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Farmaceuticky pfipravek, obsahujici jako t&innou slozku
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alespoi-jednu-slouéeninir vybranou-ze-skupiny zahrnujici—
slouteninu vzorce I a sloudeninu vzorce Il a déle obsahujici
alespofi jednu farmaceuticky pfijatelnou kyselinu v mnoZstvi
zlepsujicim stabilitu. Uinnd slozka je prednosné ve formé
Zdstic o velikosti &dstic menaf neZ 200 um a o sttedni velikosti
Zdstic veti neZ 10 pm. Farmaceutické pFipravky jsou vhodné
zejména pro [édeni oportunnich infekei u osob s
kompromitovanym nebo potlaenym imunitnim systémem a
pri 1é¢bé infekef zplsobenych motolicem.
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Farmaceutické kompozice tizoxanidu a/nebo nitazoxanidu

Oblast techniky

Tento vyndlez se tyka farmaceutické kompozice obsahujici jako aktivni slozku nejméné jednu
slou¢eninu vybranou ze skupiny, kterou tvofi sloucenina vzorce I

OH
‘N \
No o
(1}
a sloudenina vzorce I1
NO
{11),

kterd dale obsahuje alesponi jednu farmaceuticky pfijatelnou kyselinu.

Aktivni slozka je vyhodné v podobé &astic velikosti pod 200 um a sttedni velikost astice je vét3i
nez 10 pm. |

Vynélez se téz tyka farmaceutickych kompozic stabilizovanych nejméné jednou farmaceuticky
prijatelnou kyselinou,

Farmaceuticke kompozice jsou zv1aité pouzitelné pfi 16¢bé oportunnich infekci osob s kompro-
mitovanym nebo suprimovanym imunitnim systémem a pfi 1é¢b& infekci motolici.
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Dosavadni stav techniky

Existuje naléhava potfeba vyvoje zplsobl é¢by Cetnych parazitarnich a bakterialnich infekei
osob s kompromitovanym imunitnim systémem (AIDS, pacienti s rakovinou, star§i osoby, star-
nouci, ptfjemci imunosupresivnich lééiv po transplantaci orgdnd). Jinou oblasti pouziti jsou
infekce motolici, zvla$té v tropickém podnebi. Proto zde je potfeba farmaceutické kompozice,
kterou by sna3ely i imunitné kompromitované osoby a jeZ by byla stala pfi skladovani i v tropic-
kém prostredi.

Specificky prvek Toxoplasma gondii je mezi prevladajicimi pfi¢inami latentnich infekei central-
niho nervového systému ve svétovém méfitku. Timto parazitem je infikovano mnoho zdravych
lidi, ale obvykle jejich imunitni systém udrzi organizmus pod kontrolou. Toxoplasma gondii je
nejobvyklej$im oportunnim patogenem mozku pacientil trpicich AIDS. V dnesni dobé se toxo-
plasmoéza stava stale vétSim problémem nejen kvili AIDS, ale i vlivem rostouciho pouzivani
imunosupresivnich 1&¢iv (poddvanych napfiklad pacientim po transplantaci organt). Toxo-
plasméza se obvykle 1é¢i kombinaci pyrimethaminu a sulfadiazinu, Jsou to G¢inné léky, ale neza-
bijeji cysty parazita, takZe lécba musi pokradovat pfi udrzovacich divkach. Toxicita si dasto
vynuti vysazeni 1éku, zvIa$t€ u lidi imunosuprimovanych, a nasleduje recidiva. Statistika proto
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neni pizniva pfi uvadéné umrtnosti asi 70 % u imunodeficientnich pacientd a prim&mém pfezi-
vani {tyfi mésice.

Kryptosporidiéza je zpisobena mikroskopickym parazitnim prvokem Cryptosporidium parvum.
U osob s normalni imunitou miZe byt prijem zpiisobeny timto prvokem prudky a dlouhy, ale je
spontanné mizejici. U pacientd trpicich AIDS kryptosporidialni prijjem Sasto ohrozuje jejich
zivot. Odhaduje se, Ze z pacientd AIDS asi 15 az 20 % trpi timto onemocnénim. A dosud
neexistuje Zadna trvale (&innd nebo osvédgena terapie kryptosporidiszy.

U pacientil trpicich AIDS byl nejcastdji identifikovan jako patogen Enterocytozoon bieneusi,
parazitni mikrosporidie nalezena u téméf jedné tvrtiny pacientti. Nyni se zd4, Ze tento drobny
parazit miize byt oznaden jako pfifina znaéného podilu mnoha nevysvétlenych pfipadid poruch
trdveni, prijmu a télesného chatrani nositeld HIV. Zadn4 (¢inna 16&ba dosud neexistuje,

HIV—pozitivni osoby infikuje nekolik dalgich druhti mikrosporidii vdetnd Encephalitozoon
hellem a cuniculi a novy druh oznageny jako Septata intestinalis. Nedavna zprava zjistuje, ze
infekce diseminovanymi mikrosporidiemi v soutasnosti nabyva na vyznamuy,

Od kryptosperidiézy je klinicky neodlisitelna infekce parazitem Isospora belli. Je znam spi3
v tropickém pasmu a v USA byl nalezen u méné nez 1 % pacientd, i kdyz jeho skuteny vyskyt je
pravdépodobné vyS§i.

Pneumocystis carinii se vieobecné zatazuje jako parazitni prvok; nékteré prace v8ak uvadgji, ze

by mohl pattit mezi fungi (houby), s nimiz sdili urgité genetické sekvence. Pneumocystis carinii

obvykle infikuje plice (Pneumocystis Carinii Pneumonia (PCP) — zapal plic zpiisobeny P.c.).

