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Léc¢ivo pro léceni chorob vyvolanych bakteridlni infekci trad-
niku a/nebo pro vyhubeni bakterii kolonizujicich tlusté st¥evo

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tykd léc¢iva pro 1lédeni chorob vyvolanych
bakteridlni infekci trac¢niku a/nebo pro vyhubeni bakterii kolonizu-
jicich tlusté strevo. Zejména sSe jednd o 1lé&bu onemocnéni zplso-
benych infekci tlustého stfeva C. difficile a také kolonizaci entero-
koky resistentnimi na vankomycin. Zplsoby vyuzZivaji nisin a jiné

bakteriociny obsahujici lanthionin (lanthociny) jako aktivni &inidlo.

Dosavadni stav techniky

Nisin je bakteriocin, antimikrobidlni ¢inidlo produkované
potravinovym organismem a patfi do skupiny podobnych substanci
oznacdovanych jako lantibiotika (nebo zde lanthociny), kam pat#i
napriklad subtilin, epidermin, gallidermin a pep 5.

Nisin je produkovan Lactocioccus lactis subsp. lactis, ktery
patri k Lancefieldové serologické skupiné N (Mattick, A.T.R. and
A. Hirsch, 1947, Lancet 2:5). Nisin je peptid tvoreny 34
aminokyselinovymizbytky a obsahuje pét kruhovych struktur
navzajem vazanych thioetherovymi mistky, které vytvareji
lanthionin nebo B-methyllanthionin. Tyto thioethery vedou ke
kondenzaci cysteinovych sulfhydrylovych skupin s
dehydro-vedlej$imi retézci tvofenymi bud serinovymi, nebo
threoninovymi zbytky v disledku posttranslac¢nich modifikaci
nisinového prekursového peptidu.

Bylo popsano, Ze nisin G¢inkuje jako kationtové povrchové
aktivni ¢inidlo a Ze jeho aktivita mGZe byt neutralizovana
aniontovymi detergentnimi ¢inidly (Ramseier, H.R. 1960, Arch.
Mikrobiol 37: 57) a Ze na molekulové uUrovni plisobi nisin na
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cytoplasmatické membrdn& a inhibuje biosyntézu peptidoglykanu
(Reisinger et al., 1980, Arch. Microbiol. 127: 187). Pasobeni
nisinu na vegetativni bakterie je s nejvdtZi pravdépodobnosti
zpisobeno nap&tov& zévislou depolarizaci plasmatické membréany po
inserci peptidu na lipidovou dvojvrstvu, pravdé&podobné
prost¥ednictvim interakci mezi dv&ma sousednimi molekulami
nisinu, které vytvo¥i doasny pdr nebo kandl. Molekulové
vlastnosti nisinu a mechanismus jeho biosyntézy byly pfedm&tem
nedadvnych studii (Jung, G. and H.G. Sahl, 1991, Nisin and Novel
Lantibiotics ESCOM Science Publishers, Leiden).

Soudi se, %e nisin m& Uzké spektrum aktivity a oby&ejn& je
aktivni pouze proti n&kterym Gram-pozitivnim bakteriim, s
vyjimkou té situace, Ze je kombinovan s chelalnim &inidlem, kdy
je nisin ptekvapiv®& aktivni proti Gram-negativnim bakteriim a ma
zvySenou aktivitu proti Gram-pozitivnim bakteriim (U.S. patenty
&. 5217950 a 5260271, Blacburn et al.). Nisin je pouZivan jako
antimikrobidlni potravinové konzervadni ¢inidlo a je povaZovan za
bezpedny JEFCA a riznymi ndrodnimi Gfady regulujicimi pouzivani

potravinovych p¥isad, jako jsou nap¥iklad USA, UK a EEC GYady.

Adkoliv byl nisin G&inny v p¥edb&Znych studiich na zvifatech
((Mattick, A.T.R. and A. Hirsch, 1947, Lancet 2:5; Bavin, E.M.,
et al., 1952, Lancet 1: 127; Gowans, J.L. et al., 1952, Brit. J.
Pharmacol. 7: 438; Hirsch, A. and A.T.R. Mattick, 1949, Lancet
ii: 190), byl shledédn nedostate&n& G&innym pro terapii u zvifat
a &lovéka.

Clostridium difficile je anaerobni, Gram-pozitivni,
sporulujici toxigenni bacil, ktery se mdlokdy nachazi v
signifikantnim mnoZstvi ve st¥evu &lov&ka. Nicméng, protoZe je
refrakterni na mnoho antimikrobidlnich &inidel a je endemicky v
nemocnicich a ofet¥ovatelskych zafizenich, miZe se objevit tehdy,
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kdy¥ je normilni bakteridlni fléra st¥feva potlalena, co%Z se
nejdast&ji stane po 1&&b& Eirokospektrymi antibiotiky. Za téchto
okolnosti mufe C. difficile zplisobit z&va¥nd onemocnéni, ktera
jsou zndméd jako prijem asociovany s antibiotiky a
pseudomembranosni kolitida. V 1&Zb& téchto onemocné&ni se uplatni
metronidazol a oradlni vankomycin. V soulasnosti je nicméné&
pouZiti vankomycinu aktivné& opousténo, protoZe - zejména oralni
formy - vyvoldvaji selekci novych t¥id vysoce resistentnich
st¥evnich organisml, enterokokd resistentnich na vankomycin
(VRE), které mohou zpusobit fatélni, nelé&itelné infekce v jinych
mistech t&la. Metronidazol neni aktivni proti enterokokim, proto
mi¥e jeho pouZiti také prisp&t k selekci VRE ve stfevu. Polet
relapst pro C. difficile je velmi vysoky, pribliZn& 20%; soudi
ce, %e mife souviset s tvorbou spor, které se obti¥n& eradikuji.

