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B evg- 2

PRIPRAVKY FARMACEUTICKY UCINNEJ LATKY A DAVKOVACIE
ZARIADENIE

Oblast’ techniky

PredloZzeny vynalez sa tyka pripravkov farmaceuticky uéinnej latky,
obzviast antigénov, ktoré sa zmieSaji s mukozdlnym adjuvansom a
davkovacim zariadenim vytvorenym ako sprejovy aplikator sa mézu nanasat' na

nosnu sliznicu tak, Zze je mozné docielit doposial nedosiahnutefnd Géinnost.

Obzvlast zahriiuje prihladka vakcinu na intranazalnu aplikaciu,
pozostavajlcu z:

a) proteinov s influenénym povrchom, ktoré su formulované lipozomaine
(virozémy),

b) mukozalneho adjuvans bakterialneho pévodu,

C) Specifického sprejového aplikatora, ktory je konstruovany tak, Zze takmer
100 % sprejovanej davky mdze byt aplikované v celom objeme na nosné

sliznice ddlezité pre ucinnost.

Doterajsi stav techniky

Antigény su vyhodne glykoproteiny s influenénym povrchom, ktoré su
formulované lipozomalne (tak zvané virozémy). Tieto virozOmy sa zmieSaju
s mukozalnym adjuvans, ktoré je bakterialneho pévodu. V idealnom pripade
pochadza z triedy aktivnych alebo inaktivnych toxinov, ako Heat Labile Toxin
(HLT), choleratoxin (CT) alebo procholeragenoid (PCG). Nazalny sprejovy
aplikator je konstruovany tak, aby u€inna latka mohla byt aplikovana v podstate

v celom objeme na nosnu sliznicu. Formulacia, ktora je podstatou vynalezu sa
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mobze pouzivat na rézne zdravotné indikacie, ako je otkovanie proti chripke
alebo inym infekcnym chorobdm a rovnako na terapeutické oSetrenie
upchatého nosa, rekonstiticiu poSkodenej nosnej sliznice alebo vSeobecne

mukozalne lokalizované ochorenie.

Ré6zni autori opisovali imunostimulaény dcinok lipozomov (umelych
membran) (Gregoriadis, G.: Immunological adjuvants: A role for liposomes,
Immunol. Today 11, (1990) 89-97). Tento imunostimulacny Gcinok sa dosiahne,
ak sa antigény napoja na povrch lipozému (Gluck, R., Mischier, R., Finkel, B.,
Que, J. U., Scarpa, B., Cryz, S. J. junior: Immunogenicity of new virosome
influenza vaccine in the elderly., Lancet 344 (1994), 160-163), uzavrd vnutri
lipozémiu (Gregoriadis, G., Davis, D., Davis, A.: Liposomes as immunological
adjuvants. Antigen incorporation Studies, Vaccine 5, (1987) 145-151) alebo sa
s lipozémom iba zmie§aju (De Haan, A., Geerligs., H. J., Huckshorn., J. P., Van
Schaarenburg., G. J. M. Palache, A. M. Wilschut, J.. Mucosal
immunoadjuvant activity of liposomes: induction of systemic IgG and secretory
IgA responses in mice by intranasal immunization with an influenza subunit
vaccine and coadministered liposomes, Vaccine 13, 1995, 613-616).
Dodatoény imunostimulaény uginok bol pozorovany, ak sa také lipozomy
prespikuji“ transmembranovymi a fuzogénnymi glykoproteinmi (napriklad
influenéné glykoproteiny (Gluck, R., Mischler, R., Brantschen., S, Just, M.,
Althaus, B., Crzy, S.J. junior: Immunopotentiating reconstituted influenya
virosome (IRIV) vaccine delivery systemfor immunization against hepatitis A. J.
Clin. Invest. 90, (1992) 2491-2495) alebo glykoprotein sendai (Gould-Fogerite,
S., Mazurkiewicz, J. E., Bhisitkul., D., Mannino, R. J.: The reconstitution of
biologically active glycoproteins into large liposomes. Use as a delivery vehicle
to animal cells. Zdroj: C. H. Kim, J. Diwan , H. Tedeschi a J. J. Salerno
(vydavatel), Advances in Membrane Biochemistry and Bioenergetics, Plenum
Publishing Corp., New York (1987), strana 569.

Dosial v8ak bol tento UCinok opisovany najvy$Sie po parenterainej
aplikacii (i. m., s. c. alebo i. p.). Niektori autori v8ak objavili, Ze sa takeéto
formulacie mozu UspeS$ne podavat obvyklymi metédami (kvapkadla alebo
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obvyklé nosné spreje). Vysledky sa vSak vztahuju takmer vyhradne na
experimenty s laboratornymi zvieratami, vaéSinou mysi, ktoré maji v porovnani
s telesnou hmotnostou ovela va&Siu nosnu sliznicu ako porovnatelne &lovek.
NavySe boli podavané mnozstva antigénu tak vysoké, Ze uZ len
z ekonomickych dbvodov a rovnako zd6vodov bezpecnosti produktu by
pouzitie pre Cloveka nepripadalo do Gvahy. Rovnako bolo doloZené, Ze sa pri
rozumnom davkovani antigénu (influencia) cez lipozomainu formulaciu a

spravnu nazalnu aplikaciu nemdze dosiahnut uspokojivy ucinok.

Dal$i autori sa preto pokasali vyvinit GginnG nazélne aplikovaternd
vakcinu, pricom miesto lipozoméainej formulacie zmieSali antigény
s mukozainym adjuvans bakteridlneho pévodu. Pritom sa pouzili obzviast HLT,
CT alebo netoxické derivaty HLT alebo CT (Elson, C. O., Ealding, W.:
Generalized systemic and mucosal immunity in mice after mucosal stimulation,
with cholera toxin. J. Immunol. 132 (1984) 2736-2741).

Vysledky v literatire dokazuju sfubné Ginky po nazalnej aplikacii, ktoré
boli opakovane dosahované predovSetkym na laboratérnych zvieratach. Avsak i
niekoflko malo Kklinickych pokusov na fudoch potvrdzuje uréitd G¢innost
(Tamura, S-J., Ishihira, K., Miyata, K., Aizawa, C., Kurata, T.: Mechanism of
enhancement of the immune responses to influenza vaccine with cholera toxin
B subunit and a trace amount of holotoxin, Vaccine 13 (1995) 339-341.
Opakovane v8ak bolo pouZité mnozstvo antigénu a adjuvans velmi vysoké, ¢o
opat otvara otazku vyhrad k bezpecnosti produktu a moZnosti komeréného
pouZzitia.

DalSou nevyhodou dosial opisanych pokusov o vyvoj nazalne
aplikovatelnej, preventivnej alebo terapeuticky u¢innej vakciny s nedostatoéné

aplikacné systémy, ktoré st dnes k dispozicii.

V sucasnej dobe existuju nosné spreje ako mono-, bi- a multidavkovacie
aplikatory. Z podrobnych zistovani a skuSok doteraj§ich nosnych sprejov
pomocou aplikacie farebnych latok (metylénova modra) a nosnej endoskopie
vyplyva, Zze nastrekovana substancia (vakcina, farmaceuticky roztok) dospeje
na sliznicu mukozo-asociovaného imunneho systému turbinaliou najvyssie 25
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%.

Sliznica mukozo-asociovaného iminneho systému sa nachadza v nosne;j
dutine na laterainej nosnej stene v oblasti turbinalii (nosnej musle), ako
napriklad ukazuje obrazok 1, fudské turbinalie a turbinalie srny. Z nasich
zistovani vyplyva, Ze s doterajSimi nosnymi sprejmi v désledku znaénych strat
v nosnej predsieni (vestibulum nasi) (pozri obrazok 2) a rovnako na stene
nosnej priehradky dospeje do hlavnej nosnej dutiny len nedostatoéné mnozstvo
farmaceuticky aktivnej latky. Tieto nosné Struktary s vystlané imunologicky
inaktivnym dostiCkovym epitelom a lojovymi zlazami (Walter Becker, Hans
~ Heinz Naumann, Carl Rudolf Pfaitz: Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Thieme
" Verlag, Stuttgart, New York, 1992).

Prig¢iny nemoZnosti doterajSich nosnych aplikatorov, nastriekat uéinnu
davku na respiraénu sliznicu (miesto Specifickej a neSpecifickej obrany) su

rozdielneho druhu:

1) na zaklade nedostatoénych znalosti anatémie je hlavny vektor
rozpraSovacieho lu€a pri aplikacii sprejom nasmerovany do zlého smeru.
Pritom sa farmaceuticky aktivha latka prakticky nedostane do hlavnej
nosnej dutiny. Nastrieckana kvapalina Ciastoéne vyteka cez horni peru

smerom dole.

2) RozpraSovaci nastavec v nosnej Casti nema priemer prispdsobeny
anatomickym pomerom. Vnutorny nosny otvor ma prirodzene tvar $trbiny
a ma funkciu dyzy (pozri obrazok 2). Nosné Gasti s obvyklou $irkou
neumoznuju prekonavanie tohto anatomického z(zZenia. Pri nastrekovani
pred Lumen nasi dospeje do hlavnej nosnej dutiny len taky sektor
postrekovacieho kuZela, ktory zodpoveda Sirke Lumen nasi.

3) Optimalny uhol nastreku dosial nebol vedecky doloZzeny. U obvyklych
sprejovych aplikatoroch koliSe medzi 30 a 80° k horizontale pri normainej
polohe hlavy pripadne ku kolmici k pozdiZnej osi tela &loveka. Tym sa
rovnako vysvetfuju znaéné straty, totiz az 90 % aplikovaného objemu.

Nase systematické vyskumy ukazuju, Ze optimalny uhol nastreku lezi
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medzi 50 a 80°.