Uvadi se, Ze 1é¢ba je Gspéina u asi 40 a7 60 % pacientd, pFidem3 viak jsou problémy s toxicitou-
ieku zvlaté u imunitné Kompromitovanych pacientii. Mezi mnoha vaznymi piipady infekce déti

virem lidské imunodeficience (HIV) zaujima PCP vyjimedné postaveni vlivem svého vysokého
vyskytu, ojedinglého rozlozeni podle véku a Sasté imrtnosti. PCP je nejbéznéjsi vaZna oportunni

infekce déti infikovanych HIV; vyskyt PCP mezi malymi détmi infikovanymi HIV bez profylak-
tického oleteni je odhadovan na nejméné 12 % v prvnim roce Zivota. Mnoho déti umird kratce

po rozvinuti nemoci PCP. : ‘

Mycobacterium Avium Complex (MAC) patii k infekeim, jez_pisobi_¢eled’_velmi_podobnych
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mykobakteridlnich organizmi Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare. Pokud se
vyskytuje u lidi imunitné nekompromitovanych, je obvykle ve form infekee dychaciho ustroji.
U pacientl trpicich AIDS je MAC obvykle diseminovan (diseminovany MAC nebo DMAC)

atémér kazdy orgin mize byt zasazen. V nedavném vyzkumu bylo zjidténo, e baktéric MAC -

byly nalezeny u 43 % pacienti, ktefi pteili 2 roky po diagnostikovani AIDS. Pro diseminovany
MAC nebyla nalezena Zidnd standardni terapie. Obvykle se predepisuji kombinace léku, a jsou-li
ispéSné, vyZaduje se jejich doZivotni podavani. Naléhavé je ticba (&inngjsiho zplisobu lécby.

Osoby nakazené HIV jsou zvlasté nachylné k infekcim Mycobacterium tuberculosis a pribgh
nemoci se urychluje. Zatimco u osob neinfikovanych HIV je extrapulmonarni tuberkuléza neob-
vykla, u HIV-pozitivnich osob se &asto vyskytuje. CDC zvefejnila smémice pro 1é¢bu TBC, jez
zohlediuji rostouci vyskyt tuberkulézy odolné viigi Sirokému spektru 1égiv (MDR-TB). Unrt-
nost mezi pacienty AIDS s MDR-TB je velmi vysoka (asi 80 %) a postup nemoci je extrémné
prudky. ‘

Proto existuje naléhava potieba vyvoje novych zplisobii lé&by téchto infekei, Jjez jsou u lidi
i zvifat tak €asté a trvale je ohrozuji.

Také existuje potieba mit k dispozici Sirokospektré léky pro zjednodugeni lécby infekei zphisobe-
nych motolici (trematoda). V sougasné dobé je nutno diagnostikovat specifickou patogenni moto-
lici a predepsat lékovou terapii specifickou pro danou motolici. Mnoho méng vyvinutych zemi

g -
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neni vybaveno prostiedky pro diagnostikovani specifické motolice. Nalezeni Iéku se 3irokou
plisobnosti by odstranilo potfebu této diagnozy.

Schistosoma mansoni, krevni motolic, je plvodcem schistosomiazy, druhé nejvyznamnéjsi tro-

‘pické parazitirni choroby lidi po malérii, a nejdileZitéj$i infekci motolici u lidi. Schistosoma

haematobium je jiny vyznamny drub infikujici Elovéka. Ve svétovém méFitku trpi schistosomia-
zou vice neZ 200 miliond lidi véetn® nékolika set tisic osob v USA.

Fasciola hepatica, bézna jaterna motolice, je pfedev§im chorobou ovci, ale Slovék byva nahod-
nym hostitelem. Tento parazit dokédZe pfeZit i pti silné imunitni odezvé hostitele. Pro lé&bu se
nabizi bithionol, ktery viak neni ve Spojenych statech schvélen.

Proto trva potieba farmaceutické kompozice s dlouhou skladovatelnosti i v tropickych podmin-
kich a se Sirokou piisobnosti proti motolicim,

Podstata vynilezu

Nyni bylo pozorovino pfi vyzkumech na zvitatech a p¥i klinickych vyzkumech na lidech, ze
ucinnost lééby za pouZiti sloudenin vzorce I a Il zavisi na velikosti &astice aktivni slozky 1éku
a na stabilit¢ slougeniny. '

Popsané farmaceutické kompozice jsou vhodné pro légbu nakaz lidi a zvitat motolici zplisobe-
nych patogeny Schistosoma, jako naptiklad Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium,
Schistosoma mekongi, Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum; patogeny Fasciola,
Jako naptiklad Fasciola hepatica a Fasciola gigantica, F. asciolopis biski; a Dicrocoelium dendri-
ticum, Heterophyes heterophyes a Metagonimus yokegawa.

Farmaceutické kompozice jsou t€Z (&inné pii 163bs imunokompromitovanych pacientii trpicich
oportunnimi infekcemi patogeny Cryprosporidium parvum, Isospora belli Enterocytozoon
bineusi, Encephalitozoon intestinalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacierium avium
intracellulare, Pneumocystis carinii a Toxoplasma gondii,

Farmaceuticka kompozice miiZe byt ve form& vhodné pro oralni_aplikaci, jako_pevn4.davkovaci
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forma, kapalna suspenze nebo jako pasta.

Pichled obrazki na vykresech

Pro lepsi porozuméni podstaty a pfedmétu tohoto vynéalezu by bylo uZitetné odkdzat na nasledu-
jici podrobny popis, ktery je tfeba vnimat s ptipojenymi obrazky, ve kterych:

Obrazek 1: ukazuje procenta inhibice a pfeZivani bungk hostitele pii aplikaci nitazoxanidu proti
E. intestinalis.

Obrazek 2: ukazuje procenta inhibice a prezivani bungk hostitele pii aplikaci nitazoxanidu proti
V. corneae.

Obrazek 3: ukazuje procenta inhibice a pFeZivani bungk hostitele pii aplikaci albendazolu proti
E. intestinalis.

Obrazek 4: ukazuje procenta inhibice a prezivini bungk hostitele pii aplikaci albendazolu proti
V. corneae.

RS = S I
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Obrazek 5 a 6: ukazuje hodnoty optické hustoty ziskané pro kazdou kultivaéni jamku vynasené
proti koncentracim léku v kultufe.