P nalez

Predmétem predkladaného vyndlezu je poskytnuti prost¥edku pro
18%bu onemocn&ni tlustého st¥eva zplusobeného bakteriemi a pro
eradikaci potenci&ln& nebezpe&nych bakterii kolonizujicich tlusté
st¥evo. Pro bakteriociny obsahujici lanthionin (lanthociny), jako
je nisin, byla prokdzédna neolekédvand stabilita v tlustém st¥evu
a bylo prokézéno, ¥e nejsou toxické p¥i podani ve vysokych
davkich do tlustého st¥eva. Jako disledek tohoto objevu je dalSim
predmétem vyndlezu prost¥edek pro podédni vybraného lanthocinu do
tlustého st¥eva v mno¥stvi dostate®ném pro G&¢innou 1lé&bu infekce
tlustého streva.

Popis obréazki na pripojenych vikresech

Obr. 1 ukazuje citlivost nisinu na enzymy pfitomné v

gastrointestindlnim traktu.




Obr. 2 ukazuje vliv tlouftky potahu tablety na ¢as zah&jeni
rozpadu tablety ve fosfatovém pufru.

Obr. 3 ukazuje vliv tloustky potahu tablety na ¢as zah&djeni a
dokon&eni rozpadu tablety ve fosfatovém pufru.

Obr. 4 ukazuje vliv tloudtky potahu tablety na oddaleni
uvoliiovéni nisinu do fosfatového pufru s pH 6,8.

Obr. 5 ukazuje profil rozpouft&ni tablet pro 6 tablet se 40%
Eudragit™ potahem.

Obr. 6B a 6B ukazuji postup tabletového prost¥edku s 40%
tloudtkou potahu lidskym gastrointestindlnim traktem b&hem 7
hodin po polknuti.

Obr. 7A a 7B ukazuji postup tabletového prost¥edku se 120%
tlouftkou potahu lidskym gastrointestindlnim traktem b&hem 12
hodin po polknuti.

Obr. 8A a 8B ukazuji postup tabletového prostfedku se 180%
tlougtkou potahu lidskym gastrointestindlnim traktem b&hem 16
hodin po polknuti.

pYedm&tem ptedklédaného vyndlezu je prosttedek pro lécbu
onemocndni stfeva zptsobenych C. difficile a pro eradikaci

organismi kolonizujicich tlusté stf¥evo jako jsou VRE.

Zjistili jsme, Ze nisin ma vyraznou aktivitu proti patogennim
kmentm raznych Gram-pozitivnich bakterii, v&etné& VRE (U.S.
poradové &. 08/667650, ktery je zde uveden jako odkaz). Bylo
zn&mo, %e nisin je aktivni proti organismim zpisobujicim kazeni




potravy rodu Clostridium a po naSem polate&nim objevu jeho
aktivity proti C. difficile byly takové aktivity nedédvno popsany
(Kerr et al., 1997, Lancet, 349: 1026). V této p¥ihléSce jsme
prokdzali, %e nisin ma velmi silnou aktivitu proti velkému poltu
klinickych izoldth C. difficile, v&etné kmenti resistentnich na
klindamycin a metronidazol. Také je ukdzéno, Ze nisin ma slabou
aktivitu proti hlavni normdlni st¥evni £16¥e u 1idi, Bacteroides
fragilis. Skute&n& je okno mezi koncentracemi nisinu aktivnimi
proti 50% kmen C. difficile a koncentracemi aktivnimi proti 50%
B. fragilis velmi ¥iroké&. To znamend, oproti tvrzenim uvadénym
Kerrem et al, ¥e je nepravd&podobné, Ze by G&¢inné davky nisinu
m&ly ne¥ddouci vliv na ochranné komensdlni bakterie v tlustém
st¥evu. A¥koliv vyZaduje nisin, jak ji% bylo uvedeno, potenciacni
¢inidla pro to, aby byl aktivni proti v&t8in& Gram-negativnich
bakterii, existuji ur&ité vyjimky z tohoto pravidla. Napifiklad,
vybrané Gram-negativni bakterie, jako je Neisseria gonorrhoeae,
jsou citlivé na nisin samotny. B. fragilis je vybrany anaerob

a jeho citlivost na nisin nebyia d¥ive znama.

Proto¥e je nisin peptid a miZe byt Sté&pen proteolytickymi
enzymy, které jsou pritomny ve velkém mnoZstvi v tenkém st¥evu
(viz obr. 1), nebylo jeho ordlni pouZiti pro léfbu infekci
dolniho gastrointestindlniho traktu dosud navrzeno. Kromé toho
nebylo znédmo, zda bude intaktni nisin tolerovan, pokud bude
dopraven do dolniho gastrointestindlniho traktu, ani to, zda bude
mo¥no v tomto mist& olekdvat dostatednou stabilitu pro dosaZeni
antimikrobidlni aktivity.

Nyni jsme za pouZiti bakteridlnich modeld ve studii subakutni
intrakolondlni toxicity prokézali, Ze nisin je nedrazdivy pro
tlusté stfevo p¥i opakovaném poddni. Dédle jsme prokdzali, ze
intaktni nisin nemife byt detekovéan v krvi takto léCenych zvirat,
co¥ ukazuje na to, ¥e systémovd absorpce (a moZnd systémova




toxicita) je p¥i tomto zplsobu poddni nepravdé€podobnd. Dale, ve
studii na zvi¥atech, u kterych byla provedena ligace &asti
tlustého st¥eva, jsme prokdzali, Ze vyznamnd Cast nisinu zlstava
po instilaci do tlustého st¥eva n&kolik hodin intaktni in situ.

Proto je potencidln& p¥inosny vyvoj systémi pro podédni nisinu,
nebo jinych lanthocinovych antimikrobi&lnich peptidl, v&etné
strukturdlnich variant t&chto proteinl produkovanych genetickym
in¥enyrstvim nebo semisynteticky, pro 1lé¢bu infekci tlustého
st¥eva zplsobenych mikroorganismy (v&etn& naptiklad C. difficile)
citlivymi na tyto peptidy, nebo pro eradikaci citlivych
organismi (v&etn& nap¥iklad VRE), které jsou potencidlné&
nebezpedné pro zdravé jedince nebo jiné pacienty, z tlustého
st¥eva. Proto je dalim aspektem p¥edklddaného vyndlezu vyvo]
prost¥edkd, které umoZiuji ordlni podéni takového mnoZstvi
nisinu, které je G&inné pro 1é&bu bakteridlni infekce tlustého
st¥eva.