4) Obvyklé nosné spreje maja prili§ kratku nosnu ¢ast. Vzdialenost medzi
manzetou pre prst a striekacim otvorom je prili§ kratka. S doteraj§imi
sprejmi nie je vobec mozné dospiet az do vnutorného nosného otvoru.
Nosna &ast by mala byt najmenej o 0,7 cm dlhsSia, obzvlast vyhodne ma
nosna éast dizku 1 az 1,5 cm.

Preto je ulohou predloZzeného vynalezu dat k dispozicii zlepSeny
pripravok farmaceuticky Gc¢innej latky a rovnako zlepSené podavacie zariadenie
na prevenciu a oSetrovanie infekénych ochoreni. Tato uloha sa rie§i znakmi
podra patentovych narokov:

Podstata vynalezu

NajucinnejSi pripravok na preventivny a terapeuticky G€inok pozostava
z formulacie prekvapivo kostimulujiceho efektu lipozémov, zmie§anych
s mukozalnym adjuvans a aplikované novym davkovacim zariadenim pripadne

novym nosnym sprejom.

Podfa toho pozostava komplex vynélezu z nasledujlcich komponentov:
a) aktivna substancia (antigén),
b) vyvazené zmesi lipozémov a mukozainych adjuvans a

c) nového zdravotnickeho pristroja, totiz $pecifického davkovacieho

zariadenia, pripadne nosného spreja.

Obzvlast sa wvynalez tyka vakciny na intranazalnu aplikaciu,

pozostavajlcu z:

a) proteinov s influenénym povrchom, ktoré st formulované lipozomaline

(virozémy),
b) mukozalnych adjuvans bakteriaineho pévodu a

c) Specifického sprejového aplikatora, ktory je konstruovany tak, Ze takmer

100 % sprejovej davky sa méze aplikovat v celom objeme na nosné
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sliznice, délezité pre Gcinnost.

Aktivna latka sa preto vztahuje na antigény, obzviast na influenéné
glykoproteiny, ktoré sa pre ich transdoménovi membranu mézu lfahko vstavat
do umelej membrany (lipozémov). Na povrchu lipozémov sa v§ak mézu lahko
spajat edte dalSie antigény samé alebo v kombinacii s influenénymi antigénmi.
Spojenie sa podfa chemickych viastnosti antigénov uskutoéiuje spontanne
alebo pomocou chemickych molekdl kroslinkerov, ktoré boli uz skér opisané
(Martin, F.J., Papahadiopoulos, D.: Irreversible coupling of immunoglobulin
fragments to preformed vesiclec, J. Bio. Chem. 257, (1982) 286-288). Mdze tiez
ist o DNS-plazmid alebo RNS-plazmid, ktory je kédovany pre antigén a méze

byt uzavrety do lipozému.

Pojem ,antigén” v zmysle tohto vynalezu zahriiuje ako Upiné molekuly
tak i fragmenty tychto molekul, ktoré maju antigénne viastnosti a/alebo sa mézu
pouZit na imunizaciu. Dalej zahrfiuje pojem antigén molekuly a/alebo fragmenty

molekdl, ktoré st imunostimulaéné.

Protein s influenénym povrchom pouzity vo vakcinach podfa vynalezu
zahriiuje vyhodne hemaglutinin (HA). Dalej méze protein s influenénym
povrchom obsahovat hemaglutinit (HA) v spojeni/kombinacii s neuraminidazou
(NA).

V jednej vyhodnej forme uskutocnenia sa vynalez tyka vakciny, ktora
obsahuje dalSie antigény. Obzvlast moézu byt dalSie antigény viazané na

povrch virozémov.

V jednej dalsej vyhodnej forme uskutocnenia sa tyka prihlaska vakciny
podla vynalezu, ktora okrem antigénov pozostéavajicich z proteinu (proteinov)
s influenénym povrchom obsahuje dalsie antigény, vyhodne z patogénnych
organizmov. Pritom tu méze byt patogénnym organizmom virus, baktéria, huba
alebo parazit. Tieto organizmy obsahuju zarodky réznych ochoreni ako
napriklad virus hepatitidy A, virus hepatitidy B, virus respiraény Syncitial,
(pneumovirus), parainfluenzavirus, virus priusnic, virus mobilli, HIV, baktérie
diftérie, (Corynebacterium diphtheriae), tetanovy bacil (Clostridium tetani),
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pneumokoky, Haemophilus influenzae, E. coli, Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei,
Aspergillus-arten, druhy Trichomonas, druhy Trypanosoma, druhy Leishmania,
Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
ovale, Plasmodium malaniae, druhy Trematoden a Nematoden. Obzvlast
obsahuju druhy Trematoden Schistoma haematobium, S. mansoni, 8.
japoniaum a druhy Nematoden Tricharis trichiura, Ascaris lumbricoides a

Trichinella spiralis.

Dalej zahriiuje vynalez vakcinu, ktora je influenéna vakcinou. Obzvlast
zahriiuje vynalez vakcinu, ktora .sa mobZe pouZit na prevenciu a/alebo
oSetrovanie v8eobecnych infekcii/irifekc':nych ochoreni. Dalej slGzi vakcina na
prevenciu alalebo oSetrenie influenénych ochoreni, na prevenciu a/alebo
oSetrenie upchatého nosa, na o$etrovanie zranenia povrchu nosnych sliznic.
Dalej zahriiuje vynalez vyhodne vakcinu, pricom obsah hemaglutininu na davku

(100 pl) lezi medzi 1 - 30 pg, vyhodne medzi 3 - 10 pg a najlepsie 3,75 pg.

V jednej vyhodnej forme uskutocnenia poukazuje vynalez na vakcinu,
priCom pomer lipozémy fosfolipid k HA lezi medzi 1 : 10 a 20 : 1, vyhodne
medzi 1:1az 10 : 1 a obzvlast vyhodne 3 : 1.

Podla toho sa vynalez vyhodne vztahuje na vakcinu, pricom fosfolipid
lipozému sa vyberie zo skupiny neutralnych, katiénovych a/alebo aniénovych

fosfolipidov.

V jednej vyhodnej forme uskutoénenia sa vynalez vztahuje na vakcinu,
pri ktorej je mukozalny adjuvans aktivny toxin, inaktivny toxin a/alebo netoxicky
toxin. Obzvlast obsahuje mukozalny adjuvans, vyhodne Heat Labile Toxin
(HTL), choleratoxin (CT) a/alebo Procholeragenoid (PCG). V jednej dalSej
vyhodnej forme uskutoénenia je mukozalny adjuvans Heat Labile Toxin (HTL)
od Escherichia Coli. V jednej dalSej vyhodnej forme uskutoénenia mézu byt
toxiny inaktivované. Tato inaktivacia sa méze uskutoChiovat rekombina&nymi
technolégiami.

Vjednej dalSej forme uskutoénenia zahriiuje vynalez vakcinu, ktora
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obsahuje Heat Labile Toxin (THL) a/alebo choleratoxin (CT) v pomere, ktory

lezimedzi1:2az20: 1, lepSie medzi1:1az1:10 a najlepsie 7,5 : 1.

VysSie pouzity pojem ,vyvaZzena zmes lipozomov a mukozalnych
adjuvans“ sa vztahuje na jednej strane na spravny pomer antigénov a
fosfolipidov a rovnako mukozalny adjuvans, ktoré si nutné na uspokojivi
aéinnost. Klinické zistovania ukazali nasledujice: idealny pomer fosfolipidu
(napriklad fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, neutralny, aniénové alebo
katiénové fosfolipidy) k influenénému antigénu lezi medzi 1 : 1 az 20 : 1.
Idedlne je 3 : 1. Pomer influenéného antigénu k aktivnemu mukozalnemu
adjuvans (Toxin) THL alebo CT lezi medzi 1 : 2 az 20 : 1. NajvyhodnejSi pomer
e75:1. '

Ako je vysSie uvedené, je pomer influenéného antigénu k inaktivnemu
mukozalnemu adjuvans (inaktivny toxin) PCG alebo netoxickému derivatu HLT
aCTmedzid:1a1:20,videalnom pripade 1: 2.

Experimenty in vitro na meranie imunostimulaéného mukozalneho ucinku
prekvapivo ukazali, Zze zmes adjuvans lipozbmov a mukozalnych adjuvans
nespdsobuje adiciu u€inkov, ale sa adicia zvySuje o faktor v hodnote najmenej
5.

Pojem ,novy zdravotnicky pristroj* sa vztahuje na sprejovy aplikator,
ktory je obzvlast vhodny na intranazalnu imunizaciu (vakcinaciu). Nestaci
zostavit mukozaine U€inna substanciu, ak je aplikacia zla alebo nedostatoéna.

Novy pristroj sa vyznacuje tym, Ze celkom zohfadruje anatomick( stavbu
nosa:

1) Vzdialenost od manzety na prsty k nastrekovej hlave je vyhodne
najmenej 4,0 cm.

2) Predny diel nosnej Casti pozostava z v podstate valcového nastavca,

ktory je napriklad najmenej 5 mm dlhy a ma priemer najviac 5 mm.

3) Nastrekovy uhol davkovacieho zariadenia opisaného v tomto vynaleze je

vyhodne 50 ° az 70 ° k horizontale.
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4) Os hlavného smeru davkovacieho zariadenia pripadne sprejového
aplikatora sa vyhodne stanovi pomocou Specialnej manzety: manzeta sa
vyhodne mobZe nasadit na predny diel nosnej Casti davkovacieho
zariadenia a je vytvorena takym spdsobom, Ze sa pri nazalnej aplikacii
spreja moze opriet o hornu peru, takze smer nastreku mieri v podstate
k laterainej stene dutiny nosne;.