Obréazek 7: je graf zaloZeny na zjisfovani Géinnosti nitazoxanidu proti mykobakterii pomnozené
v kapalném Zivném bujonu.

Obrazek 8: ukazuje procento aktivnich Eastic s objemem mensim nez pFisluina hodnota velikosti
& Castic v pm.

Pfedmétem vynalezu jsou farmaceutické pripravky, obsahujici jako aktivni slozku nejméné jednu
slou¢eninu vybranou ze skupiny, kterou tvofi sloutenina vzorce | |

1y

a sloucenina vzorce 11

a dale obsahujici farmaceuticky pfijatelnou kyselinu v mnoZstvi zvy3ujicim stabilitu.

Predmétem vyndlezu je dale farmaceuticky pfipravek, obsahujici jako Uginnou slozku sloudeninu
vzorce II
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a farmaceuticky pfijatelnou kyselinu v mnozZstvi postadujicim k nastaveni pH farmaceutického
pfipravku mezi 2 a 6, uvede-li se farmaceuticky pipravek do styku s vodou, pfiem? uvedena
u¢innd slozka je ve formé pevnych &astic a pfitemz pomér hmotnosti farmaceuticky piijatelné
kyseliny k hmotnosti uvedenych pevnych ¢4stic je mezi 0,01 a 0,5.

Ptiklady takovych kyselin jsou: kyselina citronova, kyselina glutamové, kyselina jantarova,
kyselina ethansulfonovd, kyselina octova, kyselina vinna, kyselina askorbova, kyselina methan-
sulfonova, kyselina fumarova, kyselina adipova, kyselina jabledn a jejich smési. Velmi vhodna
Je kyselina citronova. Pritomnost této kyseliny zvySuje stabilitu Ginné slozky nebo slozek.

Pomér hmotnosti farmaceuticky ptijatelné kyseliny k hmotnosti uvedenym G¢innym pevnym
Casticim je vyhodné mezi 0,03 a 0,2. Vyhodné je mnoZstvi kyselina dostateéné pro nastaveni pH
suspenze mezi 2 az 6, vyhodng mezi 3 a 5, zejména mezi 3,5 aZ 4,5.

Metody piipravy pevnych a kapalnych dévkovych forem farmaceutického ptipravku a jejich
vyhodné ptiklady jsou popsany v WO 95/28393, priéemz na tento dokument se zde odkazuje.
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Pfipravky vyhodné obsahuji sméacedlo a popiipadé derivat skrobu, jak je napiiklad popsano
v US 5 578 621, na jehoz obsah se zde odkazuje. Smacedlo, popsané v US 5 578 621, slouzi jako
dispergani prostredek.

Takovéto farmaceutické pripravky, af' jako pevné &i kapalné davkové formy nebo jako pasty
nebo mastt, mohou popfipadé obsahovat dalii G¢inné sloZky jako antibiotika, protivirové
prostiedky nebo inhibitory protonové pumpy. A¢koli to neni vyhodné, Jje mozné, aby tyto farma-
ceutické pripravky obsahovaly také &inné pevné &astice slougeniny vzorce [ a/nebo slougeniny
vzorce I, které jsou vétSi nez 200 pum.

Pipravky mohou obsahovat excipienty, jako takové znimé, napiiklad za (gelem pFipravy forem
vhodnych pro oralni aplikaci.

Vyhbdné, za i¢elem dosaZeni vynikajici GEinnosti proti Sirokému spektru parazitd, bakterii, hub
avirl, je distribu¢ni faktor uvedenych G&innych pevnych Castic mezi 0,8 a 2, vyhodné mezi
1,1 a 1,9, zejména vétsi nez 1,5, piicemz se tento distribuéni faktor podita podie rovnice

Faoy = (Do, — @1o9e) ((Doos, + Dyos,)/2),
kde
Foge; j& distribucni faktor pii 90 %,
Dgoy, je maximdlni velikost Eastic frakee &astic odpovidajici 90 % aktivnich pevnych &astic a:
D19 je maximalni velikost &4stic frakce ¢astic odpovidajici 10 % aktivnich pevnych &astic,

Podle konkrétniho provedeni vynalezu se &4stice sloueniny vzorce I a/nebo vzorce II-pripravi
vyie uvedenou metodou a rozemelou tak, ¢ méné nez 10 % uvedenych aktivnich ¢astic ma. veli-
kost v&t3i neZ 10 pm, méné nez 50 % Eastic ma velikost v&t§i nez 50 um a méné nez 10 % t&chto
uCinnych ¢4stic ma velikost mensi nez S wm, pridemy stredni velikost &astic je mezi 20 a 50-pm.
Tyto aktivni Castice se pak granuluji s pouZitim smési obsahujici aktivni pevne Castice a alespofi
Jedno granulaéni &inidlo. Priklady granuladnich &inidel jsou polyvinylpyrrolidon, voda, alkohel,

. qacharéza_hydroxyl_celulc')za-a-jejich—smési.—\f-)’fhedné—se—béhem—granulaéniho-procesu-pFidévé

35

40

45

50

alespori jedna farmaceuticky pfijatelna kyselina.

Vynilez se tyka také pevny divkovych forem obsahujicich pripravek podle vynélezu, jako jsou
tablety, dispergovatelné tablety, povlékané tablety, matrice atd. Davkova forma podle vynalezu
obsahuje naptiklad '

=~ pevné aktivni Castice s velikosti Eastic mensi nez 200 um, pFidemz méné nez 10 % téchto
Castic ma velikost v&t$i nez 100 um, mén& nez 50 % tichto astic ma velikost vEti ne¥
50 um a méné nez 10 % t&chto dastic md velikost mensi ne? 5 pm, pricemz sttedni velikost
dastic je mezi 20 a 50 pm;

— alespoil jedno granulaéni ¢inidlo;

-~ alespoii jedno smadedlo;

- alespori jeden derivat Zkrobu a

— . alespofi jednu farmaceuticky piijatelnou kyselinu, ktera se prednostné pridava béhem granu-
laéniho procesu.