Farmaceutické prost¥edky obsahujici takové peptidy budou
vhodn& potaZené tablety nebo granule nebo kapsle pro oralni
podani, které umo¥ni udrZeni integrity davkové formy b&hem
prichodu %aludkem a tenkym st¥evem a které umoZni uvolnéni
aktivni sloZky ve spravné oblasti gastrointestindlniho traktu
(distdlni &asti tenkého stfeva af proximdlni &asti tlustého
st¥eva. Nicménd se také predpoklddd, Ze nap¥iklad &ipky
a rektdlni nélevy mohou byt také Glinnymi davkovymi formami.
Konkrétni davkové formy uvedené dédle jsou uvedeny pouze pro
ilustraci a nijak neomezuji rozsah predkladaného vynalezu.

P¥ikl rov ni nalez

P#iklady 1-5 se tykaji testovéani vlastnosti nisinu v prost¥edi
tlustého st¥eva a G¢innosti nisinu proti bakteriim normélné&




osidlujicim tlusté st¥evo.
Priklad la: Aktivita nisinu proti C. difficile

12 klindamycin-resistentnich klinickych izolath od McGuire
Veterans' Administration Hospital, Richmond, VA, bylo testovano v
Brucella agaru s ov&imi erytrocyty za anaerobnich podminek. MIC
(minimdlni inhibi&ni koncentrace byla definovédna jako nejniZ8i
testovand koncentrace, kterd kompletn& inhibovala viditelny rust
bakterii.

Jak je uvedeno v tabulce 1, v&echny kmeny byly inhibovéany

nisinem v koncentraci 0,25 ug/ml nebo niZz8i.

60 klinickych izoldth z University of Florence (Italy)
Hospital bylo testovano na citlivost na nisin a na
antimikrobidlni &inidla v soudasnosti pouZivand pro l1lé&bu prijmu
a kolitidy zpisobené C. difficile, za pouZiti stejnych metod,
jako jsou popsédny vyfe. Jak je uvedeno v tabulce 2, median MIC
neboli MIC_ (koncentrace, p¥i které je inhibovéan rist 50% nebo
vice testovanych kmentl) nisinu pro tyto kmeny byl 0,05 ug/ml,
coZ je vyznamnd mén& ne? davka vankomycinu nebo metronidazolu
pot¥ebnd pro inhibici stejnych kmend. MIC__ je koncentrace
antimikrobidlnich &inidel, p¥i které je inhibovéan rGst 90% nebo
vice testovanych kmeni.

Tento p¥iklad ukazuje, Ze C. difficile je vhodnym cilovym
organismem pro terapii nisinem nebo p¥ibuznymi peptidy.

p¥iklad 1b: Chyb&ni aktivity nisinu proti Bacteroides fragilis

9 izolat B. fragilis z McGuire Veterans' Administration
Hospital, Richmond, VA, bylo testovano zplisobem uvedenym vySe.




Rist ¥&4dného z kmend nebyl inhibovén ani p¥i nejvy88ich pouZitych
koncentracich nisinu (32 pg/ml). MIC nisinu pro tyto kmeny je
proto 64 pug/ml nebo vy#Si. Podobn&, jak je uvedeno v tabulce 3,
23 izolAtd z University of Florence (Italy) Hospital mélo také
relativn® nizkou citlivost na nisin; median MIC byl > 128 pg/ml.

Tento p¥iklad prokédzal, %e pravdépodobnost narueni normilni
fléry tlustého st¥eva u 1idi je nizks. Dale prokédzal, Ze aktivita
nisinu samotného proti vybranym Gram-negativnim kmentim nemize
byt urdena z existujicich dat pro jiné kmeny.

Tabulka 1: Aktivita nisinu in vitro proti 20 klinickym izolatim
C. difficile

Kmen ¢éislo Minimdlni inhibiéni koncentrace

(MIC) nisinu v ug/ml

Cdsz2 0,13
Cde2 <0,016
Cd30 0,13
Cd145 0,25
Cd180 0,25
Cd171 0,13
cdlez2 0,13
Cd233 0,13
Cd14e6 0,25
Cd154 0,25
Cdl44 , 0,13
Cd158 0,06
Cd234 0,13
cd248 0,13

Cd232 0,13




Tabulka 1: (pokracovéni)

Kmen é&islo

Minimdlni inhibi&ni koncentrace

(MIC) nisinu v pg/ml

Cd228
Cd240
Cd241
Cd243
Cd242

0,25
0,25
0,25
0,25
0,06

Tabulka 2: Srovnani aktivity nisinu
C. difficile

proti 60 klinickym izolatim

Sloudenina Rozsah MIC MIC MIC
50 90
nisin 0,03 - 0,05 0,25
vankomycin 0,13 - 0,38 0,8
metronidazol 0,25 - 0,35 0,8
V8echny hodnoty MIC jsou uvedeny v upg/ml. MIC__ a MIC__ jsou

vypolitany geometricky.

Tabulka 3: Srovnani aktivity nisinu

proti 23 klinickym izol&tdm

B. fragilis
Sloudenina Rozsah MIC MIC MIC
50 20
nisin 16 - >128 >128 >128
vankomycin 0,25 - >32 55 13
metronidazol 1 - >16 1,4 2
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V8echny hodnoty MIC jsou uvedeny v ug/ml. MIC__ a MIC__ jsou

o]

vypolitédny geometricky.
pP¥iklad 2: Tolerabilita nisinu v ligovaném st¥evu krilikl

5 kralikt bylo uvedeno do anestesie a po celou dobu pokusu
byly udrZovéni v narkolepsii. B¥icho bylo roz¥iznuto a byl
ligovén segment st¥eva tvoreny ileo-cékdlnim spojenim a
proximdlnim tlustym st¥evem. Dva krdlici slouzili jako kontrola a
t¥em bylo poddno 20 mg nisinu (ve form& ziskané od vyrobce) pi¥imo
do ligovaného segmentu st¥eva. Krdlici byli ponechéni naZivu 6
hodin.