Vytvorenie manzZety k opore na hornej pere je vyhodné, pretoZe horna
pera je relativne blizko nosa a napriek tomu je vzdialenost' dostatotne velka na
to, aby sa vytvorila G€inna paka na vyhodné nasmerovanie. Okrem toho
umoziuju citlivé dotykové senzory na pere uZivatefa preskumat spravnu
(centricki pripadne paralelnt) polohu man.iety, bez toho aby bolo nutné
nazerat do zrkadla. Okrem toho vSak tiez méze byt manzeta vytvorena k opore

na inych partiach tela pripadne hlavy.

Uzka nosna ¢ast ma vyhodne najmensiu dizku 0,5 cm, lepsie 1 cm a
nasledujica silnej$ia nosna ¢ast je vyhodne dlhd najmenej 1 cm, vyhodne 2
cm. Vzdialenost medzi dorzalnou plochou pre prsty a Spickou spreja by mala
byt najmenej 2 cm, vyhodne 2,5 az 3 cm, pripadne by vzdialenost od plochy
pre prsty (manZeta) k Spicke spreja mala byt najmenej 3 cm, vyhodne 4 az 5
cm. Uhol nastreku spreja by mal byt vyhodne 50 ° az 70 ° k horizontale, ak sa

hlava drzi v normalnej kolmej polohe.

Navy$e by mal byt hlavny vektor nastrekovanej davky smerovany medzi
stredn( a spodnt nosnui mus$fu. To znamend, Ze by mal byt smerovany na
stredntt €ast nosa. To spravidla predpokliada takmer horizontalny smer
aplikatora. Takyto smer sa modZe fixovat pouZitim 3Specialnej maniZety
aplikatora, ako sa opisuje v predlozenom vynaleze. TieZz je mozné vytvorit
manzetu a aplikator z jedného kusa alebo integraine. Vtomto pripade je
upeviiovacie zariadenie/spojovacie zariadenie pevne spojené s aplikatorom

alebo je s nim vyhotovené z jedného kusa.

Vjednej vyhodnej forme uskutonenia ide v pripade sprejového
aplikatora o aparat, ktorého nosna &ast s nastrekovou hlavou je vyhodne

najvy$Sie 5 mm silna a najmenej 5 mm, lepSie 7 mm diha, ktorého vzdialenost
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medzi manZetou na prsty az k nastrekovej hlave je najmenej 3 cm a ktory
pomocou pripevnitelnej manzety umozni zavedenie do nosného otvoru tak, ze
hlavny sektor nosného spreja tvori s horizontalou uhol asi 15 az 20 °.

V dalsej vyhodnej forme uskuto€nenia je antigén zmesou z influenénych
povrchovych antigénov, ktora sa prezentuje na povrchu lipozémov. Tento
prostriedok sa mdze kombinovat s antigénmi dalSich patogénnych
mikroorganizmov. Ako uZ bolo vy$3ie zmienené, méZe preto vakcina podfa
vynalezu obsahovat dalSie antigény, vyhodne antigény dal§ich patogénnych

mikroorganizmov.

V dalSej forme uskutonenia sliZi vy$sie opisany spdsob na profylaxiu
infekénych ochoreni, na oSetrenie upchatého nosa a réznych poraneni povrchu
nosnej sliznice.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1  Porovnavacie znadzornenie medzi [fudskymi turbinaliami a

turbinaliami srny

Obrazok 2 Schematické znazornenie anatomickej stavby vnutorného

nosného otvoru

Obrazok 3 Porovnavacie znadzornenie principialnej stavby vyhodnej formy
vyhotovenia davkovacieho zariadenia podfa vynalezu

Obrazok 4  Znézornenie spravneho uhla nastreku pri uginnej aplikacii

Obrazok 5 Znazornenie nosnej cytoldgie: kvantifikacia réznych populacii
buniek, ktoré sa ziskaju technikou nosného steru u individui (20
v kazdej skupine) az do 29 dni po troch réznych druhoch
intranazalnej vakcinacie. Je potrebné zaznamenat vyrazny
vzostup centroblastov ako znamenie lokalnej imunitnej odpovede

v skupine A oproti vyrazne mensiemu vzostupu v skupinach B a C
(p < 0,005),

Obrazok 6 Vyhodnd forma vyhotovenia davkovacieho zariadenia podfa
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vynalezu bez manzety a

Obrazok 7a a 7b dva pohlady vyhodnej formy vyhotovenia manzety pre
davkovacie zariadenie podfa vynalezu z obr. 6.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Dalej budu formou prikladov opisané vyhodné formy uskutoénenia
vynalezu s odvolanim na obrazky.

Priklad 1

Vyroba mukozalnej virozomalnej influenénej virusovej vakciny s HLT ako

dodato¢nym mukozalnym adjuvans.

Vyroba influenénej virusovej vakciny sa opisuje v Glick, R., Wegmann,
A.: Liposomal presentation of influenza antigens, v Nicholson, K. G., Webster,
R. G., Hay, A. J., vydané Textbook of Influenza (1998) strany 400-409, London:
Blackwell. V kratkosti vyroba zahriuje: Kmene H1N1 A/Singapur/6/86, H3N2
A/Wuhan/359/95 a B/Beijing/184/93 influenéného virusu, ktoré sa kultivuju
v aktivovanych slepadich vajciach a boli dodané =z National Institute of
Biological Standards and Control, London, GB. Intaktné viribny sa izoluju
chorioalantoisovej kvapaliny zénovou centrifugaciou a inaktivuji sa pomocou B-
propiolakténom. Vydistené viriony sa vioZia do pufra, ktory obsahuje 0,1 M
oktaetylénglykolmono(N-dodecyl)éter (OEG) (Nikko Chemicals, Japan) v PBS-
NaCl. Viriény sa inkubuji po€as 20 minut pri teplote 21 °C, aby sa umoznilo
Gplné rozloZenie virusového komponentu.

Na extrakciu hemagliutininu (HA) a neuramidinazy (NA) sa zmes
centrifuguje po¢as 60 minat pri 100000 g. ZvySok, ktory obsahuje HA, NA a
virusové fosfolipidy (PL) sa pouzije na vyrobu réznych intranazalnych
vakcinovych formulacii. Pridaji sa dodatoéné fosfolipidy (fosfatidylcholin
(Lipoid, Nemecko)) a rozpustia sa. Virozémy sa tvoria spontanne pocas
odstrafiovania detergentu OEG pomocou chromatografie. Do mukozalnej davky
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vakciny (100 pl), ktora obsahuje 3,75 pg HA kazdého ztroch influenénych
virusovych kmeiiov, ako je odporiéané WHO a 35 pg lecitinu, sa prida 0,5 ug
Heat Labile Toxin (HLT) z E. coli z produkéného kmeia E. coli HE22VK (Vogel,
F. R., Powel, M. F.: A compendium of vaccine adjuvants and excipients vo
Vaccine Design: The Submit and Adjuvant Approach (M. F. Powel, M. J.
Newmann, Hrsg.), Plenum Press, New York (1995) strana 141) ako mukozalny
adjuvans.

Priklad 2

Bunky E. coli sa sediméntujt] v prietokovej centrifige (Westfalia AG) a
suspenduju sa v ,Phosphate buffered saline” (PBS, 6,06 g/l Na;HPO,4, 1,46 g/i
KH2POy4, 2,4 g/l NaCl pH 7,4).

Uvolnenie intracelularneho toxinu (HLT) labilného pri zvy$enej teplote sa
uskutoCrivje dezintegraciou buniek v gufovom mlyne (napriklad Dyna-Mill, W.
Bachofen AG) alebo vo French-Press. Napriklad: 10 | bunkovej suspenzie sa
Cerpa pri prietoku 33 mi/minuta gufovym mlynom. Gufovy mlyn je naplneny 500
ml sklenenych guli, rotuje 3000 ot/mindta a velkost Strbiny je 0,05 mm.

Oddelenie pevnych sucasti buniek z dezintegrovaného roztoku sa
uskuto€éni pomocou tangencialnej mikrofiltracie. Napriklad: 10 | bunkového
lyzatu sa zahusti v Prostak-System (Millipore AG) za pouZitia filtra s velkostou
pérov 0,2 p na asi 4 |. Potom sa premyje 24 | PBS. Permeat sa filtruje sterilnym
filtrom 0,2 p (napriklad Gelman Supor DCF, Pall).

Zpermeatu sa pomocou afinitnej chromatografie izoluje HLT. Ako
stacionarna faza sa pouZije imobilizovana galaktéza (Galaktose-Gel napriklad
od firmy Pierce) alebo imobilizovana laktéza (Lactosyl-Gel napriklad od firmy
Pharmacia). Mobilna faza pozostava z PBS (pufor A) a 5 % (g/v) laktézy v PBS
(pufor A) s polovi¢nou koncentraciou. Napriklad: sterilizovany bunkovy lyzat sa
nanesie na stipec, vopred kondiciovany pufrom A a stipec sa potom premyva
pufrom, dokial UV-absorpcia nedosiahne zakladné &iary 280 nm. Potom sa
pomocou pufra B zo stipca eluuje HLT.
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Priklad 3

Vyroba mukozainej virozomalnej influenénej vakciny s PCG ako dodatoénym

mukozalnym adjuvans

Vyroba influenénej virozomalnej vakciny sa opisuje v priklade 1. Do
mukozalinej davky vakciny (100 pl), ktora obsahuje 3,75 ng HA kazdého z troch
influenénych vakcinovych kmerfiov ako je odporiéané WHO a 35 pg lecitinu, sa
prida ako mukozalny adjuvans 6 ug procholeragenoidu, vyrobeného zahriatim
gisteného CT, ktory pochadza z V. cholerae (Inaba 569B) (Pierce, N.F., Cray,
W.C., Sacci,: J. B., Craig, J.P., Geramnier, R., Firer, E.: Proc;holeragenoid: A
safe and effectiv antigen for oral immunisation against experimental cholera,
Inf., Immunity 40, 3, (1983), strana 1112-1118).