Kapalne davkové formy, jako jsou vodné suspenze podle vynalezu, obsahuji naptiklad

—  Jako Géinnou slozku pevné &astice obsahujici slougeninu vzorce [ a/nebo sloudeninu vzor-
ce IL's velikosti &astic men3{ nez 200 um, ptitems méné nez 10 % téchto dastic ma velikost
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vét3i nez 100 um, mén& nez 50 % téchto Sastic ma velikost v&tdi nez 50 pm a méné nez
10 % téchto astic ma velikost mensi nez 5 um;

—  alespon jedno granulaéni &inidlo;

—  alespori jedno smagedlo;

5 - alespoil jednu farmaceuticky pijatelnou kyselinu, p¥idems pH suspenze je mezi 2 a 6, pred-
nostné mezi 3 a 5, zejména mezi 3,5 a 4,5;

—  alespoii jedno zahustovadlo, napriklad xanthanovou gumu, aguarovou gumu, krystalickou
celulozu, carrubskou gumu, karboxymethyleelutézu nebo jejich smés.

10 Pastové nebo mastové formy podle vynalezu, vhodné pro oralni aplikaci, obsahuji napiiklad
—  jako G&innou slozku pevné &astice obsahujici sloudeninu vzorce [ a/nebo sloudeninu vzor-
ce I s velikosti ¢astic mensi nez 200 pm, pficemz méné neZ 10 % tdchto Eastic mé velikost
vetsi neZ 100 pm, méné nez 50 % téchto Z4stic ma velikost vétsi ned 50 pum a méné nez
10 % téchto Eastic m4 velikost mensi nez 5 pm;
15— alespof jedno smacedlo; ‘
—  alespofi jednu farmaceuticky pitjatelnou kyselinu, ptidemy pH suspenze je mezi 2 a 6, pted-
nostn¢ mezi 3 a 5, zejména mezi 3,5 a 4,5;

- alespofi jedno zahu3tovadlo, nap¥ikiad xanthanovou gumu, aguarovou gumu, krystalickou
celuldzu, carrubskou gumu, karboxymethylcelulézu nebo jejich smés.

20
Pastové nebo mast'ové formy pro lokalni nebo intravaginalni aplikaci obsahujici napfiklad
— Jako Ofinnou slozku pevné &dstice obsahujici sloudeninu vzorce I a/nebo sloudeninu
vzorce IL s velikosti Sastic mensi nez 200 um, pfiSemz méné ne¥ 10 % téchto &astic ma veli-
kost vétsi nez 100 pm, méné nez 50 % téchto &astic ma velikost vatsi ne 50 Hm a méné nez
25 10 % t€chto castic ma velikost mensi nez § um;

—  alespoi jedno sméagedlo;

—  alespoii jednu farmaceuticky ptijatelnou kyselinu, pfi¢emz pH suspenze je mezi 2 a 6, pied-
nostné mezi 3 a 5, zejména mezi 3,5 a 4,5;

—  cetylalkohol a/nebo derivaty glyceridu a/nebo propylenglykol;

30— alespoii jedno zahu§tovadlo, naptiklad xanthanovou gumu, aguarovou gumu, krystalickou
celuldzuscarrubskou-gumu;karboxymethylcetulézumetio Jejich smes,

Zpisob léCby infekei zahrnuje podavani farmaceutického pfipravku zahrnujiciho jako G&innou
slozku alespon jednu sloudeninu vybranou ze skupiny zahrnujic{ desacetylnitazoxanid vzorce [

(1}

35

a nitazoxanid vzorce Il

t11).
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Nitazoxanid (NTZ), slou€enina vzorce II, je genericky nazev 2—{acetyloxy}-N—(5-nitro—-2~thia-
zolylbenzamidu, slouceniny, kterou poprvé syntetizovali Rossignol a Cavier v r. 1975. 2 mg
nitazoxanidu |ze rozpustit v I ml DMSO. Nitazoxanid se snadno vstiebav4 pfi oralnim podani.

Az dosud nebyl podén diikaz, Ze slouceniny vzorce I a/nebo II by mohly byt v irokém rozsahu
ucinné proti infekcim zplsobenym motolicemi, nebo Ze by byly dostatesns netoxické, aby je
snaSely i imunokompromitované osoby.

Pfiprava a urcita pouZiti pro nitazoxanid se popisuji v patentu US 3 950 35] a v pracich publiko-
vanych pfihlaSovatelem. Desacetyl-nitazoxanid, sloudenina vzorce I, se nékdy uvadi jako
tizoxanid nebo d-NTZ a je metabolitern nitazoxanidu. '

V pihlasce WO 95/28393 popsal prihladovatel zpiisob piipravy &isté slouceniny vzorce Il i pou-
ziti kompozice obsahujici smés sloudenin vzorce I a II.

Nyni bylo pozorovéno, e pevna &astice slouSeniny vzorce I, slou¢eniny vzorce II nebo jejich
smési s velikosti Eastic mezi 170 a 520 um (stiedni velikost &astice = 352 pm) maji velice ome-
zenou €innost pii oralnim podavani lidem nebo zvitatim. Uginnost takovych &astic je mensi nez
udinnost existujicich farmaceutickych produkti, a proto je pro komeréni G&ely nepfijatelna.

Na psech téz bylo pozorovéno, e oralni podavani Jednotlivé davky 50 mg pevnych &astic slou-
Ceniny vzorce I a slou€eniny vzorce IT s velikosti &astic pod 50 pm na kg hmotnosti psa zpisobilo
zvifatiim z&vainé nepfiznivé nasiedky.

Nyni bylo zjisténo, Ze ma-li byt zajisténa 0ginna a bezpetnd lécba infekei zpiisobenych lidem
i zvifatdm parazity, baktériemi, houbami a viry, musi farmaceuticka kompozice, at’ uZ v pevné
davkovaci formé nebo kapalné suspenzi obsahovat G&innou davku aktivai slozky ve formé pev-
nych ¢istic obsahujicich slougeninu vzorce I a/nebo slougeninu vzoree I1 s velikosti &dstice men§i
nez 200 um, ptiemz stfedni velikost dastice aktivnich pevaych &astic je v&tsi nez 10 um.