P¥i pitv& a p¥i histopatologickém vySet¥eni exponované oblasti
st¥eva nebyly zji¥t&ny Zadné znamky iritace nebo toxicity, které
by se daly p¥isoudit 1é¢b& nisinem. Tento p¥iklad ukazuje, Ze
akutni podédni nisinu do tlustého st¥eva krdlikl v davce podobné
davce, jakad miZe byt pouZita u 1idi, nezpusobuje Z&dnou lokalni
toxicitu, a to ani tehdy, je-1i davka arteficidlné zadrZovana ve
st¥evu po dobu 6 hodin pomoci ligace streva.

Priklad 3: Tolerabilita nisinu p¥i opakovaném poddni do streva
psu

Psim byly chirurgicky implantovany hadilky do oblasti
proximdlniho tlustého st¥eva. Po probrdni z anestesie byl skupiné
6 pst poddvan intrakolondlné nisin v ddvce 0, 50, 125 nebo 300
mg/kg za den po dobu 28 dni; psi byli rozdé&leni na polovinu pro
podéni v pribliZn& 10 hodin a v p¥ibliZn& 16 hodin kaZdy den.

P¥i pitv& a p¥i histopatologickém vySet¥eni a klinickém
vySet¥eni nebyly zjisté&ny Z4dné znamky lokdlni iritace nebo
systémové toxicity, které by se daly pfisoudit 1&&b& nisinem.
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Tento priklad ukazuje, Ze velmi vysoké davky nisinu jsou

tolerovany p¥i opakovaném poddni do tlustého stfeva savci.

P¥iklad 4: Chybé&ni systémové absorpce nisinu ze st¥eva

V prib&hu toxikologickych pokusl popsanych v prikladech 2 a 3,
vy8e, byly odebirany vzorky krve pro stanoveni nisinu v séru.

V kralidim modelu ligovaného stfeva (pr¥iklad 2) byla krev
odebirdna 0,5, 2 a 6 hodin po instilaci nisinu. Analyza byla
provedena specifickym ELISA testem, ktery m&l hodnotitelny limit
1 pug/ml v krdli¢im séru.

V 24dné ze vzorkd nebyl nisin detekovatelny, coZ ukazuje, Ze
absorpce z tlustého st¥eva je v tomto zvi¥ecim modelu
zanedbatelna.

V pokusu na psech (p¥iklad 3) byly vzorky krve odebirédny v den
28 0,5, 1, 2, 3, 4, 5,
pokusu bylo sérum testovdno mikrobiologickym testem za pouZiti

6 a 7 hodin po ranni davce nisinu. V tomto

Micrococcus luteus jako testovaciho organismu; hodnotitelny limit
v tomto testu v psim séru je 0,5 pug/ml. Z 18 pst léCenych nisinem
dokon&ilo studii 17 psl a 16 pst m&lo pri pitvé spravné umistény
katetr (u dvou pst dodlo k Gniku materidlu do peritonea; jeden
byl utracen predlasné& a jeden dokonlil studii). U psa, kte¥i meli
spravné (intra-intestindln&) umisté&ny katetr nebyl v Z&adném casu
nisin detekovatelny v séru.

Tento pf¥iklad dokazuje, Ze nisin, p¥i spravném podani do
tlusté&ho st¥eva savcl, i ve vysokych davkach, neni absorbovan do
systémové cirkulace a je proto znadné nepravdépodobné, Ze by
zplsobil systémovou toxicitu.
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priklad 5: Nisin ma¥e byt pritomen v tlustém st¥evu savch v
koncentracich dostatednych pro inhibici cilovych
bakterii

V pokusu na krdlicich popsaném vySe (p¥iklad 2) byly obsahy
st¥evni kli¥ky odebrény p¥i pitv&. Tyto obsahy byly extrahovany a
byly analyzovdny HPLC. St¥evni obsah kontrolnich krdlikt, kterym
nebyl podén nisin, byly pouZity pro hodnoceni procesu extrakce.
Toto bylo provedeno ptidénim znadmych mnoZstvi nisinu do téchto
vzorkl, homogenizaci a extrakci. NejGl&in&jSi postup extrakce, pTi
kterdm bylo zp&tn& ziskano p¥ibliZn& 50% p¥idaného nisinu, byl
potom pou¥it pro st¥evni obsahy kralika, kterym byl podén nisin.
Vice nef 24% podaného nisinu bylo zp&tn& ziskdno z obsahu strfeva
oSetYenych krdlikl, co¥ znamend, Ze s nejvétSi pravd&podobnosti
vice ne? polovina nisinu zUstévala stabilni in situ po dobu 6

hodin.

7a predpokladu zvySeni dédvky nisinu na 600 mg pro 1léZbu u
dosp&lych 1idi a prim&rného (plného) obsahu tlustého st¥eva
p¥ibli¥n& 4 1 by m&lo byt moZné dosdhnout lokdlnich koncentraci
a¥ 40-80 pg/ml (nebo 40-80 pug//g obsahu st¥eva) v tlustém st¥evu
po del&i obdobi. Tato hodnota mnohokrat pfevysuje MIC cilového
organismu, C. difficile a Enterococcus spp, ale rovna se nebo je
ni%%i ne¥ sensitivita protektivni Gram-negativni st¥evni flory
jako je B. fragilis. Skutelnd davka miZe byt vy881i nebo niZsi,
proto¥e zavisi na mnoha faktorech, jako je G¢innost zahdjeni
ptsobeni a rozpoust&ni davkové formy u 1idi, lokdlni biologické
dostupnost aktivni sloZky (volné mnoZstvi dostupné pro interakci
g bakteriemi vs. mno¥stvi vézané na pevny materidl), zavaZnost
onemocn&ni, transitni doba prost¥edku u jedince s prijmem atd.
vzhledem k tomu se predpoklddd, Ze b&hem jakékoliv 24-hodinové
periody miZ¥e byt podano vice davek (aZ 6). P¥edpokladané rozsahy
dennich davek jsou od minim&ln& 100 mg do maximdln& 6 g, lépe od
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300 mg do 2 g.