Priklad 4
Vyroba mukozalnej vakciny hepatitis B-(HBs)

Fosfatidyletanolamin (R. Berchtold, Biochemiksches Labor, Bern,
Schweiz) sa rozpusti v metanol a prida sa 0,1 % (obj./obj.) trietylaminu. Roztok
sa potom zmieSa s N-hydroxysukcinimidesterom kyseliny gama-
maleinimidomaslovej (GMBS) (Pierce Chemical Company, Rockford, IL)
(pomer fosfatidyletanolamin: GMBV = 2: 1), ktory sa predtym rozpusti
v dimetylsulfoxide (DMSO). Po 15 minutach inkubacie pri teplote miestnosti sa
rozpustadio odparuje 1 hodinu vo védkuu na centrifige Speedvac.
Rekombinantné ¢astice HBs sa vyrobia znamym sp6sobom v bunkovych liniach

CHO a vygdistia sa.

Aby sa mohla ziskat' redukovana ¢astica HBs s volnymi cysteinovymi
zvySkami, spracuju sa Castice s 40 mmol/l DL-ditiotreitolu (DTT) pocas 5 minut
pri teplote miestnosti. DTT sa odstrani s pouZitim stipca Sephadex-G10
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Svedsko) a prida sa oktaetylalkohol
(Fluka Chemicals, Svaijéiarsko) v koneénej koncentracii 100 mmol/l. Odpareny
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fosfatidyletanolamin-GMBS sa potom mie$a 1 hodinu s roztokom HBs (pomer
HBs : GMBS = 1 : 2), nenaviazany GMBS sa potom zachyti cysteinom. Reakcie
sa kontroluji pomocou chromatografie na tenkej vrstve.

Do vopred zosieteného fosfatidyletanolamin-GMBS-HBs sa prida 32 mg
fosfatidylcholinu (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Nemecko) a tato zmes sa
rozpusti v celkovom objeme 2,66 ml PBS, ktory obsahuje 100 mM OEG (PBS-
OEQG).

Influenény hemaglutinin A/Singapore sa vycisti tak, ako sa opisuje vysSie
v priklade 1. Roztok, ktory obsahuje 4 mg hemaglutininu sa centrifuguje po
dobu 30 minut pri 100000 g a sediment sa rozpusti v 1,33 ml PBS-OEG.

Fosfolipidy a roztok hemaglutininu sa zmie$aji so zmesou a spracuju sa
poéas 1 minGty ultrazvukom. Zmes sa potom centrifuguje po¢as 1 hodiny pri

100000 g a zvysok sa sterilizuje filtraciou (0,22 um).

Potom sa odstrania virozomy s adsorbovanym HBs odstranenim
detergentu za pouzitia BioRad-SM-Bio-Beads podfa prikladu 1. Do kmernového
roztoku obsahujiceho 50 pg antigénu HBs/ml sa prida 10 pg/ml HLT z prikladu

2 a pini sa do sprejového aplikatora podfa prikladu 6.

Priklad 5
In vitro test na stanovenie aktivity mukozalneho adjuvans

Biologické aktivity mukozainych adjuvans sa meraju s influenénymi
virozomami, HLT, PCG, zmesou virozémov a HLT podfa prikladu 1 a zmesou
virozomov a PCG podla prikladu 2. Nasledujuce roztoky sa pridavaja k
vedlajS§im obli€kovym bunkédm Y-1 ATCC : CCL 79 (Y-1 adrenalovy tumor,
mouse steroid secreting) v minikultire podfa Sack DA a Sack RB (Sack, D.A. a
Sack, R. B.: Test for enterotoxigenic Escherichia coli using Y-1 adrenal cells in
miniculture, Infect.Olmmun. 11 (1974) strany 334-336:

(@) HLT (5 pg/mi), (b) PCG (60 ug/ml), (c) influenéné virozomy a HLT: 37
pg/ml influenéného hemaglutininu vzdy troch kmefiov (H1N1, H3N2, B), 100
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pg/mi fosfatidylcholinu a 5 pug/ml a rovnako (d) influenéného virozému a PCG;
37 ug/ml influenéného hemaglutininu vzdy troch kmefiov, 100 pg/ml
fosfatidylcholinu a 60 ug/ml PCG.

Stanovuju sa nasledujtce aktivity (v jednotkach):

(a) 15 jednotiek, (b) 6 jednotiek, (c) 80 jednotiek, (d) 36 jednotiek. Najvyssia
biologicka aktivita adjuvans sa dosiahne zmesou virozomu a HLT alebo
virozomu a PCG. Uginok adjuvans sa stanovi pomocou parametra toxicity

bunky.

Priklad 6
Klinické hodnotenie réznych sprejovych aplikatorov

Davkovacie zariadenie podla vynalezu je svojou zakladnou konstrukciou
Vv podstate porovnatelné s obvyklymi sprejovymi aplikatormi, je v8ak obzviast
dobre prispésobené anatomickej stavbe pre nazalnu aplikaciu vsetkych

fubovolnych, obzvlast vSak tu opisanych farmaceuticky G&innych latok.

Vyhodnéa forma vyhotovenia davkovacieho zariadenia 2 podla vynalezu
je zobrazend na obrazkoch 3 a 6. Na boénom pohlade znazornenom na
obrazku 3 davkovacieho zariadenia 2 podla vyndlezu (sprejovy aplikator) sa
rozoznaju zakladné komponenty. Davkovacie zariadenie 2 obsahuje v podstate
zasobnik 4 s (nezobrazenou) farmaceuticky U€innou latkou a sprejovy,
pripadne &erpaci mechanizmus 6. Tento G&erpaci mechanizmus 6 je
neprietokovo spojeny so zasobnikom 4 spojovacim prvkom 8. Nastrek a
Cerpanie davkovacim zariadenim podfa vynalezu 2 sa deje obvyklym sp6sobom
ovladanim manzety pre prsty 10. Farmaceuticky G&innd substancia
nachadzajlca sa vzasobniku 4 vystupuje otvorom 12 z &erpacieho
mechanizmu do vystupného otvoru 14.

Davkovacie zariadenie podla vynalezu 2 sa od znamych sprejovych
aplikatorov odliSuje obzvlast konstrukénym vyhotovenim nosnej éasti 16, ktora
pre efektivnu aplikaciu farmaceuticky Uginnej latky hra podstatnt Glohu. Nosna
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gast 16 je vyhodne vytvorena integralne s éerpacim mechanizmom 6 a
manzetou pre prsty 10. Nosna ¢ast je vyhodne rozdelena do dvoch tGsekov 18
a 20, pricom usek 18 umiestneny v smere manzety pre prsty 10 ma vacsi
priemer ako susedny usek 20 smerujuci k vystupnemu otvoru 14 nosnej Casti
16. Prechodova oblast medzi oboma usekmi 16 a 20 tvori zarazku pre manzetu
24 na opretie na hornej pere uzivatela, ktorou je mozné upevnit v useku 20
nosnej Casti 16 podfa jednej vyhodnej formy vyhotovenia predloZzeného

vynalezu.

Usek 20 nosnej Easti 16 susediaci s vystupnym otvorom 14 je vyhodne
vytvoreny v podstate valcovite a ma priemer dyg maximalne 5 mm, vyhodne
nieto medzi 2 a 4 mm. Dizka l20 predného useku 20 nosnej casti 16 je
napriklad najmenej 5 mm, vyhodne najmenej 10 mm a obzviast vyhodne 10 az
20 mm. Manzeta 24 je vyhodne posuvna od vystupného otvoru 14 cez asek 20
nosnej Casti 16 a vyhodne je upevnena so zaistenim proti otaCaniu na
davkovacom zariadeni 2. Poistka proti otaaniu sa méze napriklad realizovat
v podobe polygonaineho profilu, napriklad s eliptickym prierezom, na prednom
useku 20 nosnej Casti 16 a zodpovedajiceho vybrania 26 v manzete 24.

Spoésobom zodpovedajicim dalSej forme vyhotovenia davkovacieho
zariadenia 2 podfa vynalezu méze byt Cast sprejového aplikatora vstupujica do
nosa pacienta vytvorena tiez na manzete 24. Takato forma vyhotovenia je
napriklad znazornena na obrazku 7b. Ako je na obrazku 7b zobrazené, je na
manzete 24 vytvoreny v podstate rdrkovity nastavec 28, ktory je mozné nasadit
na Gsek 20 nosnej Casti 16, susediaci s vystupnym otvorom 14. Rozmery
rarkovitého nastavca 28 zodpovedaju vtomto pripade vyhodne v podstate
rozmerom (dag a l2o) vySSie opisanej formy vyhotovenia.

Usek 18 nosnej &asti 16 ma vyhodne diku 11 najmenej 10 mm a
vyhodne asi 20 mm. Rozmery oboch Usekov 18 a 20 sa vyhodne volia tak, aby
vzdialenost medzi dorzalnou plochou pre prsty uZivatela a $picky spreja
pripadne vystupného otvoru 14 bola najmenej 2 cm, vyhodne v§ak 2,5 az 3 cm.
To je zaistené obzvlast vtedy, ak vzdialenost medzi manZetou 24 az k $picke

spreja 14 je najmenej 3 cm alebo vyhodne 4 az 5 cm.
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Davkovacim zariadenim 2 podfa vynalezu s tymito rozmermi mozno
nastriekat farmaceuticky u¢innu latku do hlavnej nosnej dutiny pripadne do
vnitorného nosného otvoru podstatne presnejdie, takze je mozné dosiahnut
podstatne vys$iu uc¢innost ako so znamymi systémami.