Pfitomnost vysokého obsahu astic aktivni slozky s velikosti vétsi nez 200 pm vzhledem k obsa-
hu &astic velikosti mezi 5 a 200 um vyznamné snizuje chemoterapeutickou aktivitu sloudenin. Je
vyhodné, kdy? farmaceutické kompozice podle vynilezu neobsahuji vice nez 5 % hmotnostnich
aktivnich_pevnych_ééstic—vel-ikost-i—vétéi—nei—ZOO-pm.—Nejvyhodnéj§i—je,—kdyi‘famac"euti'ck‘é
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kompozice podle vyndlezu neobsahuji prakticky 4dné aktivni pevné Castice s velikosti vét§i nez
200 pm.

Pritomnost vysokého obsahu &astic aktivni stozky s rozmérem pod 5 um vzhledem k obsahu &4s-
tic rozmérii mezi S a 200 wm miiZe vyvolat u zvifat nebo u lidi zaporné ucinky. Kromé toho bylo
zji8téno, Ze Castice s rozméry pod 5 um jsou rychleji vstiebdvany ze zazivaciho traktu do krevni-
ho obéhu, a proto nejsou dostateéns G&inné proti parazitim, baktériim, houbam a virtm v zaziva-
cim traktu zvifat a lidi.

Ani zkuSeni védci nemohli predvidat, Ze velikost dastice slouCeniny vzorce I a slougeniny vzorce
II by mohla mit tak vyznamny dopad na jejich antimikrobidini aktivitu pfi 1écbé zvitat a lidi.
Napfiklad pti vyzkumech provadénych prihlagovatelem nevykazaly antiparazitické slougeniny
jako albendazol, mebendazol, niklosamid, praziquantel a metronidazol tak vyrazny rozdil anti-
parazitické aktivity pfi 16¢bé zvifat a lidi v zdvislosti na Jejich velikosti ¢astic. Kromé toho by ani
zkuseny védec nemohl piedvidat, Ze rozméry Sastic slouéeniny vzorce [ a sloueniny vzorce I by
mély tak neptiznivy dopad na schopnost zvitat a lidi snaset podavani uvedeného aktivniho pro-
stiedku.

Slouceniny vzorce I a IT mohou byt podavany bud’ v pevné dévkovaci formé, nebo jako vodné
suspenze, ale dava se prednost, aby farmaceutické kompozice obsahovaly uginnou davku aktivni
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slozky ve formé pevné &éstice vzorce I a/nebo I s rozmérem &stic pod 200 um, pFidemz je
stfedni velikost uvedené aktivni pevné &astice v&tsi nez 10 um, stanoveno pfistrojem Coulter®
Counter LS 100. Toto zafizeni pouziva laserové paprsky vinové délky 750 nm pro tfidéni &stic
v rozmezi 0,4 pm do 900 um (primér) podle lomu svétla. Vzorky jsou méteny ve vodé s malym
pridavkem pripravku Triton X~100 pro zvyseni smagivosti a deflokulaci prasku.

Je vyhodné, kdyz stiedni velikost &astice uvedenych aktivnich pevnych &astic je mezi

10 a 100 pm, vyhodné mezi 20 a 50 ym. Pfiklady vyhodnych kompozic jsou:

~  kompozice s méné nez 10 % hmotnostnimi uvedenych aktivnich pevnych astic s velikosti
Castic nad 100 pm;

—  kompozice s nejméné 50 % hmotnostnimi uvedenych aktivnich pevnych &astic s velikosti
Castic pod 50 um;

Je vyhodné, kdyZ stiedni velikost &astice uvedenych aktivnich pevnych &astic je mezi 10a
100 pm, vyhodnéji mezi 20 a 50 pm. Ve vyhodném provedeni kompozice ma méné nez 10 %
uvedenych aktivnich pevaych &astic velikost &4stice mendi nes 5 pm,

Aktivni slozka nebo slozky pouité v pevné davkovaci formé nebo suspenzi je vyhodné smés
pevnych Eastic sloucenin vzorce I a vzorce II s velikosti Gstic menéi nes 200 um, pficemz je
hmotnostni obsah slouteniny vzorce I vzhledem k hmotnosti sloudenin vzorce | a I v uvedend
smési mezi 0,5 % a 20 %, vyhodn&ji mezi 0,5 % a 10 %.

Suchd Cistd sloudenina vzorce I a suchd &ista sloudenina vzorce i byly podrobeny mleti a t¥id&ni
sitovou technikou.

Po mlet{ mély ¢éstice slouteniny vzorce 1, vzorce Il a jejich smési distribuci velikosti &astic podle
obrézku 8. Obrazek 8 ukazuje procentualni podil Castic s menim rozmérem neZ pislusna hod-
nota velikosti @ &astic v pm.

Z tohoto obrazku vyplyva Ze:
= méné nez 10 % hmotnostnich &stic m&lo velikost Zastice mendi neZ priblizné 5 um;
= méné nez 10 % hmotnostnich &stic mélo velikost &astice vétsi nez pfiblizng 70 m;
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—  stedni velikost Castice je pribiizng 40 pum;
- distribucni faktor &stic je asi 1,73, prigem? se uvedeny distribugni vypocital podle rovnice:

Foos, = (Pogey — Dygne)f (-(‘Dgo% + Dyow)/2)

ve které
—  Fogy, je rozd&lovaci soudinitel pii 90 %,

— gy, je maximalni velikost &astice ve frakci Castic odpovidajicich 90 % uvedenych aktivnich
pevnych &astic a

— @y je maximélni velikost Eastice ve frakei &4stic odpovidajicich 10 % uvedenych aktivnich
pevnych &astic.