ProtoZe je znadmo, Ze nisin velmi rychle zabiji citlivé
bakterie, tak tento p¥iklad ukazuje, Ze nisin nebo podobné
peptidy mohou byt p¥i podédni v dostatelnych davkach do st¥eva
pouZity pro 1lé&bu bakteridlnich onemocnéni zplsobenych citlivymi
bakteriemi, nebo pro eliminaci potencidlné nebezpeénych citlivych
bakterii kolonizujicich st¥evo.

VySe uvedené priklady ukazuji, Ze nisin a jiné peptidy majici
podobné antimikrobidlni vlastnosti mohou mit - oproti ofekavani -
poZadovany efekt v prost¥edi tlustého st¥eva bez ofekévanych
moZnych neZddoucich G&inku.

Nejprve byly navrZeny prost¥edky pro dodédni terapeutickych
mno¥stvi nisinu do tlustého stfeva ordlnim podédnim. P¥iklady 6-8
se tykaji takovych prost¥edkl. V ptrikladech uvedenych dale byly
navrZeny davkové formy, které mohou udrZovat svou integritu po
dobu alespoil 4 hodin p¥i pH Zaludku a po dobu 0,5-3 hodin p¥i pH
6,8 (coZ je distdlni &asti tenkého stfeva) a potom se zalnou
rozpadat v nebo pobliZ tlustého st¥eva.

Polatelni studie prostfedkd byly zam&feny na vyvo]
nepotaZenych tabletovych jader, které se budou rychle rozpadat ve
fosfatovém pufru, pH 7,0. P¥iprava tabletovych jader nebyla
jednoduchd z davodl konkrétnich fyzikalné-chemickych vlastnosti
nisinu a proto, Ze aktivni sloZka tvo¥i relativné velkou C&&ast
tabletového jédra. Oproti vét$iné 1lé&ivych substanci, vietné
medicindlnich peptidl, je nisin amfipaticky (stejné jako
hydrofobni) . Proto nisin, alkoliv je dostatelné& rozpustny ve
vod&, i p¥i neutrdlnim pH, nedifunduje snadno ze stlaleného
tabletového jadra, pokud je jadro ponof¥eno v pufru. Misto toho se
okolo tablety vytvo¥ila vrstva nisinu ve form& gelu, kterd
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branila p¥istupu vody do nitra tablety. Po rozsé&hlém vyzkumu
hodnoticim rizné p¥isady a ¢inidla podporujici rozpadavost byl
tento jedinedny problém vyreSen pouze tim, Ze do tablety bylo
zapracovano optimdlni mnoZstvi chloridu sodného. Toto mnoZstvi
sniZilo dostateln& tvorbu gelu, takZe bylo umoZnéno rozpadani
tablet.

Druhy problém souvisejici s p¥ipravou prost¥edkd se tykal
pevnosti tabletového jddra. Tableta musi odoléavat dikladnému
t¥epani p¥i nédsledném potahovani ve Wuster™ fluidizovaném loZi.
Tablety obsahujici rizné procento vysoce ¢innych pojiv (Povidon,
Methocel a Carbopol™) m&ly pro tento proces nedostate&nou
pevnost. M&Feni uvnit¥ tablet vedlo k zavéru, Ze z davodd
charakteru a fyzikdln&-chemickych vlastnosti nisinu bylo vazbé
branéno zachycenym vzduchem, coZ vedlo k nizké fyzikalni pevnosti
tablet. Tento problém byl vy¥eSen pouzZitim valcovédni v procesu
tabletovani.

Uvoliiovaci charakteristiky prost¥edku byly urdeny potahem
tabletovych jader kopolymery kyseliny metakrylové
methylmethakrylatu (Eudragit™®™). Doba zah&jeni rozpadu tablety a
doba dokonleni rozpadu tablety se reprodukovatelné& 1iSily podle
pouZiti rizné hmotnosti potahu na tabletovém jadru.

P¥iklady 6-11 se tykaji ruznych prost¥edkl a testovani jejich
vhodnosti pro dodani Gd&innych mnoZstvi lanthocinu podle

pfedkladaného vynélezu do tlustého streva.

P¥iklad 6a: V1iv &¢inidla podporujiciho rozpadavost na rozpad
tablety

Byla pfipravena tabletovd jadra obsahujici nésledujici sloZky:
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Slozka Procento hmotnosti léku*
Nisin 100

Chlorid sodny 10

Cinidlo podporujici rozpadavost 10

Aerosil 0,25

Stearan horelnaty 1,0 |

 hmot./hmot. vzhledem k nisinu

PouZitymi &¢inidly podporujicimi rozpadavost byly Ac-Di-Sol,

Explotab a Polyplasdon XL. Doby rozpadu (ktery byl mé&¥en ve

fosfatovém pufru, pH 7) tablet obsahujicich rGznad &inidla

podporujici rozpadavost byly:

¢inidlo podporujici rozpadavost

Doba rozpadu (n=3)

Ac-Di-Sol
Explotab
Polyplasdon XL

+

Xe)
I+

0,4 min
1,7 min

1,8 min.

Tablety obsahujici Ac-Di-SOl1 jako &inidlo podporujici

rozpadavost se rozpadaly rechleji neZ tablety obsahujici jind

ginidla. Proto byly daldi prost¥edky pTripraveny s Ac-Di-Sol.

P¥iklad 6b: V1iv NaCl na rozpad tablety

Byla pfipravena tabletova jéddra obsahujici nédsledujici slozky:
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SloZka Procento hmotnosti léku®
Nisin 100

Chlorid sodny (Fisher) 0-20

Ac-Di-Sol 10

Aerosil 0,25

Stearan hotelnaty 1,0

1 hmot./hmot. vzhledem k nisinu

Doby rozpadu (ktery byl mé&¥en ve fosfatovém pufru, pH 7)
tablet obsahujicich rtznd mnozstvi NaCl byly:

% chloridu sodného Doba rozpadu (n=3):
(hmot ./hmot . tabl. jédra)

a) 0% chloridu sodného 24dny rozpad po 1,5 hodiné
b) 0,9% chloridu sodného %?4dny rozpad po 1,5 hodiné
c) 2,6% chloridu sodného 4,9 + 0,4 min.
d) 4,2% chloridu sodného 4,1 + 0,1 min.
e) 8,3% chloridu sodného 6,1 + 0,5 min.
f) 15,3% chloridu sodného 5,1 + 0,2 wmin.

