylo zajiité€no, Ze p¥i kazdé
zkouSce bude nejméné patnict jedincd, ktefi dokoné&i viechny jeji

casti.

Podminky zac¢lenéni
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a. Zdravé dité.

b. PeCujici osoba ochotna, b&hem trvani testu, nepouzivat v
oblasti plenky roztoky, krémy, zasypy nebo jiné
dermatologické pfipravky.

c. Déti, které nosi plenky po cely den.

d. PeCujici osoba ochotna vykoupat dit& den pfed testem ne
diive nez je dokonden.

e. PeCujici osoba, ktera je ochotnd upustit od plavani ditste

od velera pfed testem aZ do jeho dokondeni.

Podminky vy¢lenéni
a. Dité bylo béhem poslednich &tyf dnti nemocné.
b. Priijem (fidka stolice) b&hem &ty¥ dnti pied testem.
c. Léky, které mohou zvysit stievni vyprazdiiovéni (napft.
oraln€ uzivand antibiotika, antimykotika, kortikosteroidy).
d. PoSkozend kiZe v misté testovani nebo kolem n&ho
(napf. popaleni, aktivni koZni 1éze apod.).

alergie nebo podrazdéni =z lepicich nebo

e. Znamé

dermatologickych slozek.

Pouzity material

Prenos in vivo

dermatologickd paska - TEGADERM
Tape 1622W dostupnd od 3M Health
Cares, St. Paul, MN

sklenice s uzavérem od VWR Scientific,
West Chester, PA pod ozna&enim 15900-
242

Kozni analog:

Zasobnik vzorku:
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Prasek na uvolnéni pasky: Baby powder (obsahujici pouze mastek a
vonnou kompozici) do Johnson &
Johnson, New Brunswick, NJ

Chirurgické rukavice: od Best Manufacturing Co., Menlo GA,
pod oznaéenim 6005PFM

Extrakce a rozbor dermatologické slozky

Rozpoustédlo: , dichlormethan od Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, 27056-3

Stearylalkohol: Aldrich 25876-8

1-hexadekanol: Aldrich 25874-1

Lahvicka na pfipravu: 10 ml

Plynovy chromatograf: vhodny je ionizadni detektor od Hewlett
Packard model 5890

Kolona: kapilarni kolona Chrompack CP Sil-5

CB, 2 metry x 0,25 mm z k¥emicitého
skla s filmem o tloustce 0,12 pm (bez
nahrad)

Piistrojové tdaje systému: musi umozZiiovat opakované urleni

oblasti s nejvy$8imi hodnotami

Extrakce a rozbor typického inhibitoru (napf. hexamidinu) enzymu

(napi. proteazy)

Rozpoustédlo: dichlormethan od Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, 27056-3

Lahvicka na pfipravu: 10 ml

Kolona: Hewlett Packard Zorbax SB-CN s uzkym

vyvrtem 5 pm, 2,1 X 150 mm s Waters
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Bondapack CN 10 um, ochranna kolona
3,9 x 20 mm
Piistrojové udaje systému: musi umoZiiovat opakované uréeni

oblasti s nejvy$§imi hodnotami
Zpusob
Pienos in vivo

A. Potvrzeni od peCujici osoby, Ze dité bylo b&hem poslednich 24
hodin vykoupéno a Ze na oblast krytou plenkou nebyly od té doby

naneseny zZadné roztoky, zasypy atd.

B. NataZeni chirurgickych rukavic, umisténi ditdte na stil a

odstranéni jeho plenek.
C. Otoceni ditéte na brisko.

D. Odstranéni kryci folie z pasky TEGADERM a jemné popraseni
pfilnavého povrchu s J&J Baby Powder (vSe se provadi v
chirurgickych rukavicich, aby se zabranilo znedisténi pésky).
Naneseni dostateCného mnoZstvi prdsku v celém rozsahu péasky
vyjma okrajl. (Tento krok se provadi proto, aby se zabranilo ptili§

agresivnimu pfilnuti pasky ke kzi ditéte).

E. Obrazky 2a a 2b zndzorniuji umisténi pasky TEGADERM, zde
oznaené jako paska 700. Paska 700 se ptfiloZi na pravou hyzdi
ditéte. Paska 700 se pfiloZi na nejvy$§i misto hyzdé ditéte v
blizkosti glutedlni ryhy. Pro méfeni pfenosu ve dvou <&asovych

usecich nebo pro méfeni ufinku dal$i plenky, miZe byt pfiloZzena

e
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druha paska 700. Pokud je pouzitd druhd paska 700, potom je

pfilozena na levou hyZzdi stejnym zpisobem.