Nasledujici tabulky ilustruji konkrétni pfiklady takovych kompozic.
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Tabulka 1

3

aktivni sloZky. sloufeninu vzorce I1 a slougenion vzorce [

P¥iklad kompozice di’sp‘ergovdtelnich ta'ble_t pro oralni podﬁvéni obs'aliﬁ‘j[cich jako‘

‘Nitazoxanid (99 %) + desacetyl-nitazoxanid (1 %)

1200. g

Mikrokrystalicka celuléza Avice] pH 102 od ﬁrmy FMC USA 116 mg

Krospovxdon 25.mg

| ' Steardt hotednaty 3mg

[ Koloidni oxid Idemitity " _.5”‘mg

' Kyschna Citronova Hmg

E ahodova pfichut*&. 877720 od ﬁrmy Robertet iO_mg

Sacharinat sodny Zmg |
Tabulka 2

sloZky slougeninu vzorce:II a sloudeninu vzorce I

| P.i"iklad kompozice poviefenych tablet pro oralnf podéavani obsahujicich: jako aktivni

Nitazoxanid 500 mg
“Kukufitny Skrob “60mg
{ PredZelatinovany kukufitny skrob 70mg.
5Hydroxypmpylmethylcelu[oza ” G mg
Sachar6za 20.mg
; Sodna sil glykolatu skrobu 30mg |
“Kyselina citronova ‘ 25mg
“Mastok o Srg|
' Stearat hofecnaty Img

Povlaky: na tablety nebo granule obsahujici 500 mg aktivni slozky se nastfikuje horky cukrovy

roztok nebo povlakovy film.
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Tabulka 3

viorce IT a slouleninu vzorce I. Suspenze méla pH asi 4,1.

Prikiad vodné suspenze pro ordlai podavani obsahujici jako aktivni slozky slouteninu

Nitazoxanid (98 %) + desacetyl-nitazoxanid (2 %) 2
Destilovandvoda T 100 ml |
Benzoit éodn)’r- | 02gl
Sachargza 3058
Xanthanova. guma | 02g
Mikrokrystalicki_celuioza, o sodnd sil Kamboxymethylcelulozy | 03e]|
| Avigel RC-591 od firmy FMC - USA
Kyselinacitronové | O;Z'g'
[ Dihydrat citratu sodného 50mg
| Jahodové prichut’ &, 877720 od:firmy Robertet - 125mg
Tervensbavivo &, 3D aC_ lmg

Tabulka 4

‘a sloudeninu vzorce I

Piklad pasty pro oralni podavan( obsahujicfch jako aktivni sloZky slouteninu vzorce I

e

‘Nit_azoxaniif.'(QS %)+ désacewimimmxﬁrﬁd (2 %)7 — 500"mg‘
[Mineriiniole) g,
Q “Hnédy, cukr —1g

Mikrokrystalicks celuléza a sodna sal karboxymethylcelulozy 05¢g

 Avicel RC-591-od firtny FMC — USA |
[Kyselina citronova | 02¢g

-10-
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Tabulka 5
Piiklad formulace pasty nehio niasti pro intravaginilni nebo Jokalni aplikaci, kde pasta
| obsahiuje jako aktivii slo¥ky slou¢eninu vzorce II a slouceninu vzoree [
| Nitazoxanid (98 %) + desacetyl-nitazoxanid (2 %) 8gl
Cremaphot A6 lg
Cremaphot A25 15¢]
 Mineralni-olej 7 g '
[Tavitol EHO TTE|
Monossier glycerolu 4g
[ Cetytalkohol g
[Simeticon, T 7 05g
Getmabendl : lg|
| Propylenglykol ] 3,5 g
Dostlovand voda " a ' ‘62,5 g

Farmaceutické kompozice podle vynalezu jsou kompozice s Sirokym spektrem G€ink( na para-
zity, baktérie, houby a viry, zv1asté kdyz jsou podavany oralng,

Utinnost a bezpetnost vye popsanych farmaceutickych kompozic pfi podavéani zvitatim i lidem
byly vynikajici. Pfi klinickych vyzkumech na lidech bylo konkrétné zjiSt€no, Ze u¢innost vyse
uvedenych farmaceutickych kompozic je pfi lébé parazitdrnich onemocnéni vyrazné vyssi neZ
u téchze formulaci pki pouZiti aktivni sloueniny s velikosti astice mezi 170 a 520 um (stfedni
velikost &astice = 352 um), i kdyZ se v&t§i Eastice poddvaly pacientim v ddvkach aZ tiikrdt vys-
$ich a po del¥l dobu. Ptiklady rychlosti uzdraveni jsou uvedeny nize v tabulce 6.

-11-
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Tabulka 6
Porovndni vysledki klinick¢ch vyzkumi pa lidech za poufiti sloufenin vzorce L a
vzorce 11 §:velikostmi &4stic v rozmezt 170 pm a% 520 pm (stied = 352 pm) s vysledky |
.ziskanymi pfi pouZiti sloufenin vzorce I a vzorce IL s velikostmi astic v rozmezi.od 5
gim do 200 jurix (stFed = 34 jui)
 Sloudenina, vzorce I (98 %)+ slouenina vzorce IT (2 %)
— [ Velikost Sastic 170 a2 520 | Velikost.castic S a2 200 pm |
: pm |
| Divka: I8 a% 50 mg/kg/den | Davia: 15 mg/kg/den po
po dobu 3 aZ 7 dni dobu 3 dnf
- Eo‘éet_?vylééqnichicﬂelﬁkenﬁ Potet vylétengch/celkem = |
| % vylétenf ' % vyléteni
Parazit — T
‘Blastocystishomims | 1227=44% 10/10=100 %
‘Britamoeba histolytica, 1 28/47 = 62.% 106133 =800
[ Giardia Tambia T 1A=0% | SUB3-68%
[Ascaris umbricoides ~ F 3P39=4% | 184/179=80.%
{ Trichuis trichiura ; T8 =15% SE/79=13 %

V piipads viech parazitti uvederiych v tabulce 6 byl podil uzdravenych vyrazné lepsi pro pacienty
lé¢ené aktivnimi Sasticemi velikosti mezi S a 200 pm neZ pii 16¢bé aktivnimi ¢dsticemi v rozmezi
velikosti 170 aZ 520 um, pfiemZ ve viech pfipadech byla statistickd vyznamnost p < 0,02 (pii
pouZiti standardniho testu X?). Tak tomu bylo i kdyz davky aktivniho ¢inidla s vét3i velikosti

1¢

20

25

&Astic byly b&zn& vy3si a doba [8&by byla Casto deli neZ doba podavani farmaceutickych kompo-
zic aktivniho Einidla s velikosti &astic pod 200 pm, U Zadné skupiny pacientll se nevyskytly
nezadouci ucinky. ‘

Vysledky podobné vyse uvedenym udajim z vyzkumi na lidech byly zjiStény i pfi testech na
zvitatech.