Davkovacie zariadenie 2 podla vynalezu je vyhodne vybavené manzetou
24, takZe navySe k priaznivym rozmerom je mozné nastavit optimalny uhol
nastreku a. Manzetu 24 mozno v8ak nezavisle od vy$Sie opisaného sprejového
aplikatora 2 umiestnit na obvyklych davkovacich zariadeniach, takZe i s tymito
obvyklymi sprejovymi aplikatormi moZno dosiahnut podstatne zlepSend

uéinnost na zaklade presne nastavitelného uhla nastreku a.

Davkovacie zariadenie 2 podfa vynalezu méze dalej dosahovat zlepSenu
aéinnost bud volbou rozmerov nosnej ¢asti 16 alebo vhodnou manzetou 24 na
nastavenie optimalneho uhlu nastreku o. Obzviast sa vSak kombinaciou
nového davkovacieho zariadenia 2 s vy$Sie opisanymi rozmermi a manzetou
24 na nastavenie optimalneho uhlu nastreku o dosahuji najlepSie mozné

vysledky oSetrovania.

Manzeta 24, ako uz bolo skér kratko opisané, sa posunuje rurkovitym
nastavcom 28 po Useku 20 nosnej Casti 16. V montovanom stave je manzeta
24 vyhodne spojena s davkovacim zariadenim 2 bez moZnosti otacania.
Napriklad méze byt poistka proti otaaniu na nosnej ¢asti 16 kruhovy profil
splosteny najmenej na jednej strane, ktorym sa mbze manzZeta 24 pomocou
zodpovedajicim spésobom tvarovaného otvoru montovat bez mozZnosti
otacania. Manzeta 24 vykazuje opierku 30, ktora sa méze opriet na hornd peru
uzivatefa, aby sa tak spoloéne s nosnou &astou 16 vybavenou Usekom 20,
ktory smeruje do nosného otvoru pacienta, definovane stanovil uhol nastreku.

Optimalny uhol nastreku a leZi vyhodne medzi 50 ° a 70 °.

Opierka 30 manzety 24 je vyhodne lahko zahnuta v tvare hornej pery,
aby vytvorila optimainu plochu na umiestnenie a oporu. ManZeta 24 sa méze
vyrobit' z kazdého vhodného materialu, vyhodné su vSak vSetky plasty schopné
vstrekového liatia.
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Na hodnotenie Uginnosti sa testovali rozne davkovacie zariadenia. Za

tym ucelom sa do piatich réznych typov nosnych aplikatorov napinil 1 % roztok

metylénovej modrej:

a)

b)
c)

d)

sprejovy aplikator podla tohto vynalezu so smerovou manzetou, ktora

fixuje smer sprejovej davky,

sprejovy aplikator podrla tohto vynalezu bez smerovej manzety,

obvykly komerény sprejovy aplikator bez izkej nosnej &asti s dizkou 2 cm

a priemerom 4 mm s uhlom nastreku 50 °,

sprejovy aplikator podfa tohto vynalezu, avSak s uhlom nastreku 50 °,

sprejovy aplikator podia tohto vynalezu, avSak s manzetou pre prsty,

ktora je od nastrekovej hlavice vzdialena iba 3 cm.

Véetky sprejové aplikatory su tak zvané dvojdavkovacie aplikatory.

Kazdy sprejovy aplikator vyskisalo pod lekarskym dozorom 5 pokusnych oséb.

Pokusné osoby striekali vzdy jednu davku roztoku metylénovej modrej do

vlastného pravého a favého nosného otvoru. Pomocou nosnej endoskopie sa

vysvietia mukozne turbinalie a fotograficky sa dokumentuji. Intenzita modrého

sfarbenia rovnako ako modro zafarbena plocha na turbinaliach sa vyhodnoti

pomocou stupnice 1 - 4. Vyhodnotenie poskytuje nasledujice vysledky

(geometricky stred):

skupina a)
skupina b)
skupina c)
skupina d)

skupina e)

19 bodov
16 bodov
7 bodov
9 bodov

12 bodov.

Iba v skupine a) bola sprejova kvapalina aplikovana takmer vyhradne na

nosnu sliznicu. Tiez v skupine b) bola velka €ast obsahu spreja nastrieckana na

sliznicu. V ostatnych skupinach bola podstatna ¢ast' obsahu spreja nastriekana

do nosnej predsiene. Tam nemdze aplikovana sprejova kvapalina vykazovat
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Ziadnu udinnost.

Priklad 7

Porovnanie klinickej ucinnosti intranazainych virozomalnych influencnych
vakcin s HLT a bez HLT, pouzitych v novom sprejovom pristroji, ktory sa
opisuje v predloZzenom vynaleze, na fudskych dobrovolnikoch v porovnani

s parenteralnou komerénou influenénou vakcinou.

Otvorena randomizovana klinickd Stadia bola uskuto&fiovana v pinej
zhode s principmi helsinského prehlasenia a s miestnymi zakonmi a
smernicami tykajacimi sa klinickych studii. Po schvaleni protokolu etickou
komisiou kantonu Luzern a po oznameni na  Schweizer
Bundesgesundheitsbehérde dalo 80 zdravych dobrovolnikov (vo veku 18 - 64
rokov) svoj informovany sthlas s uéastou. Boli vyliéeni dobrovolnici, ktori
k okamihu imunizacie vykazovali symptomy akutneho alebo chronického
ochorenia a ak by zaroveii dochadzalo ksuéasnému oSetrovaniu

imunosupresivnymi liekmi alebo ak by doSlo k zndmemu oslabeniu imunity.

Intranazalne formulacie vakciny sa podavaju kazdej z troch skupin s 20
dobrovolnikmi (tabufka 1). Skupiny A a B obdrzali 2 davky formulacie A
pripadne B do kazdého nosného otvoru vdni 1 a 2 davky o tyzdei neskor.
Skupina C obdrZala 2 davky formulacie A s dvojitou koncentraciou v dni 1.
Skupina D bola intramuskularne ogkovana parenteralnou formulaciou do oblasti
deltoidu. Pred prvou vakcinaciou a po jednom mesiaci po prvej imunizacii (def
29 + 2) boli odobraté vzorky krvi a slin (OmnisaIR, GB). V dosledku technickych
problémov bolo moZné vyhodnotit vzorky slin iba prvych 47 oséb. Stieracia
cytolégia nosnej dutiny bola uskutoénena pred imunizaciou a v difoch 4, 8 a 1

mesiac po prvej imunizacii.
Pre analyzy boli krvné vzorky a vzorky slin kbdované.

Sérova imunitnd odpoved na komponent vakciny HA sa stanovi
§tandardnym testom za pouzitia hemaglutininovych jednotiek zodpovedajucich
antigénov. Séra sa pred testom spracuju 30 minut pri teplote 56 °C. Titry su
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vyjadrené ako reciproéna hodnota najvy33ieho zriedenia séra, ktoré tplne

zabrani hemaglutinacii. Titer s hodnotou > 1 : 40 bol najdeny ako chraniaci.

Vseobecne a influenéne S$pecifické IgA protilatky boli stanovované
pomocou znamych sposobov ELISA (Tamura, S. I, lto, Y., Asanuma, H. a
spol., Cross-protection against influenza virus infection afforded by trivalent
inactivated vaccines inoculated intranasally with cholera toxin B subunit. J.
Immunol. 149, (1992) strany 981-987). Virusovo $pecifické hodnoty IgA boli
vyjadrené ako ELISA-jednotky Specifickej IgA na pg celkovej koncentracie IgA.

Nosné epitelové bunky boli odobraté vyhradne z Maxillo-turbinat oboch
nosnych dutin kaZdej osoby rovnakym typom malej nylénovej kefy, ktora sa
pouZiva pri cytopatologickych vySetreniach pogas bronchoskopie (Glick, U.,
Gebbers, J-O., Nasal cytopathology in smokers: a possible biomarker of air-
pollution? Am. J. Rhinol. 10, (1996), strany 55-57). Odber vzorky bol
uskutoériovany rovnakym vySetrovatelom (U.G) pod rhinoskopickou kontrolou
rotaénymi a translaénymi pohybmi pozdiZz spodného prichytenia turbinat. Bunky
boli prenesené na skleneny pripravok a okamzite fixované v roztoku 200 ml

etanolu + 100 ml acetdnu + 6 kvapiek kyseliny trichléroctovej.

Sklicko s objektom sfarbenym pomocou papanicolaou bolo vySetrené
patoléigom, ktory absolvoval Institut fir Pathologie und Cytopathologie,

nemocnice kantonu Luzern, a ktory nebol informovany o stave vakcinacie.

Priemerné poéty buniek, kmitajacich buniek, poharikovych buniek,
lymfocytov, centroblastov, neutrofilov, eozinofilov a Supinkovych buniek epitelu
sa stanovovali v 25 reprezentativnych oblastiach skli€ka s objektom pri 100x

nasobnom zvéadéseni.

Signifikacia medzi titrom zakladnej linie a postimunizaénym titrom bola
stanovena pomocou testu Paired-T. Rozdiely v schopnosti 4 vakcinaciou
vyvolat v skimanej skupine ochranné protilatky anti-HA boli stanovené

pomocou .

VSetky neziaduce prihody pozorované pocas klinickej Stadie museli byt

zaznamenané. Neziaduca prihoda bola definovana ako neziaduca zmena stavu
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zakladnych linii (stavu pred vakcinaciou) oséb, bez ohladu na to, ¢i sa vysledok
povaZuje za suvisiaci s vakcinaciou alebo nie. NeZiaduce prihody (lokalna
alebo systemicka reakcia), ku ktorej do$lo po imunizacii, boli pracovnikmi kliniky
zaznamenaneé na Specialnom formulari pre neziaduce prihody. Miera zakladnej

linie neziaducich prihod bola stanovena pred imunizaciou.