F. Vyména plenek se provadi podle nésledujiciho protokolu:
pfenosovy ¢as 3 hodiny — 1 plenka, pfenosovy ¢as 6 hodin — 2
plenky (vymeéna po 3 hodinéach), pfenosovy cas 24 hodin ad Ilib
pecujici osoby. U pfenosového €asu 24 hodin je nutné postupovat

podle nasledujicich dodate¢nych pokynu:

1. Pro ciSténi plenkové oblasti béhem testu pouzivat
pouze vodu a Zinku. NepouZivat détské utérky. Nedotykat se oblasti
kolem pasek rukami nebo Cisticim nastrojem.

2. Bé&hem trvani testu nepouzivat dermatologické
pfipravky (roztoky, masti, krémy, mydla atd.).

3. Nekoupat dité béhem testu.

4. PouZivat pouze testované plenky.

5. Zaznamenat Cas vyméSovani a omyt dit€é vodou a

Zinkou.
G. Zaznamenat Cas pfiloZeni kazdé testované plenky.
H. Zavolat dité pfed uplynutim uréeného pfenosového casu.

I. Odstranit testovanou plenku. Pokud u ditéte doSlo k vyprazdnéni
stfev, méla by se paska 700 odstranit a vyhodit (dité dokoncilo test
a udaje nebudou zahrnuty v rozboru). Pokus se dité vymocilo, je

paska 700 pfijatelna pro rozbor, ktery je uvedeny niZze.
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J. Pracovnik provéadéjici test odstrani pasku 700, tim Ze uchopi jeji
okraj pomoci pinzety a jemné ji odlepi od kiiZe. VSe v chirurgickych

rukavicich.

K. Ptipravit si sklenici a peclivé oznalit vzorek pro pozdéjsi

identifikaci.

L. Po dokondeni testu uloZte vSechny vzorky do sklenic pro rozbor

popsany nize.
1. Extrakce a rozbor testovanych vzorkt dermatologické slozky

Tento zpuisob je uréeny pro testovani navrhované dermatologické
slozky, slozky z tabulky 4. ZkuSeny odbornik vi, jaké upravy jsou
nezbytné pro extrakci a rozbor jinych dermatologickych sloZek.
Obecné: 1) jedna z hlavnich &asti dermatologické slozky se
extrahuje z kozniho analogu pomoci pfislusného rozpoustédla, 2) k
uréeni mnoZstvi hlavni &asti v extraktu je pouZit plynovy
chromatograf nebo jinad vhodna kvantitativni analyticka technika, 3)
mnozstvi dermatologické slozky se vypocitd z jednotky plochy na

mnoZstvi hlavni ¢4sti v extraktu a plochy pasky.

Vnit¥ni standard/rozpoustédlo

Pripravte si vniténi standard/rozpoustédlo pfesnym navaZenim
100+2 mg 1-hexadekanolu do malé kéadinky. Rozpustte 1-
hexadekanol v dichlormethanu a pfelejte je do odmérného valce.
Vyplachnéte kddinku 3x dichlormethanem a obsah vidy pielijte do
odmérného valce. Dopliite objem valce a dobfe ho promichejte.
Tento roztok bude pouzit pro vytvofeni vnitfniho standardu a

extrahovani dermatologické slozky =z pasek. Nadoba s
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rozpoustédlem by méla byt t&sné uzaviena, aby se zamezilo jeho

odpafovani.

Kalibrace standardu

Ptipravte kalibra¢ni standard o znamé koncentraci pfesnym
navazenim (+0,1 mg) 10 + 1 mg stearylalkoholu do 100 ml
odmérného valce. Zaznamenejte hmotnost pouzitého
stearylalkoholu. Pfidejte do valce vnitini standard/rozpoustédlo a
michejte dokud se nerozpusti. Dopliite objem a znovu promichejte.
Nidoba s rozpoustédlem by méla byt t€sné uzaviena, aby se
zamezilo jeho odpafovéani. Tento roztok bude pouZit pfi uréovani
vzajemné odpovédi stearylalkoholu a 1-hexadekanolového

vnitfniho standardu pfi kalibraci pfistroje.