Kromé toho neZadouci uginky pozorované na psech po ordlni aplikaci jednordzové davky 50 mg
sloudeniny vzorce 1 a sloudeniny vzorce Il na kg hmotnosti psa nebyly pozorovany pii diklad-
nych vyzkumech na zvifatech pfi pouZiti slouGeniny vzorce I a slou€eniny vzorce Il s velikosti
Zastice mezi 5 a 200 pum (stfed > 10 um), i kdyZ byla poddvéna tatiz davka nebo vy33i davka
téchto sloudenin denné po dobu 90 dni nebo déle.

Kromé toho byly uvedené kompozice stalé (i v podminkach 40 °C a 65 % relativni vihkosti po
dobu Zesti mésict, nebo v pipadé kapalnych suspenzi, kdyZ byly suspendovany ve vodg za uve-
denych podminek, po dobu 3 mésict), &im? je zajidténo, Ze aktivni slozky nedegraduji a ze kom-
pozice udr#uji svou Bi¢innost po takovou dobu po piipravé, jez je vhodna pro lé¢ebné a komeréni
ucely.

V dalgim bude uké4zana d&innost farmaceutickych kompozic.

-12.
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Piiklady provedeni vynalezu

Pfiklad I
Cryptosporidium parvum

V ptipravném klinickém experimentu se 30 osob trpicich AIDS s chronickym kryptosporidialnim
prijmem 1é¢ilo ordlnim poddvanim nitazoxanidu pii dennich davkach 500 az 2000 mg. Pokud
prijem neustal, podévani nitazoxanidu pokracovalo dalsi 4 tydny s maximalni denni davkou
2000 mg. '

Dvacet osm osob dokonéilo dva nebo vice tydni 1é€by a do osmého tydne po 1ééeni bylo 16
znich schopno vyhodnoceni z hlediska terapeutické odezvy. V této posledni skupiné 12 osob
vykazalo 50% nebo vétsi omezeni denni frekvence vyméSovani a deset jednotlived vykazalo
vyrazné snizeni nebo (plné vymyceni parazitd ve stolici, pfiéemZ u &ty osob byl tento organiz-
mus neprokazatelny. Sest pacientt splnilo kritéria klinické a parazitologické odezvy.

Pacienti, jimz byly podivany vy3&i denni davky léku po del$i dobu, méli vétsi Sanci na pozitivni
odezvu.

Pokus s nitazoxanidem pfi kryptosporidialnim prijmu v disledku AIDS za pouZiti znaleni fluo-
rescenéni latkou prokazal pokles frekvence vym&3ovani u osob, jimz bylo denné podavano 500,
1000, 1500 nebo 2000 mg 1éku. Ugastnici pokusu vykazovali polty CD4+ 42 bunék/mm’
(v rozsahu 0-303 bunék/mm’), primémy pocet dennich stolic 6,7 bshem 15 mésicd, oocysty
Cryptosporidium parvum ve stolici a adné dalsi zjevné stfevni patogeny. Téméf u viech ficast-

- nikd selhala terapie s azithromycinem nebo paromycinem,

Po 23 tydnech mélo 9 osob ze 13 kompletni klinickou odezvu (pfevaing tvarovanou stolici. jed-
nou a¥ trikrat denné) a 4 ze 13 vykazaly ¢astenou kiinickou odezvu (nejméné 50% pokles denni
frekvence stolice nebo zménu konzistence stolice na nejméng 75 % tvarované stolice). Do ukon-
&eni pokusu do3lo u 8 z 11 osob k dplnému vyhlazeni parazita a dal3i 3 vykazaly podstatné sni-
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#eni-koncentrace-oocystil._ Byl zjistén_trend.k.lep3i_odezvi.pfidavkach_1000.mg denné_a vy3sich
a pii del3i léébé. THi G&astnici pokusu dostali kopfivkovou vyrazku na pokoice; zdravotni reZim
dodrzovalo vice nez 90 % ugastniki vice nez Ctyfi tydny.

Piklad I1
Cryptosporidium parvum
Pokus in vitro, (idaje o davkovani:

Nitazoxanid se rozpustil ve sterilnim dimethylsulfoxidu (DMSO) a zkou3el se na jednobunég-
nych vrstvach infikovanych intaktnimi oocystami Cryptosporidium parvum pii koncentracich
100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/mt a 0,1 pg/ml. Paralelné se proved! druhy test pfi koncentracich
nitazoxanidu 20 pg/ml, 2 pg/ml, 0,2 pg/ml a 0,02 pg/ml. Téchto koncentraci se docililo techni-
kou postupného fedéni za pouziti kompletni Zivné pidy DMEM aZ do dosaZeni finalni koncent-
race DMSO 0,5%. U kontrolniho média (pidy) se dosahlo téhoz ziedéni.

Pfi pokusu se uzilo bunédné kultury MDBKF5D2 vypéstované v sedmimilimetrovych komiir-

kach; jako Cyklosporidium parvum oocysty GCH1 v poltu 5 x 10* na jamku; §lo o porovnani
paromomycinu (pozitivni kontrola) proti nitazoxanidu (experimentalni I€k). Obsazeno bylo i

-1
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imunni kraliéi antisérum obsahujici sporozoity Cryptosporidium parvum (0,1 %) a s fluorescei-
nem konjugované kozi sérum proti krali¢i protilatce (1 %).