Vy$e uvedend data ukazuji, %e pt¥itomnost chloridu sodného
vdostatedné koncentraci p¥ekondva problém souvisejici s tvourbou
gelu z nisinu a vyznamn& usnadiluje rozpad tablet obsahujicich
nisin p¥i fyziologickém pH. Testovand tabletovd jédra obsahujici
vice ne? 1% chloridu sodného se rozpadala za dobu 4-6 minut,
zatimco p¥i koncentraci NaCl 1% nebo mendi nedoflo k Z&dnému
rozpadu ani po 1,5 hodin&. Dale, pZi koncentracich NaCl aZ do
15,3% do¥lo k pouze malym zm&ndm NaCl. Proto, jak uvadi
p¥edkl&dany vyndlez, prostfedky s koncentraci NaCl v rozsahu od
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p¥ibliZné 2% do p¥ibliZné& 20% dodaji G&inn& nisin nebo jiny

lanthocin do st¥eva.

P¥iklad 7: Tabletovad jédra obsahujici nisin

Byla ptripravena a testovéana nésledujici tabletova jédra

obsahujici nésledujici sloZky v uvedenych pomé&rech:

Sare Ac-Di-Sol® Chlorid sodng™
NIP (1) 10% 10%
NIP (2) 15% 15%

* hmot./hmot. vzhledem k nisinu

NIP (1)

SloZeni: (procenta vzhledem k nisinu).
Intragranuldrni:

Nisin

Prosolv 90
Ac-Di-Sol
Chlorid sodny
Talek

Extragranularni:
Prosolv 90
Povidon
Ac-Di-Sol

Chlorid sodny
Stearan horelnaty

Celkova hmotnost tablety

100
12,5

12,5

o U1t L1 !
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Vlastnosti tablety:

Drtici sila = 5,65 *+ 1,8 kp (n = 10)

Doba rozpadu:

v R.0. (reversni osmosou prelisSténé) vodé = 24,4 + 2,5 min. (n=3)

ve fosfatovém pufru pH = 33,1 + 4,5 min. (n=3)

NIP (2)

SloZeni: (procenta vzhledem k nisinu).
Intragranulérni:

Nisin 100
Prosolv 90 12,5
Ac-Di-Sol 7,5
Chlorid sodny 7,5
Talek 2
Extragranuldrni:

Prosolv 90 12,5
Povidon

Ac-Di-Sol

Chlorid sodny
Stearan hotfelnaty

O N g Ul
(G NV S|

Celkovad hmotnost tablety = 162,5 mg

Vlastnosti tablety:
Drtici sila = 5,56
Doba rozpadu:

v R.O0. vodé& = 23,9 + 2,1 min. (n = 3)

+

1,89 kp (n = 10)

ve fosfatovém pufru pH = 7,0 = 29,9 + 2,7 min. (n = 3)

Bylo zji¥t&no nejen to, Z%e tyto davkové formy maji pfi
simulaci podminek pasédfe gastrointestindlnim traktem p¥ijatelné
charakteristiky rozpadavosti a p¥iznivé hodnoty drtici sily, ale
také to, %e p¥i této pasdfi byla zachovédna integrita nisinu a
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homogenost obsahu.

P¥iklad 8:

(A) P¥iprava tabletovych jader

Slozka Intra- Extra- Hmotnost % hmot./hmot.
granuldrné granuldrné nisinu
Nisin X 600 g 100,0%
2 Chlorid X 45 g 7,5%
sodny
3 AcDiSol™* x 60 g 10,0%
4 ProSolv? X 75 g 12,5%
5 Talek X 12 g 2,0%
6 Chlorid b 45 g 7,5%
sodny
AcDiSol X 60 g 10,0%
ProSolv x 75 g 12,5%
Povidon?® X 30 g 5,0%
10 Stearan X 3 g 0,5%
hof¥elnaty
> AcDiSol = zesité&nd karboxymethylcelulosa sodné

2 ProSolv zk¥emen&ld mikrokrystalicka celulosa

3 Povidon

il

polyvinylpyrrolidon

Tabletova jadra byla p¥ipravena za pouZiti nésledujicich
krokl :
1. V3echny sloZky se oddé&lené& proseji pres sito &. 20 (0,0331")
mesh.
2. 0dva%i se intragranuldrni ¢asti nisinu, NaCl, AcDiSol a
ProSolv (sloZky &. 1-4). Tyto sloZky se smisi ve vhodné sklenéné
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nadobé.

3. Provede se miseni po dobu 15 minut v Turbula mixéru p¥i 50
rpm.

4. 0dvazi se talek (sloZka &. 5). P¥idéd se ke sm&si z kroku 3.

5. Provede se miseni po dobu 3 minut v Turbula mixéru p¥i 50 rpm.
6. Na vélcovém lisu (model TF-mini) se stladi sm&s z kroku 5,
valcovaci tlak = 100 kg/cm?®; rychlost védlcovéni = 6 rpm; rychlost
ot&feni = 11 rpm.

7. Pevnd hmota z kroku 6 se protladi pF¥es sito 1,0 mm mesh za
pouziti osciladniho granulalniho p¥istroje (Erweka AR400 Wet-Dry
Granulator) .

8. Granule z kroku 7 se stladi ve vdlcovém lisu, valcovaci tlak =
30 kg/cm®; rychlost vadlcovani = 8 rpm; rychlost otdleni = 11 rpm.
9. Pevnd hmota z kroku 8 se protladi p¥es sito 1,0 mm mesh za
pouZiti osciladniho granuladéniho p¥istroje.