Ptiprava a kalibrace plynového chromatografu
Nainstalujte kolonu a zkontrolujte pritok plynu kolonou pfi
100°C a vstfikovaci otvor a detektor pfi provoznich teplotich.

Pritokovy chromatograf bude pracovat za nasledujicich podminek:

Nosny plyn: vodik (maze byt pouzito také helium),
priatokova rychlost 1,5 ml/min.

Vstfikovaci otvor:  325°C, rychlost pritoku 30 ml/min, CiSté€ni
pficky 2 ml/min, vlozka ze sklené€né wvaty,
mikroté€snéni Merlin.

Vsttikovany objem: 2 pl rozdé€lené.

FID detektor: 350°C, nastaveny plyn proudi podle pokyni
vyrobce. Obvykly pritok plynu je 400 ml/min
pro vzduch, 30 ml/min pro vodik a 30 ml/min

pro pfidavny plyn.
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Termostat kolony:  100°C s ptirustkem 15°C/min do 325°C, trva

10 minut.

Ujistéte se, ze vSechna spojeni jsou tésnd a nepodchazeji.
Zapalte detektor a nechte ho stabilizovat. Ponechte kolonu pfi
325°C 30 minut. Vy&istéte stiikadku dichlormethanem. StfikaCka by
také méla byt nékolikrat proplachnuta po kazdé injekci. Provedte
n&kolik slepych kol s dichlormethanem, dokud nedostanete dobrou
zakladni linku bez nepatfiénych vrchold. Pokud se objevi nepatiiéné

vrcholy nebo neni dobra zakladni linka, pokuste se odstranit

zavadu.

Nastavte pristroj podle kalibraéniho standardu  dfive
pfipraveného. Pii stanovovani spravného pofadi Gkond postupujte
podle doporudeni vyrobce. Vypolty by mély byt provedeny

podobnym zplisobem jako je ten popsany niZe.
Postup rozboru vzorku

1) Odstraiite vicko sklenidky se vzorkem a ptidejte 10 ml roztoku
extrakéniho rozpoustédla/vnitiniho standardu pomoci davkovace.
Zaviete vickem a zatodte obsahem tak, aby paska 700 nebyla
pfichycena na sténach skleni¢ky a byla zcela ponofena v
rozpoustédle. Zopakujte se vSemi vzorky.

2) Ponechte vzorky 16 hodin (obvykle pfes noc).

3) Promichejte obsah skleni¢ky. Pomoci pipety pfeneste vSechen
extrakt vzorku do oznalené ampulky. Zaviete ampulku viCkem.

Uzaviete skleniéku a ponechte ji dokud neni rozbor ukoncen.

Opakujte se vSemi vzorky.
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4) Vlogte ampulky v ndhodném pofadi do testovaciho automatu a
zadénéte rozbor v podminkach popsanych vy3e. Prvni ampulka by
mé&la byt sleps kontrola s dichloromethanem. Pro ovéfeni spriavnosti
méfeni by mélo byt zafazeno nékolik "kontrolnich" standardd (asi
kazdy 20. vzorek).

5} Po skonteni méfeni zkontrolujte kaZdy chromatogram pro
potvrzeni spravnosti rozboru. Pokud se vyskytne problém, pokuste

se ho uréit a odstranit. Pokud je potfeba, znovu analyzujte vzorky.

Vypolty

Podet mikrogrami stearvlalkoholu v extraktu kaZzdého vzorku se
vypoéita na zdkladé pomérné odpovédi vrcholu stearylalkoholu k
vrcholu vnitfniho standardu 1-hexadekanolu. Pomér plochy vrcholi
se vynésobi relativnim reak&nim &initelem (uréenym pii Kalibraci
pfistroje) a mikrogramy vnitfniho standardu v extraktu tak, abychom

ziskali celkovy polet ug stearylalkoholu ve vzorku.

Kalibrace pfistroje
Uré&eni relativniho reakéniho &initele pfistroje pro stearylalkohol
a vnitfniho standardu, které jsou odvozeny z plochy vrchold

stearylalkoholu a 1-hexadekanolu v chromatogramu kalibra¢niho

standardu.