Na Studiu bolo ziskanych 80 osdb s priemernym vekom 40 rokov a s
porovnatelnym socialnym statusom. 27,5 % GcCastnikov bolo Zenského
pohlavia. V8etky 3 nazaine vakcinatné pripravky a rovnako parenterdina
vakcina boli dobre zna$ané. Anamneticky neboli Ziadne vyznamné rozdiely
medzi tromi skupinami nosnej vakciny a vSetky tri pripravky boli dobre znasané.
V jednotlivych pripadoch boli nasledné zaznamenané mozZné sprievodné
reakcie: horucka, unava, nevofnost, rinitida, upchaty nos a rinofaryngitida. Tiez
parenteralna virozomalna vakcina bola mimoriadne dobre znaSana.

Serologickd imunitnd odpoved je uvedena v Tabulke 2. Vyznamné
vzostupy titra boli namerané v skupine A (2 nazalne vakcinacie v 7-dennom
odstupe), skupine C (1 nazalna vakcinacia, dvojitd davka) a rovnako v skupine
D (parenteraina vakcinacia proti vdetkym trom virusovym kmefiom). Najvy$sie
geometrické stredy titra protilatok (GMT) boli najdené v skupinach A a D.
Skupina D mala vyznamne najvy$Sie hodnoty (GMT) proti kmeriu HIN1 (p <
0,05). Vpripade kmefia H3N2 neboli Ziadne vyznamné rozdiely medzi
skupinami A a D.

Tieto skupiny reaguji vyznamne lepSie ako skupiny B a C. Pri kmeni B
neboli Ziadne vyznamné rozdiely oproti skupindam A, C a D. Tieto skupiny vSak
vykazovali vyrazne vy$Si titer ako skupina B. Miera konverzie séra bola
najvy$sia vskupinach A a D. Zvy&ajne boli vyrazne vys$Sie ako miera
v skupinach B a C a pre vSetky tri kmene spliiovali sérologické poZiadavky na
parenteralnu influenénld vakcinu podla Eurépskeho spoloéenstva (Komisia
Eurdpskeho spolotenstva, smernice pre zdravotnicke prostriedky v Eurépskom
spoloCenstve. Harmonizacia poZiadaviek na influenéni vakcinu. (1992), strany

93-98. Luxemburg: European community Publication Office).

Humoralna mukozaina imunitna odpoved (sliny) je uvedena v Tabulke 3.
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NajvysSie vzostupy IgA titra boli namerané v skupine A. Tie boli vyrazne lep$ie
ako v inych skupinach. So zohfadnenim celkového IgA boli GMT v skupine A
rovnako najvacsie. Miera mukokonverzie (Stvornasobny vzostup IgA titra) bol
opat vyrazne najvysSi v skupine A. V pripade intramuskukarnej vakcinacie sa

v§ak dosiahla len velmi nizka miera mukokonverzie.

Bola uskutonena stieracia cytolégia nosnej sliznice v skupinach A, B a
C. Vysledky su zhrnuté na obrazku 5. Stanovovali sa pocty buniek nosnej
epitelovej sliznice (kmitajuce a nekmitajlce stipcové bunky, poharikové bunky a
Supinkové bunky epitelu) a bunky myelo/mono- a lymfopoezy (lymfocyty,
eozinofily, neutrofily a centroblasty). V skupine A bolo mozné preukazat
vyrazna hyperplaziu poharikovych buniek 4. a 8. defi po vakcinacii. Okrem toho
bol vrovnakych difioch pozorovany silny narast lymfocytov a centroblastov.
NavySe bol pozorovany 8. derl po pociatonej vakcinacii vzostup eozinofilov a

neutrofilov. Poget stipcovych buniek zostal nezmeneny.

V skupine B doslo len k miernemu vzostupu lymfocytov, neutrofilov a
eozinofilnych granulocytov. Neboli Ziadne naznaky aktivovanych lymfocytov

v tejto skupine.

Vskupine C bola zistend dokonca este silnej§ia hyperplazia
poharikovych buniek ako vskupine B. Okrem toho vtejto skupine stupli
najsiinej$ie 4. a 8. def eozinofiné a neutrofiné granulocyty. Vzostup
lymfoblastov bol v tejto skupine slab$i ako v skupine A. p < 0,05. Mesiac po
prvej vakcinacii sa vo vSetkych skupinach dosiahol pévodny stav zloZenia
buniek.

Obrazok 5 sa tyka nosnej cytologie: kvantifikacie rozdielnych populaci
buniek, ktoré sa ziskali technikou nosného steru individui (20 v kazdej skupine)
az do 29 dni po troch rozdielnych druhoch intranazainych vakcinacii. Bol
pozorovany vyrazny vzostup centroblastov ako naznaky lokalnej imunitnej

odpovede v skupine A v protiklade k vyrazne niZSiemu vzostupu v skupinach B
a C (p<0,05).
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Priklad 8

Porovnanie klinickej uginnosti intranazalnych virozomalnych influenénych
vakcin s HTL alebo s PCG na [udskych dobrovofnikoch, podané novych

sprejovym pristrojom, opisanym v predloZzenom vynaleze

Bola vySetrovana imunitnd odpoved a tolerovatelnost dvoch anti-
influenénych sprejovych vakcin v dvojitej porovnavacej S$tudii, ktora bola
uskuto&nena s celkom 158 zdravymi Svajciarskymi dobrovolnikmi vo veku 18 az
67 rokov.

Trivalentna virozomalna influenéna vakcina (Sisteny HA, formulovany

fosfatidylcholinom) sa kombinuje s Heat Labile Toxin (HTL) E. coli do formatu,

ktory je vhodny na intranazalne podanie. Ludska davka obsahuje 7,5 pg HA
kazdého influenéného kmefia a 2 pg HLT. Jedna davka bola podana do
kazdého nosného otvoru 1. a 8. den v skupinach individui v rokoch 18 az 59
alebo >60 rokov. Vzorky séra boli odobraté asi 4 tyzdne po imunizacii. Reakcie
boli riedke a slabé. Percentualne podiely os6b (dospeli pripadne starSie), ktoré
dosiahli chraniaci titer protilatok sérum-anti-HA (= 40) boli nasledujuce:
A/Bayern (92 %, 91 %), A/Wuhan (92 %, 78 %) a B/Beijing (59 %, 50 %). GMT
po imunizacii a nasobky vzostupu GMT boli medzi oboma vekovymi skupinami
porovnatefné. Percentualny podiel oséb (dospeli pripadne starsi), ktoré
nedosiahli ochranny titer zakladnej linie, ale po imunizacii dosiahli ochranné
hladiny bol nasledujuci: A/Bayern (79 %, 85 %), A/MJuhan (86 %, 56 %) a
B/Beijing (48 %, 41 %).

Druhy mukozalny vakcinovy pripravok obsahoval 7,5 ug HA a 12 pg
procholeragenoidu (PCG). Tento pripravok bol rovnako dobre znaSany a
dokazal sa ako menej imunogénny ako pripravok HLT. Percentualne podiely
os6b, ktoré dosiahli chraniaci titer protilatok sérum-anti-HA boli nasledujuce:
A/Bayern 94,2 %, A/Wuhan 80,8 % a B/Beijing 36,5 %. Miery konverzie séra
vietkych skupin si uvedené v Tabulke 4.

Tieto vysledky ukazuju, Ze virozomaina influenéna vakcina podana

intranazalnou cestou je istejSia a viac imunogénna u dospelych os6b véitane
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starsich.

Priklad 9

Mukozalna imunitna odpoved na mySiach po intranazalnom pouZiti
virozomalnej influencénej vakciny s HTL, s PCG alebo bez dodatoénych

mukozalnych adjuvans

Skupiny 10 dospelych samidiek mysi Balb/c boli intranazalne o€kované
30 pl bud influenénej vakciny opisanej v priklade 1 alebo v priklade 2.
Kontrolné skupiny 10 mysi obdrzali virozomalny pripravok vakciny bez
dodatoénych adjuvans, ale s rovnakym zloZenim virozémov. Polovica kazdej
skupiny obdrzala druhu intranazalnu davku o tyzdei neskér. Tri tyZdne neskor
boli uskutoériované vytery nosu (NW) a bronchoalveolarne preplachy (BAL).
Tabulka 5 k prikladu 9. Stanovenie Specifickej IgA bolo uskutoénené znamym
postupom ELISA. Vysledky (GMT) st zhrnuté v Tabulke 6.

Najvys§i GMT bolo moiné preukazat pre vSetky tri kmene vakcin
(A/Johannesburg, A/Nanching, B/Harbin) v skupine, ktorA bola dvakrat
ofkovana vakcinou podfa prikladu 1. Tato skupina reagovala dokonca

s najvysSou hladinou IgA v BAL po iba jednom ockovani.

Uspokojiva IgA odpoved sa ziskala tiez v skupine mysi, ktoré boli
ockované dvakrat intranazalne pripravkom podfa prikladu 2. Kontrolna skupina,
na ktord bol pouzity pripravok virozému bez dodatoéného mukozalneho
adjuvans, vykazovala len velmi slabd mukozalnu imunitn( odpoved.