10. Granule z kroku 9 se stladi ve valcovém lisu, valcovaci tlak =
30 kg/cm®; rychlost vAdlcovadni = 8 rpm; rychlost otdleni = 11 rpm.
11. Pevnd hmota z kroku 10 se protladi p¥es sito 1,0 mm mesh za
pouziti oscila¢niho granuladniho p¥istroje.

12. 0dvazi se extragranuldrni ¢asti NaCl, AcDiSol, ProSolv a
Povidonu (sloZky &. 6-9). Tyto sloZky se p¥idaji ke granulim z
kroku 11.

13. Provede se miseni po dobu 10 minut v Turbula mixéru pf¥i 50
rpm.

14. 0dvazi se stearan ho¥elnaty (sloZka &. 10). P¥idad se ke smé&si
z kroku 13.

15. Provede se miseni po dobu 2 minut v Turbula mixéru pf¥i 50 rpm.
16. Sm&s z kroku 15 se stladi v rotalnim tabletovém lisu (Manesty
D3B) (kompresni tlak = 1500 liber; rychlost = 16 rpm) za pouziti
7,0 mm biokonkavnich stanic.

Bylo zji&té&no, Ze tabletovd jadra pripravend timto zplsobem
maji dostatelnou pevnost pro uchovani integrity v prubéhu
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nasledujiciho potahovani.

(B) P¥iprava potaZenych tablet

SloZka Hmotnost % hmot./Eudragit
polymeru*
1 Eudragit L30D-55 1kg  -----
2 Triethylcitrat 45 g 15, 0%
3 Sterilni voda 500 g 166,7%2
4 Talek 6 g 2,0%

* Disperse je 30% polymer v pevném stavu (t.j. 30 g polymeru v
pevném stavu na 100 g disperse)

2 Pro pfipravu 20% disperse je pfidana voda (t.j. 50% hmotnosti
disperse Eudragit L30D-55).

Disperse pro potaZeni tabletovych jader pf¥ipravenych v &asti
(A) byla pfipravena nasledujicim zphsobem:
1. Eudragit L30D-55 se filtruje pres &istici sito.
2. 0dvéazi se disperse Eudragitu L30D-55.

3. 0dvéazi se voda. Za miseni se p¥idaji do disperse Eudragitu asi

2/3 vody.

4. 0OdvaZi se triethylcitrat (TEC). Do disperse Eudragitu se za
miseni po kapkdch p¥ida TEC. N&doba na TEC se vypldchne zbytkem
vody (ve dvou dilech), kterd se p¥idéd do smési.

5. Provede se miseni po dobu 1 hodiny.

6. 0dvazi se talek. Za miseni se p¥idéd do smé&si.
7. Provede se miseni po dobu 1,5 hodiny.

Tabletova jédra se pot&hnou potahovaci dispersi nédsledujicim
zplsobem:

1. Tabletovd jadra se umisti ve fluidni vrstvé& Wurterova
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p¥istroje.

2. Potahova disperse se pouZije tak, Ze je mo¥né kontinudlni
miseni magnetickou michadkou.

3. Tabletova jadra se potdhnou za pouZiti nédsledujicich

potahovacich podminek:
Rychlost post¥iku: 7,0 g/min
1,5 baru
50 °C

Atomizadni tlak:
Vstupni teplota:

Priklad 9: Vliv tlou$tky potahu na rozpad tablet

Byl testovén vliv tlo&tky potahu tvo¥eného Eudragit L30D na
rozpad a rozpouSténi takto potaZenych tablet p¥i pH 6,8. Procento
tlou$tky potahu je pom&r hmotnosti potahu ku hmotnosti
tabletového jé&dra. Vysledky uvedené na obr. 2 a 3 ukazuji, Ze
doba zah&jeni, tak doba dokon&eni rozpadu jsou p¥fimo Gmérné
tlous$tce Eudragit L30D potahu. Vysledky uvedené na obr. 4
ukazuji, Ze doba mezi prvnim kontaktem tablety s pufrem a prvnim
uvolnénim nisinu je p¥imo Gmé&rnd tloustce potahu. Proto miZe byt
oddaleného uvoliiovdni pot¥ebného pro dodadni do tlustého st¥eva
p¥i oradlniém podéni dosaZeno pouZitim Eudragit L30D potahu v
dostatelné tlouStce. Ddle mohou byt charakteristiky odd&leného
uvoliiovani mé&nény zmé&nou tloudtky potahu.

V pfedkliadaném vyndlezuse p¥edpoklddd, Ze pf¥i tloustce potahu
v rozmezi od pf¥ibliZné& 20% do p¥ibliZné& 180% (0,15 mm aZ 1,316 mm
v osovém m&¥eni) bude dosaZeno poZadovaného oddédleného uvoliiovani
prost¥edku. Tlou$tka p¥ibliZn& 40% (0,371 + 0,07 mm v osovém
mé&f¥eni) je nejlepSim v soulasnosti zndmym provedenim

p¥edklédaného vyndlezu.

Priklad 10: Uvolilovdni léku za simulovanych podminek prichodu
gastrointestindlnim traktem
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Tablety (6) s Eudragit L30D potahem (tlou$tka potahu 0,371 mm
pri osovém m&¥eni) byly pfipraveny za pouZiti pristroje USP typ
II v pufru pH 6,8 p¥i 37 °C za pouZiti rychlosti miseni 100 rpm.
Profil rozpou¥t&ni t&chto tablet byl ziskdn nejprve vystaveni
tablet plsobeni prost¥edi s 0,1 N HCl (Zaludelni prost¥edi), po
kterém nasledovalo prost¥edi s pH 6,8 (tlusté stfevo). Vysledky,
uvedené na obr. 5, ukazuji, Ze mohou byt p¥ipraveny takové
tablety obsahujici nisin, které reprodukovateln& uvoliiuji nisin
b&hem odddleného obdobi, které je nutné pro dodani do lidského
tlustého st¥eva.