Reakéni Sinitel (R;) = Plochdw  ~ hmotnost,
hmotnost, plochag,
kde plocha,s = plocha vrcholu pro vnitfni standard.

plochag, = plocha vrcholu pro stearylalkohol.

ae

sSeey
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hmotnost,, = mikrogramy wvnitfniho standardu pouZité
pro pfipravu vnitfniho standardu/extrakéniho
rozpouitédla.

hmotnost,, = mikrogramy stearylalkoholu pouzité pro

pi‘iprévu kalibraéniho standardu

Vypoéty vzorku
Potet mikrogramil stearylalkoholu v kazdém vzorku se vypoditd

z plochy vrcholu na chromatogramu vzorku dle nédsledujici rovnice:

plochag, hmotnost,;
oo x = X Ry X
Pocet ug SA plochay R¢ 100
kde plocha,, = plocha vrcholu vnitiniho standardu.

plocha,, = plocha vrcholu stearylalkohelu.
hmotnost,,, = mikrogramy vnitfniho standardu pouZité
pro pripravu vnitiniho standardu/extrakéniho rozpoustédla,

Vypod&téte prenesené mnoZstvi dermatologické slozky v mg/cm?

kde:

Pfenesena slozka = 0,001 X pg stearylalkoholu
(koncentrace SA ve sloZce) X (plocha pasky)

Ve zpUsobu popsaném vySe je koncentrace stearylalkoholu ve slozZce

41 % a rozméry péasky jsou 4,4 cm x 4,4 cm.

Pfenesenda slozka = (0,001 x pg stearylalkoholu ve slozce)/(0,41 x

4,4 cm x 4,4 cm) = 0,000126 x ug stearylalkoholu (mg/cm?)
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2. Extrakce a rozbor inhibitoru protedzy v testovaném vzorku

Tento zplsob je upraveny pro pouZziti s dermatologickou sloZkou
obsahujici inhibitor proteazy z tabulky 1. ZkuSeny odbornik vi jaké
Upravy je nutné provést pro extrakci a rozbor jinych inhibitori
proteaz. Obecné: 1) inhibitor protedzy je uvolnén z koZniho analogu
plsobenim pfislu§ného rozpoustédla, 2) potom je pro ureni hladiny
inhibitoru v extraktu pouzita HPLC nebo jind kvantitativni
analytickd technika, 3) mnozZstvi inhibitoru proteazy se vypocita
jako jednotka plochy na mnoZstvi inhibitoru v extraktu a plochu

pasky.

Ptiprava standardi

Pro ptipravu 10 pg/ml standardniho roztoku hexamidinu, odvazte
0,10 gramu +/- 0,02 gramu hexamidindiisethionatu a rozpustte jej v
mobilni fazi (10 % krystalické kyseliny octové a 17,5 % methanolu)
HPLC roztoku. Pfipravte dalsi standardy hexamidinu ze
standardniho roztoku 10 pug/ml, viz tabulka 2, a dopliite objem do
100 ml roztokem mobilni faze HPLC.

Tabulka 3

Pfiprava standardi*
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standard roztok koneény objem |nominalni koncentrace
standardu (ml) (ng/ml)
hexamidinu (ml)
1 5,0 100 0,5
2 10,0 100 1,0
3 25,0 100 2,5
4 50,0 100 5,0

Ptiprava vzorku

1. VlozZte testovany prenosovy pasek do 40 ml sklenéné lahvicky.

2. Pfilijte 10 ml dichlormethanu a lahvic¢ku pevné zaviete.

3. Nechte lahvi¢ku 30 minut tfepat.

4. Vyjméte lahvicku z tfepacky, sejméte vicko lahvic¢ky a prilijte 10

ml mobilni faze HPLC roztoku. Zaviete lahvicku a dejte ji znovu

tiepat.

5. Vzorek nechte tfepat 30 minut, aby se ve vodni fazi rozpustil

hexamidin.

6. Nejméné 30 minut nechte vzorek usadit a vrstvy separovat.

7. Po oddéleni vzorku, odeberte stiikackou vodni (horni) vrstvu a

prefiltrujte ji pfes 0,45 pum filtr.

Rozbor vzorku

Proved'te chromatografii standardd a vzorkl podle podminek

popsanych v tabulce 3.