Vysledky ukazuju, Ze virozomalna influenénd vakcina podana
intranazalne mySiam, ktora obsahuje mukozalna adjuvans méZe indukovat

vysoku mukozalnu odpoved protilatok.
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Predklinicka Studia virozomalnej influenénej vakciny na mysiach: intranazalne

pouzitie (Tabulka 5 k prikiadu 9)

Skup. 1 Skup.2 | Skup.3 | Skup.4 | Skup.5 | Skup.6
Deri |Infl.- Infl.- Infl.- Infl.- Influenény | Influencny
0 [Viros.+ Viros.+ Viros.+ Viros.+ virozém  |virozom
HLTi.n. HLTi.n. PCGi.n. [PCGi.n.
Deni |Infl.- - Infl.- - Infl.- -
7 |Viros.+ Viros.+ Viros.
HLTi.n. PCGi.n. i.n.
Denn |[INW&BAL NW&BAL |NW&BAL [NWE&BAL |NW&BAL |NW&BAL
28

IgA influenéné protilatky na mySiach GMT recipro¢ného titra (ELISA) (Tabulka

6 k prikladu 9)
Skupina | H1N1 H1N1 H3N2 H3N2 B B
NW BAL NW BAL NW BAL
1 320 12800 380 3200 320 9220
2 neg. 140 neg. 24 neg. 1540
3 160 760 470 760 220 770
4 neg. neg. neg. neg. 10 neg.
5 4 neg. neg. neg. 4 neg.
6 neg. neg. neg. neg. neg. neg.
Priklad 10

Klinické hodnotenie mukozalnej vakciny Hepatitis-B-(HBs-)

Vakcina sa vyrobi podfa prikladu 4 a naplni sa do nosného sprejového

aplikatora podra prikladu 5. Vyrobok sa testuje na 10 dobrovofnikoch: vZdy 100

ul sa aplikuje 1. defi do kazdej nosnej dierky a opakuje sa o tyzdef neskér.

Vzorky krvi sa odoberu 1. defi (pred otkovanim) a potom 29. defi. Protilatky

anti-HBs sa stanovia pomocou RIA (Abbott). Geometricky stred titra pred
ockovanim je 7 IlU/ml a 29. defi 159 IU/ml.
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Priklad 11

Mukozalna imunitnd odpoved na mysiach po intranazalnom pouziti DNA-
plazmidu, ktory bol kédovany pre HN-antigén virusu zapalu priusnic, vneseny
do influenéného virozému, ktory obsahuje 10 % katiénovych fosfolipidov, a

zmieSany s HLT (5 pg/1 mi)

Intranazaine boli imunizované skupiny mysi a) bez DNA, ktora kéduje
pre HN-antigén virusu zapalu priusnic (skupina C), alebo b) DNA uzavret( vo
virozomoch po predbeZnej imunizacii virozémami (skupina A) alebo c) bez
predbezZnej imunizacie (skupina B). Kontrolna skupina (B) bola i.n. imunizovana
Zijucimi virusmi Urabe zapalu priusnic (Priorix, SKB Rixensart). Ako je uvedené
v Tabulke 7, je geometricky stred titra (GMT) IgT v skupine mysi, ktoré ziskali
predbeznu imunizaciu (A) vySSi ako aky bol opisany v skupinach (B) a (C)
(Lovell, G.H.: Proteosomes, hydrophobic anchors, iscoms and liposomes for
improved presentation of peptide and protein vaccines. v New Generation
Vaccines (1990) (G. C. Woodrow a M. M .Levine, vydavatel) Dekke, New York,
strany 141-168; Cusi, M.G. a Glick, R.: Intranasal immunization of mice with
mups DNA entrapped into influenza virosomes. IBC s 4" Annual Conference of
Genetic Vaccines, 25.-27. oktébra 1998, Washington D.C.). Skupina mysi,
ktora bola imunizovana i.n. bez DNA, vyvinula velmi nizku hiladinu 1gG, oproti
tomu mysi imunizované i.n. virusom zdpalu priusnic (skupina H) vykazovala
dobru 1gG odpoved. Pri analyze mukozalnej imunity bolo zistené, Ze vSetky
skupiny mys$i, okrem tych, ktoré boli imunizované bez DNA, vyvinuli IgA. Iba
v nosnych steroch (NW) my$i imunizovanych i.n. virusom zapalu priu$nic bolo

mozné preukazat zvySeny titer IgA.

Merania cytokinu boli uskutoénené za pouzitia primarnych buniek sleziny
z mysi sleziny, ktoré boli odobraté 12 dni po imunizacii. Tabulka 8 zhrfiuje
reprezentativne merania, ktoré boli ziskané z dvoch oddelenych pokusov.
Bunky z mysi, ktoré boli vopred (i.n.) otkované DNA-virozémami, stimulované
antigénmi virusu zapalu priusnic, indukovali produkciu IL-2 a IFN-gama. Okrem
toho indukovali mysi infikované chripkou produkciu IL-4. Bunky odobraté zo
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zvierat imunizovanych virusom zapalu priusnic produkovali po in vitro
stimulaciu antigény zapalu priusnic IFN-gama, IL-2, IL-4 a IL-10. Imunizacia
DNA-virozomami ako kontrolna imunizacia s Cistenymi antigénmi zapalu
priusnic koreluje s fenotypom Th-1. Okrem toho sa zohfadnenim pomeru medzi
celkovou hladinou IgG a virusovo $pecifickymi IgG1 a IgG2a dominuje
mnozZstvo IgGa-izotypu v skupine (A), €o naznaduje odpoved Th-2.

Tabulka 7 - Geometricky stred titra (GMT) humoralne IgG, IgA
v bronchoalveolarnom premyti (BAL) a IgA v nosnom vytere mysi
Mysi IgG BAL IgA NW IgA
Skupina A 356 8 10
Skupina B 15 11 10
Skupina C 12 2 2
Skupina H 1585 2 20

Tabufka 8 - Reprezentacné meranie produkcie cytokinu na mysiach, ziskané

z dvoch oddelenych pokusov

Skupina IL-2 IFN-gama iL-4 IL-10
A 300 300 150 0
B 150 625 0 0
C 300 100 0 0
D 600 100 150 600
Priklad 12

OSetrenie upchatého nosa u dobrovolnikov pomocou influenéného virozému

s HLT a bez HLT s novym sprejovym aplikatorom

Na klinike bolo vybranych 30 dobrovolnikov so symptémami nachladenia
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a s akutne upchatym nosom. U vSetkych dobrovolnikov bola rinomanometricky
(v Pascaloch) zmerana intenzita dychania kazdou jednotlivou nosnou dierkou.
Nasledne boli dobrovolnici randomizovani a rozdeleni do troch skupin po
desiatich. Skupina A obdrZala jednu davku ockovacej latky (100 pl do kaZdej
nosnej dierky) podfa prikladu (1), skupina B obdrzala rovnaki davku, av$ak bez
mukozélneho adjuvans HLT, skupina C obdrzala po 100 ul 0,9 % NaCl
(fyziologicky roztok kuchynskej soli) do kazdej nosnej dierky. Prady vzduchu

boli merané 15 minut, 30 minat, 1 hodinu a 2 hodiny neskér.

Zistené udaje st uvedené v Tabufke 9. Ako v skupine A tak i v skupine B
boli hodnoty vyrazne lepSie ako v skupine C. V oboch skupinach bolo mozné

zistit vyrazné zlep3enie di’lchacej funkcie.

Tabuflka 9
Skupina Intenzita dychania v Pascaloch
0 min 15 min 30 min 60 min 120 min
490 693 712 681 521
497 687 705 672 538
488 497 513 521 501

Priklad 13

OSetrenie mukozalnych lézii u dobrovolnikov pomocou influenénych virozoémov
aHLT

Dobrovolnici boli intranazalne o€kovani rovnako ako sa opisuje
v priklade 7. Ako je opisané, stanovuju sa priemery poharikovych buniek 3, 7 a
28 dni po intranazainej vakcinacii. Bolo mozné stanovit zmeny epitelu
hyperplazii poharikovych buniek v cytologickych steroch (Glick, U., Gebber, J-
O.: Nazal cytopathology in smokers: a possible biomarker of air pollution?
Am.J. Rhinol. 10 (1996) strany 55-57). Poharikové bunky maji chraniacu
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funkciu pre mukéznu vrstvu. Jeden mesiac po prvej nazélnej vakcinacii bol
bunkovy stav mukézy vyrazne lepsi ako v porovnani s predchadzajlcim

stavom.

Tato nova vakcina sa preto mdZe pouZivat ako terapeutikum na

oSetrovanie nosne;j sliznice v poSkodenom stave.

Priklad 14

Prevencia enterotoxickej E. coli-diarrhoe pomocou nazalnej aplikacie HLT

s influenénymi virozémami a bez nich

-Skupina cestujucich, ktori navstivili Tunis, pozoStévaIa z 38 os6b. Po
informovanom suhlase pristapili vSetci Gcastnici k $tadii. Po randomizacii bolo
19 dobrovolnikov v odstupe 1 tyZdiia ockovanych pripravkom podfa prikladu 1,
pricom 19 os6b neobdrZalo Ziadnu ockovaciu latku. 28 dni po prvom
intranazalnom oc&kovani boli odobraté vzorky krvi vSetkych dobrovofnikov. 19
ockovanych os6b vykazovalo vysoku hladinu IgG v sére oproti mukozalnemu
adjuvans (HLT). Kontrolna skupina zostala anti-HLT negativna. Pred opustenim
Tuniska, jeden mesiac neskdr, bol vSetkym Gcastnikom predioZeny $pecialny
formular, tykajaci sa zdravotnych prihod. Skupina sa 20 dni neskér vratila
z Tunisu a vyplnené formulare tykajice sa zdravotnych prihod boli vyhodnotené
z hladiska ochorenia diarrhoe. V skupine ockovanych informovali iba dve osoby
o problémoch s diarrhoe, oproti tomu v skupine neoékovanych oséb 9 osdb
trpelo poCas pobytu v Tunisku diarrhoe. Tieto Udaje dokazuju, Ze vakcina je
ucinna tiez na zabranenie diarrhoe enterotoxickych ochoreni E. coli,
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Priklad 7
Taburka 1 - Klinicky protokol
Sku-{ N Stredny | Pocet | Pouzitie | Pripravok v |Pripravok v pg
pina | samdia vek vakcinaci ug uplnej uplnej
v rokoch | i (odstup) vakcinacie vakcinacie
HA na kmeri HLT
A | 20/14 39,7 2 intrana- 15 2
1 tyzderi zalne
B | 20/14 35,5 2 intrana- 15 -
2 tyzden zalne
C | 20/16 43,8 1 intrana- 15 2
zalne
D | 20/14 41,2 1 . | intramus- 16 -
) kularne
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PATENTOVE NAROKY

1. Vakcina na intranazalnu aplikaciu, pozostavajlca z:

a) proteinov s influenénym povrchom, ktoré st formulované lipozomalne

(virozémy),
b) mukozalneho adjuvans bakterialneho pévodu,

C) Specifického sprejového aplikatora, ktory je konstruovany tak, Ze takmer
100 % sprejovanej davky moze byt aplikované v celom objeme na nosné

sliznice dolezité pre ucinnost,

2. Vakcina podfa naroku 1, u ktorej influenény povrchovy protein je

hemaglutinin HA.