P¥iklad 11: Dikaz dodédni nisinu do stfeva lidského subjektu za
pouziti tablet s oddalenjym uvoliiovanim

Byla pripravena tabletovd jédra obsahujici 100 mg nisinu s
pom&ry aktivni sloZky a prisad popsanymi v p¥ikladu 8, s tou
vyjimkou, %e byl poufit oxid samaria v takovém mnoZstvi, aby
ka%da tableta obsahovala 10 mg. Tabletovd jadra byla potaZena
Eudragit L30D-55 jako v pr¥ikladu 8 se 40% hmotnosti tabletového
jadra (tloudtka potahu 0,371 p¥i osovém m&¥eni). Dalfi tabletova
jadra byla potaZena se 120% hmotnosti tabletového jadra (tloustka
potahu 0,896 p¥i osovém m&feni) a se 180% hmotnosti tabletového
j&dra (tlouftka potahu 1,316 p¥i osovém m&¥eni). Tablety byly
potom ost¥elovadny neutrony. P¥i tomto ost¥elovédni se Zast
neradioaktivniho samaria (*2Sm) p¥em&nila na radioaktivni *®3Sm,
co? umo¥nilo zobrazeni tablet v gastrointestin&lnim traktu
scintigrafii (Digenis, G.A. and Sandefer, E., Gamma Scintigraphy
and Neutron Activation Techniques in the In Vivo Assesment of
Orally Administred Dosage Forms, Crit. Rev. Ther. Drug Carrier
Systems, 7: 309-345 (1991)).

Scintigrafickd studie byla provedena na 12 zdravych lidech
mu¥ského pohlavi. P¥i prvni névit&vé& byla Sesti jedincim podana
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neutrony-aktivovand tableta potaZend bud 40%, 120% nebo 180%
Eudragitu (dva subjekty na prostt¥edek). Ve druhém sezeni dostali
4 subjekty jednu 40% tabletu a 2 subjekty dostali jednu 120%
tabletu. Tablety se nechaly zapit 250 ml chladné vody.
Zobrazova&ni bylo provedeno v intervalech 30 minut.

Obr. 6-8 ukazuji osud raznych tablet p¥i jejich prachodu
gastrointestindlnim traktem. Obr. 6A a 6B ukazuji postup 40%
tablety u jednoho jedince, obr. 7A a 7B ukazuji postup 120%
tablety a obr. 8A a 8B ukazuji postup 180% tablety. Na obr. 6A je
vidét, Ze 40% tableta zUstavad intaktni v Zaludku a v jejunu.
Tableta se zcela rozpadne v proximdlnim tlustém st¥evu v 5,5
hodinu (obr. 6B). 120% tableta se zalné rozpadat ve 12 hoding&,
kdyZ je b colon transversum (obr. 7B). 180% tableta dojde do
rekta prakticky intaktni (obr. 8B). Tyto vysledky ukazuji, Ze
nalasovani rozpadu tablet in vivo i in vitro zavisi na tlouStce
potahu.

Data od 6 jedincd, kterym byla podédna 40% tableta, jsou
shrnuta v tabulce 4. U 5 ze 6 jedincl do$lo k zahdjeni rozpadu
mezi distdlnim ileem a colon transversum, s pokrafovanim rozpadu
v tlustém stfevu.




Tabulka 4: Rozpad 40%-potaZenych nisinovych tablet u ¢lovéka
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Jedinec ¢&.

Misto podatku rozpadu tablet

006
012
003
011
008
009

st¥edni aZ distdlni ileum

distdlni ileum/colon ascendens
ileocoekélni prechod/termindlni ileum
colon ascendens

colon ascendens/colon transversum

colon descendens

kterym byl podén tento prost¥edek.

charakteristikami uvoliliovani vhodnymi pro lok&lni 1é&&bu
onemocnéni tlustého st¥eva u 1idi, Ze k rozpadu tablet miZe dojit
v lidském tlustém st¥evu a Ze davka 100 mg nisinu je dobte
tolerovadna pri podani do lidského tlustého st¥eva pomoci
prost¥edku s oddédlenym uvolilovdnim. V pr¥edklddaném vynédlezu jsou
navrZeny tablety obsahujici od p¥ibliZn& 50 mg do p¥iblizZné& 600
mg nisinu. V jedné davce miZe byt podédno vice tablet (aZ 4) a
b&hem 24 hodin miZe byt podédno vice davek (aZz 6). Denni davka
nisinu miZe byt v rozmezi od p¥ibliZn& 100 mg do p¥ibliZné 6 g,
lépe je v rozmezi od p¥ibliZné& 300 mg do p¥ibliZné& 2 g. Podobné
davky v tabletdch a podobné denni davky jsou také p¥edpokladany
pro jiné lanthociny.

NeZaddouci G¢inky nebyly pozorovany u Z&adného ze 6 jedincu,

Tento p¥iklad ukazuje, Ze nisin miZe byt p¥ipraven v tableté s
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PATENTOVE NAROKY
1. Pouziti lanthocinu pro vyrobu lé&iva pro lédeni
chorob vyvolanych bakteridlni infekci trac¢niku a/nebo pro
vyhubeni bakterii kolonizujicich tlusté strevo.

2. Pouziti podle naroku 1, kde lanthocinem je nisin.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde bakteriélni

infekci je infekce C. difficile.

4. Pouziti podle naroku 3, kde chorobou je prijem
spojeny s podavanim antibiotik nebo pseudomembranosni kolitida.

5. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde bakteriemi,
které maji byt vyhubeny, jsou enterokoky resistentni na

vankomycin.

6. Pouziti podle nékterého z narokd 1 az 5, kde

lé¢ivo je ve formé ordlniho pripravku.

7. Pouziti podle naroku 6, kde 1léc¢ivo je ve formé
tablety nebo tobolky.

8. Pouziti podle nékterého z nadrokl 1 aZ 5, kde

lé¢ivo je ve formé rektdlniho pripravku.

9. PouZiti podle naroku 8, kde lécivo je ve formé

¢ipkl nebo st¥evniho nalevu.

10. PouZiti podle nékterého z narokl 1 aZ 9, kde
lécivo obsahuje 50 aZ 600 mg lanthocinu v jednotkové davko-

vaci formé.
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Doba ve fosfatovém pufru, pH 6,8 (min.)
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