Tabulka 4

Chromatografické podminky
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Pratok mobilni faze:

0,25 ml/min

Mobilni faze:

10 % krystalicka kyselina octova,
17,5 % methanol

Vstiikovany objem: [10 ml
Vlnova délka UV detektoru: (254 nm
Senzitivita UV detektoru: {1,000 AUFS
Filtr UV detektoru: 2,0 s
Doba: (10,0 min

Vypodcty

1. Koncentrace standardu (mg/ml):

Si(mg/ml) = W(mg)/100*(V,/100) (1)

W = hmotnost hexamidinu pro zésobni roztok standardu

Vi = objem zasobniho roztoku hexamidinu pouZitého pro ptipravu

standardu (tabulka I)

2. Kalibraéni k¥ivka

A. Vytvofte tabulku mg/ml hexamidinu v kaZdém standardu (S;) a

odpovédi (plocha vrchold nebo vyska vrchold), R;, pro kazdy z

roztoku.

B. Vytvofte kalibraéni kfivku podle rovnice (2).

Ri=mS;+b (2)
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3. Testované vzorky

A. Vypodététe mnozstvi hexamidinu (H;) v extraktech vzorkld pomoci

zméfené odpovédi R a kalibra¢ni rovnice:
H; = (R-b)/m (3)

B. Vypodtéte mnozstvi hexamidinu (H) ve vzorcich v mg podle

rovnice 4.
H=H, *10 (4)

C. Vydélte mnozstvi hexamidinu (H) plochou péasky k urceni

koncentrace hexamidinu na jednotku plochy koZniho analogu.

VII. Piiklady provedeni vynalezu

Nasleduji jednotlivé pfiklady (a) nanadSeni dermatologické sloZky
na vrchni vrstvu plenky a (b) zpisobid navrhovaného vynalezu, které
vyuzivaji prostfedky obsahujici tyto vrchni vrstvy. Obdobny pfistup

mlZe byt pouzit pfi dpravé dalSich ¢asti takového prostiedku.

Ptiklad 1
Piiprava a testovani absorp¢niho prostfedku s vrchni vrstvou

obsahujici dermatologickou slozku a inhibitor protedzy
A. Ptiprava dermatologické sloZky
Dermatologickd slozka (slozka A) je vytvofena smichanim

nasledujicich komponent: (i) 99 dilG rozehiaté (tj. kapalné) zakladni

kompozice obsahujici 58 dilG vazeliny (od Witco Corp., Greenwich,
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CT jako White Protopet), 41 dilG stearylalkoholu (od Procter &
Gamble Co., Cincinnati, OH jako CO1897) a 1 dil extraktu aloe (od
Madis Botanicals, Inc., S. Hackensack, NJ jako Veragel Lipoid v
Kaydolu), s (it) 1 dilem hexamidindiisothionatu (od Laboratories

Serobilogiques, Pulnoy, France jako Elestab HP100).
B. Ptiprava prostiedku kontaktnim §térbinovym potahovanim

Slozka z tabulky 1 se umisti do ohtivaci nadrze s pracovni
teplotou 77°C. Potom se slozka nanese kontaktnim aplikdtorem
(napf. Meltex EP45) na vrchni vrstvu prostfedku v prouzkach, které
b&Zi podélné. Presné se nandli 5 prouzkd, z nichZz kazdy ma Sitku
0,54 cm. (tj. v pfi¢ném rozmeéru prostiedku) a délku 25,4 cm a
nanesené mnozstvi je 1,19 mg/cm’. Vzdalenost mezi prouzky je 0,67

cm.
C. Testovani inhibi¢nich vlastnosti upraveného prostiedku

Tento piiklad popisuje zpisob testovani plenky na inhibicni
protedzovou aktivitu. Tento pfiklad neni omezujici, protoZe mohou
byt testovdny i jiné ¢&asti jinych absorpénich prostfedkd a pro
testovani mohou byt pouZity jiné zplsoby, vyuZzivajici jinych

rozpou$tédel a jinych substradtovych systémd.