3. Vakcina podfa naroku 1 alebo 2, u ktorej influenéné povrchové
proteiny su hemaglutinin HA a neuraminidaza NA.

4. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 aZ 3, ktora obsahuje dalsie
antigény.

5. Vakcina podfa néaroku 4, u ktorej dalSie antigény su viazané na

povrchu virozémov.

6. Vakcina podla niektorého z narokov 4 a 5, u ktorej antigény st

antigény patogénnych organizmov.

7. Vakcina podfa naroku 6, u ktorej patogénny organizmus je virus,
baktéria, huba alebo parazit.

8. Vakcina podfa naroku 7, u ktorej virus, baktéria, huba alebo parazit sa
vybert zo skupiny pozostavajlicej z: virus hepatitidy A, virus hepatitidy B, virus
respiracny Syncitial, (pneumovirus), parainfluenzavirus, virus priugnic, virus
mobilli, HIV, baktérie diftérie, (Corynebacterium diphtheriae), tetanovy bacil
(Clostridium tetani), pneumokoky, Haemophilus influenzae, E. coli, Candida

albicans, Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida parapsilosis,
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Candida krusei, Aspergillus-arten, druhy Trichomonas, druhy Trypanosoma,
druhy Leishmania, Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, druhy Trematodov a
Nematodowv.

8. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 az 8, ktorou je influenéna

vakcina.

10. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 az 9, ktora sa méze pouzivat

na prevenciu a/alebo oSetrovanie v8eobecnych infekcii/linfekénych ochoreni.

11. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 az 10 na prevenciu a/alebo

o$etrovanie influenénych ochoreni.

12. Vakcina podfa naroku 10 alebo 11 na prevenciu a/alebo oSetrovanie

upchatého nosa.

13. Vakcina podfa niektorého z narokov 10, 11 alebo 12 na o$etrenie
poskodenych nosnych sliznic.

14. Vakcina podfa niektorého znarokov 1 aZz 13, u ktorej obsah
hemaglutininu na davku (100 pl) leZi medzi 1 - 30 pg, vyhodne medzi 3 - 10 pg
a najlepsSie 3,75 pg.

15. Vakcina podla niektorého znarokov 2 aZ 14, u ktorej pomer
lipozémy-fosfolipid k HA lezi medzi1:10a20: 1.

16. Vakcina podfa naroku 15, u ktorej pomer lipozémy-fosfolipid k HA
lezimedzi1:1a10: 1.

17. Vakcina podfa niektorého z narokov 15 a/alebo 16, u ktorej pomer je

18. Vakcina podla niektorého z narokov 15 az 17, u ktorej fosfolipid
lipozomu sa vyberie zo skupiny neutrdinych, kationovych a aniénovych
fosfolipidov.

19. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 aZ 18, u ktorej mukozalny

adjuvans je aktivny toxin, inaktivny toxin a/alebo ich netoxicky derivat.
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20. Vakcina podfa naroku 19, u ktorej toxin a/alebo jeho netoxicky
derivat je Heat Labile Toxin (HLT), choleratoxin (CT) a/alebo procholeragenoid
(PCQG).

21. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 az 20, ktora obsahuje Heat
Labile Toxin (THL) alalebo choleratoxin (CT) v pomere, ktory lezi medzi 1 : 2 az
20:1, vwhodnemedzi1:1az1:10aobzviast 7,5 : 1.

22. Vakcina podrfa niektorého z narokov 19 a 20, ktora obsahuje teplom
inaktivovany  procholeragenoid (PCG), rekombinantnou technolégiou
inaktivovany HLT a/alebo choleratoxin (CT) ako mukozalny adjuvans, ktory je
v pomere HA : PCG (a/alebo rHLT, a/alebo rCT) medzi 3 : 1 az 1 : 20.

23. Vakcina podlia naroku 22, u ktorej pomer HA : PCG (a/alebo rHLT,
alalebo rCT) lezimedzi1:1a1: 10.

24. Vakcina podla naroku 23, u ktorej pomer HA : PCG (a/alebo rHLT,
alalebo rCT) je 1: 2.

25. Vakcina podla niektorého z narokov 1 az 24, ktora dalej obsahuje
DNS- a/alebo RNS-plazmidy viazané na a/alebo vo virozémoch.

26. Vakcina podfa niektorého z narokov 1 az 25, ktorou je influenéna
vakcina.

27. Mukozalny adjuvans podfa niektorého z narokov 1 az 26, ktory je
Heat Labile Toxin (HLT), ktory bol eluovany z E. coli laktézovym pufrom podfa
prikladu 2 a vygisteny na chromatografickom stipci s Lactosyl-Gel (Pharmacia).

28. ManZeta (24) so spojovacim zariadenim (28) na umiestnenie na
davkovacom zariadeni (2), obzvlast na sprejové podanie farmaceuticky G&innej
latky podfa niektorého z narokov 1 aZ 27 a s opornym zariadenim (30), pricom
spojovacie zariadenie (28) a oporné zariadenie (30) je usporiadané tak, Ze
spolu definuji optimainy uhol nastreku (x) na davkovanie substancie

z davkovacieho zariadenia.

29. ManZeta (24) podfa naroku 28, priom uhol nastreku (a) je medzi
50° a 80° k horizontale.
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30. Manzeta (24) podfa naroku 28 alebo 29, priéom spojovacie
zariadenie (28) je v podstate valcovity Gsek rarky.

31. ManzZeta (24) podfa naroku 30, pric¢om uUsek rarky (28) je mozné

najmenej s¢asti posunovat po diele nosnej éasti (20) davkovacieho zariadenia
(2).

32. Manzeta (24) podfa niektorého z narokov 28 az 31, priom oporné
zariadenie (30) je na konci na strane k uZivatefovi zahnuté takym spésobom, ze
v podstate zodpoved4 tvaru vonkaj$ej Easti hornej pery uzivatela.

33. Manzeta (24) podfa niektorého z narokov 28 az 32, pricom manzeta
(24) je na davkovacom zariadeni (2) upevnena tak, Ze je zabezpeéena proti
otadaniu.

34. ManZeta (24) podrfa naroku 33, pricom Usek rarky (28) a diel nosnej
Casti (20), ktory je mozné postvat po Useku rirky (28) je vytvoreny najmenej
Ciastocne v polygonalnom tvare, aby sa tak zaistilo zabezpeé&enie proti
otacaniu.

35. Davkovacie zariadenie (2), obzvlast na sprejové podanie
farmaceuticky Gginnej latky podfa niektorého z narokov 1 az 27, s Cerpacim
zariadenim (6) a manzetou pre prsty (10) na ovladanie &erpacieho zariadenia
(6), spojovacim prvkom (8) na tesné spojenie so zasobnikom (4) a nosnou
Castou (16), ktora pozostava z prvého Gseku (18) a druhého Gseku (20), pricom
oba Useky (18, 20) nosnej asti (16) su dimenzované tak, aby vystupny otvor

(14) nosnej Casti (16) v podstate smeroval do hlavnej nosnej dutiny pacienta.

36. Davkovacie zariadenie (2) podfa naroku 35, pricom najmenej druhy
usek (20) nosnej Casti (16) je vytvoreny v podstate valcovito.

37. Davkovacie zariadenie (2) podla naroku 36, pricom priemer druhého
useku (20) je medzi 3 mm a 10 mm, vyhodne je asi 7 mm.

38. Déavkovacie zariadenie (2) podla niektorého z narokov 35 az 37,
pricom druhy Usek (20) nosnej &asti (16) ma dizku medzi 5 mm a 50 mm,
vyhodne asi 20 mm.
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39. Davkovacie zariadenie (2) podla niektorého z narokov 35 az 37,
pricom prvy Usek (18) nosnej ¢asti (16) ma dizku medzi 10 mm a 40 mm,
vyhodne asi 30 mm.

40. Déavkovacie zariadenie (2) podfa niektorého z narokov 35 az 39,
pricom vzdialenost medzi manZetou pre prsty (10) a vystupnym otvorom (14)

umiestnenym na Spicke je najmenej 30 mm, vyhodne asi 45 mm.

41. Davkovacie zariadenie (2) podfa niektorého z narokov 35 aZ 40
S manzetou (24) podla niektorého z narokov 28 az 34.

42. Davkovacie zariadenie (2) podfa naroku 41, ktoré je vytvorené
jednodielne pripadne ako jeden kus s manzetou (24).
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