V oblasti jadra absorpéniho prostfedku, napuSténého sloZkou A,
je vyraZzeno 10 otvori o priméru 1,7 cm a tyto otvory jSou také
vyrazeny do kontrolniho prostiedku, jenZ neobsahuje Zidny
inhibitor. Kazdé z vyrazenych kolecek je néasledné testovdno na
trypsinovou inhibiéni aktivitu. Z vyseknutého kole¢ka se odstrani

vrchni vrstva a vloZi se do 1,5 ml centrifugové zkumavky. Vzorek se
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pfes noc nechd v 0,75 ml vody. 0,125 ml supernatantu se odebere a
pfida se do kyvety,.které obsahuje 0,025 ml 160 nM lidského
pankreatického trypsinu v TRIS-HCl s 20 mM CaCl,, pH 8,2 a nech4
se inkubovat 10 minut pfi 25°C. Do kazdé kyvety se piida Cbz-
arginin-p-nitroanilidsubstrat (0,025 ml 4 mM roztoku) a testované i
kontrolni vzorky se nechaji inkubovat 5 minut. Potom se u kazdého
vzorku, po 10 minutach, sleduje zmé&na absorbance v 405 nm.
Vysledky testu, uvedené v tabulce 5, naznaluji, Ze absorp&ni
prostfedek, jenZz obsahuje inhibitor, zplisobuje sniZeni méiené
trypsinové aktivity (vzhledem ke kontrolnimu prostfedku, ktery je

identicky, s tou vyjimkou, Ze neobsahuje Zadny inhibitor).

Tabulka 5
Zmé&na OH/min x 107
Kontrolni 8,292+0,6
prostiedek
Druhy prostfedek 3,804%2
Ptiklad 2

Zpusob zlepSeni stavu kize

Dospély ¢lovék s inkontinenci, ktery vazi 82,5 kg, pouZiva
absorp¢ni prostfedky a trpi mirnym erytémem, nosi inkontinenéni
prostiedek pro dospélé podobny plence z piikladu 1, a to nejméné
po dobu 5 dni. Prostiedek je vyméifovan zplisobem b&Znym pro
uzivatele (obvykle kazdé 4 aZ 5 hodin béhem dne a pied spanim).

Béhem této doby nedochazi k Zadnym zasahim uZivatele (napf.
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nanaSeni dermatologickych piipravki). Ke konci téchto 5 dnd se

pozoruje zmenSeni nebo vymizeni erytému.

Ptiklad 3

Zplsob zlepSeni stavu kiZe

Dité, které vazi 16 kg a trpi plenkovou vyrdzkou a erytémem,
nosi nejméné 5 dnid na noc plenky z piikladu 1 (tj. b&hem dne
pouziva neupraveny prostiedek). Plenky vyméiiuje pe&ujici osoba
béznym zpisobem. Béhem této doby nedochédzi k Zaddnym zasahtim
peCujici osoby (napf. nandSeni dermatologickych piipravki). Ke
konci téchto 5 dnil se pozoruje zmenSeni nebo vymizeni vyrazky a

erytému.

Ptiklad 4

Zpisob udrZeni stavu kize

Dité, které vazi 12,5 kg a nemda plenkovou vyraZku ani erytém, je
vySetfovano pro otitis media a je mu pfedepsana 1éEba systémovymi
antibiotiky. Na zaklad€ zkuSenosti s konvenénimi (neupravenymi)
plenkami pecujici osoba pfedpoklada, Ze se u ditéte rozvine erytém
a/nebo plenkova vyrazka v disledku fid$i stolice. Plenky, které jsou
popsany v ptikladu 1, jsou nepfetrzité noSeny v prubéhu uZivani
antibiotik. B&€hem této doby nedochazi k Zzadnym zasahtm uZivatele
(napt. nanaSeni dermatologickych pfipravkid). Béhem podavani
antibiotik se nepozoruje u ditéte Zadny erytém ani plenkovi

vyrazka.

Popisy vSech patentli, patentovych pfihlaSek (a vSechny patenty,

které se tykaji dané problematiky, stejné jako ptfislu$né publikované
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pfihlésky zahrani¢nich patentd) a publikace zminéné v tomto
popisu, jsou zde zahrnuty odkazem. Av3ak nepfipoustime, Ze by
néktery z dokumentd zde uvedenych popisoval navrhovany vynalez.

PrestoZze byla jednotlivd provedeni navrhovaného vynélezu
znazornéna a popsana, je znalci oboru ziejmé, Ze rizné dal§i zmény
a modifikace mohou byt provedeny, aniz by byl ptekroden rozsah
vyndlezu. Na$im umyslem je tedy pokryt v piiloZenych narocich
viechny takové zmény a modifikace, které jsou v rozsahu tohoto

vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Absorpéni prostfedek, vyznalujici se tim, Ze aspoi jeho &ast
obsahuje inhibitor protedzy, ktery ma ICsy, pfi méfeni zplsobem

¢isténé proteazy, 30 uM nebo méné.

2. Prostiedek podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze ICs, je od
0,00001 puM do 30 uM, lépe vSak od 0,0001 pM do 20 uM a nejlépe
od 0,001 uM do 10 uM.

3. Absorpéni prostiedek, vyznacujici se tim, Ze aspofi jeho &ast
obsahuje inhibitor protedzy, ktery mé ICso, pfi méfeni zpisobem

specifické fekalni protedzy , 90 uM nebo méné.

4. Prostfedek podle néroku 3, vyznadujici se tim, Ze ICsy je od
0,00001 uM do 90 uM, Iépe v3ak od 0,0001 uM do 30 uM a nejlépe
od 0,001 uM do 10 uM.

5. Absorpéni prostiedek, jehoZ ¢ast obsahuje inhibitor proteazy,
vyznacujici se tim, Ze mé 1Csy, pfi méfeni zplisobem obecné fekalni

proteazy , 500 uM nebo méné.

6. Prostfedek podle naroku 5, vyznacujici se tim, Zze ICsy neni vice

nez 500 uM, lépe ne vice neZ 300 uM a nejlépe ne vice nez 100 uM.

7. Prostiedek podle narokl 1-6, vyznadujici se tim, Ze inhibitor
proteazy je zvoleny ze skupiny obsahujici inhibitor serinové
protedzy, inhibitor metaloprotedzy, inhibitor cysteinové proteazy,

inhibitor aspartylové protedzy a jejich smési.
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8. Prostfedek podle narokli 1-7, vyznaéujici se tim, Ze inhibitor
protedzy je zvoleny ze skupiny obsahujici inhibitor trypsinu ze sdji,
inhibitor protedazy z limské fazole (Phaseolus limensis), inhibitor
proteazy z kukufice, Bowman-Birkdv inhibitor, inhibitor lidského
trypsinu ze slinivky, inhibitor hovéziho zasaditého trypsinu ze
slinivky, inhibitor trypsinu z vajecného bilku, ovomukoidy
vaje€ného bilku obsahujici ovoinhibitory, chymostatin, aprotinin,
leupeptin a jeho analoga, amastatin a jeho analoga, antipain,
antitrombin III, hirudin, cystatin, E-64 a jeho analoga, o,-
makroglobulin, o,-antitrypsin, pepstatin a jeho analoga, apstatin,
(2R)-2-merkaptomethyl-4-methylpentanoyl-b-(2-naftyl)-Ala-Ala

amid, (2R)-2-mer'kaptomethyl-4-methyl-pentanoyl-Phe-Ala amid, N-
acetyl-Leu-Leu-methioninal, = N-acetyl-Leu-Leu-norleucinal, p-
aminobenzoyl-Gly-Pro-p-Leu-p-Ala hydroxamovou kyselinu, 2(R)-
(N-(4-methoxyfenylsulfonyl)-N-(3-pyridylmethyl)-amino)-3-methyl-
butano-hydroxamovou kyselinu, hexamidin a jeho soli, pentamidin a
jeho soli, benzamidin a jeho soli a derivaty, p-aminobenzamidin a
jeho soli a derivaty, kyselinu guanidinbenzoovou a jeji soli a

derivaty a jejich smési.

9. Prostfedek podle naroku 5 nebo 6, vyzmacujici se tim, Ze
inhibitorem protedazy je hydrochlorid 4-(2-aminoethyl)-benzen-

sulfonylfluoridu.

10. Prostfedek podle naroku 1-9, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje
inhibitor protedzy nejméné od 0,0001 % az do 30 % hmotnosti, lépe

viak od 0,0001 % do 10 % hmotnosti.
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11. Prostfedek podle narokd 1-10, vyznacujici se tim, Ze extrakt z
jeho <casti zpasobi sniZeni hydrolyzy substratu protedzou v

testovacim zptisobu absorp&niho prostifedku.

12. Prostfedek podle nérokd 1-11, vyznaéujici se tim, Ze dale
zahrnuje distribu¢ni systém obsahujici inhibitor protedazy a

pfenasejici inhibitor aspoil na ¢ast klize uzivatele prostfedku.

13. Prostfedek podle naroku 12, vyznacujici se tim, Ze distribu¢nim
systémem je dermatologicka slozka, kterd obsahuje inhibitor
proteazy od 0,01 % do 50 % hmotnosti, a jenZ je pfenaSena b&hem

noseni prostfedku, aspon Castecné, na klizi uzivatele.

14. Prostfedek podle naroku 12 nebo 13, vyznacujici se tim, Ze
dermatologicka slozka obsahuje inhibitor protedzy od 0,05 % do 25
% hmotnosti, lépe vSak od 0,1 % do 10 % hmotnosti.

15. Prostfedek podle narokd 1-14, vyznadujici se tim, Ze dale
zahrnuje povrch dotykajici se wuZivatele, jehoz ¢&ast obsahuje
dermatologickou slozku s inhibitorem protedzy, a timto povrchem

dotykajicim se uzivatele je nejlépe vrchni vrstva.

16. Absorpéni prostfedek , vyznacujici se tim, Ze extrakt jeho ¢asti
pusobi sniZeni hydrolyzy substratu protedzou, v testovacim zplsobu
absorpéniho prostfedku, nejméné o 10 %, 1épe vSak o 20 % a nejlépe

050 az 90 %.

17. Absorpéni prostiedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje latku
vybranou ze skupiny obsahujici inhibitor trypsinu ze séji, inhibitor

protedzy z limské fazole (Phaseolus limensis), inhibitor proteazy
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z kukufice, Bowman-Birkiiv inhibitor, inhibitor lidského trypsinu ze
slinivky, inhibitor hovéziho zasaditého trypsinu ze slinivky,
inhibitor trypsinu z vaje¢ného bilku, ovomukoidy vajedného bilku
obsahujici ovoinhibitory, chymostatin, aprotinin, leupeptin a jeho
analoga, amastatin a jeho analoga, antipain, antitrombin III, hirudin,
cystatin, E-64 a jeho analoga, a,-makroglobulin, o-antitrypsin,
pepstatin a jeho analoga, apstatin, (2R)-2-merkaptomethyl-4-
methylpentanoyl-b-(2-naftyl)-Ala-Ala amid, (2R)-2-
merkaptomethyl-4-methyl-pentanoyl-Phe-Ala amid, N-acetyl-Leu-
Leu-methioninal, N-acetyl-Leu-Leu-norleucinal, p-aminobenzoyl-
Gly-Pro-p-Leu-p-Ala  hydroxa-movou  kyselinu, 2(R)-(N-(4-
methoxyfenylsulfonyl)-N-(3-pyridyl-methyl)-amino)-3-methyl-

butanohydroxamovou kyselinu, hexamidin a jeho soli, pentamidin a
jeho soli, benzamidin a jeho soli a derivaty, p-aminobenzamidin a
jeho soli a derivaty, kyselinu guanidinbenzoovou a jeji soli a

derivaty, TLCK, TPCK, kyselinu tranexamovou a jejich smési.

18. Prostfedek podle naroku 17, vyzmnaéujici se tim, Ze latka je
zvolena ze skupiny obsahujici inhibitor trypsinu ze séji, aprotinin,
hexamidin, p-aminobenzamidin, leupeptin, pepstatin A,

chymostatin, derivaty kyseliny guanidinbenzoové a jejich smési.

19. Zplsob snizujici proteolytickou aktivitu protedzy stolice v
absorpénim prostfedku, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje (i) vloZeni
inhibitoru protedzy do ¢4sti absorpéniho prostiedku dotykajici se
stolice a (ii) aplikaci prostfedku na uZivatele tak, aby inhibitor

proteazy pfiSel do styku s proteazou stolice.

20. Zpiisob snizujici proteolytickou aktivitu protedzy stolice na

¢asti kiZe dotykajici se absorpéniho prostfedku, jenZ zahrnuje (i)
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vloZeni inhibitoru protedzy do distribuéniho systému absorpéniho
prostfedku, vyznacujiciho se tim, Ze distribu¢ni systém je schopny
pfenést aspoifi Cast inhibitoru enzymu na kuZi uzivatele prostfedku a

(ii) aplikovani absorpcniho prostiedku na kzi uZivatele.
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Obr. 2A

Obr. 2B




Viechny odkazy K
OBRAZKU 3
isou povazovany za
NEEXISTUJCI
(viz. Clanek 14(2))
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