Test toxicity:

200 pi pidy obsahujici nitazoxanid pfi koncentracich 100, 10, 1 a 0,1 pg/mi a prislusné kontrolni
pady se umistily do dvou jamek plotny s 96 jamkami obsahujicich konfluentni jednobun&né
vrstvy bunék MDBKF5D2 a do dvou jamek bez této vrstvy. Lék se na jednobunétnych vrstvach
inkuboval pii 37 °C a 8% COy; po 24 hodinach (prvni pokus) a 48 hodinich (druhy pokus) se do
kazdé jamky ptidal MTS (Owenfv roztok) a PMS v mnozstvi 333 pg/ml resp. 25 uM. Plotna se
vratila do inkubatoru a potmé se vyvijela dvé hodiny. Potom se odebralo svrchu kultury 100 p!
supernatantu a pievedlo na novou plotnu s mikrotitrem pro zjidténi optické hustoty pfistrojem
ELISA pii 490 nm. Vysledky se zaznamenaly a analyzovaly. Toxicita v procentech se vypotitala
odettenim stiedni optické hustoty (OD) supernatantu z kultury s lékem od OD supernatantu kont-
rolni piidy bez 1éku, vydélenim stfedni optickou hustotou supernatantu zkentrolni pidy
a nasobenim 100.

ODpudy -0OD léku  x 100
OD pudy

20
Test intaktnich oocystd Cryptosporidium parvum
Na konfluentnich jednobundnych vrstvach MDBKFSD2 se pii 37°C a v prostfedi 8% CO;
inkubovaly v nitazoxanidu (100, 20, 10, 2, 1, 0,2, 0,1 a 0,02 pg/ml) cocysty Cryptosporidium
25 parvum v mnozstvi 5 x 10* na jamku. Stupeii infekce v kaZdé jamce se stanovil imunofluores-
cenéni analyzou po 24 a 48 hodinach. Inhibice v procentech se stanovila odectenim pramérného
podtu parazitd na 10 poli v medikovanych jamkach od primémého pottu paraziti na 10 poli
v jamkach s kontrolni plidou bez léku, d&lenim tohoto rozdily primérmym poftem parazitd
v kontrolnich pidach a nasobenim stem.
30
podet v kontr. piidich — podet v pidach s [ékem x 100
potet v kontrolnich pidach
Vysledky:
35
Pokus 1: 24 hodin
Slowtenina | Koncentrace | Stfedni (+SD)* | Toxicita | Inhibice
: ' %o %
Infikovand pida | 0 ~ 983,5 (£128,2) 0 0
Paromomycin | 2mgml | 482 (£47,1) 238 5]
NTZ I 100 pugml. | ztrita 88,1 | NAM
: 10 pg/mml 1 55,5(113,5); 65,1 94,4
I pg/mi 224,5(+28,5) 8,3 7,2
0,1 pg/mi 474,5(+29,5) 19,3 51,8
* Podet parazitd/10 poli
** Neni k dispozici vlivem toxicity
40

-14 .-
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Pokus 2: 48 hodin
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Slougenina Koncentrace Stiedni (+SD)* Toxicita Inhibice
- o
Tnfikovand pada | 0 3231,25 0 0
(+90,03)

Paromomycin 2 mg/ml 580(+33,42) 4038 74,01

NTZ |20 pg/ml 68,75(+13,77) 92,87 96,92

2 pg/ml 113,75(+21,36). 24,93 94,90

0,2 pg/mi 1020(+158,48) 16,56 54,29

0,02 ig/m 1041(+191,46) 2123 53,33

* Poet parazitd/10 poli
Uginek nitazoxanidu na intaktni oocysty Cryplosporidium parvum

V pokusu 1 mé&l nitazoxanid pti koncentracich 10, | a 0,1 um/ml za nasledek hodnoty inhibice
paraziti 94,4, 77,2 a 51,8 % a toxicitu viii buiikdm v procentech 65,1, 8,3 a 19,3 %. Tiebaze pfi
ziedéni 10 pug/ml doslo k téméF fipIné inhibici infekce parazity, byly ztejmé vysoké stupné toxi-
city. PH zfed#ni | pg/ml nitazoxanidu vy$lo pFiznivé srovnani s paromomycinem koncentrace
2 mg/ml z hlediska inhibice parazitd i toxicity viiéi buikdm (77,2% inhibice parazitd a 8,3 %
celularni toxicity v p¥ipadé nitazoxanidu pfi zfedéni 1 pg/m! ve srovnani s 51% inhibici parazita
a 23,8% toxicity vii&i buitkim v piipadé paromomycinu pfi 2 mg/ml).

Pii pokusu 2 se 1¢k modifikoval s cilem dosahnout lepsi distribuce davek pfi minimalni toxicité.
V duasledku toho zdstaly kultury Zivé i po 48 hodindch a nejen po 24 hodinach jako v pokusu 1.
Inkubace po dobu 48 hodin méla samozfejmé za nasledek vy$3i relativni toxicitu vici bufikam
jak ukazuje srovnani s paromomycinem v obou pokusech. Koncentrace nitazoxanidu 20 ug/ml
byla pii inkubaci 48 hodin stale piili§ toxickd, i kdyZ se jednobunétnd vrstva zddla dosud
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intaktni—Je-moZné-Ze-vysoka-toxicita-nutn-evliviujici-funkci-bunék-ma-rovnéz-i¢inek-na-vyvoj
infekce parazitem. Pfi zfedéni 2 ug/ml nitazoxanidu byla zabrana infekce parazitem znaéna pfi
relativn® nizké celularni toxicit. Dalsi Fedéni rovnéz méla za nasledek znaénou inhibici a nizkou
toxicitu vii¢i buikam. P¥i koncentraci léku 2 pg/ml mirna toxicita viéi buiikdm a inhibicni akti-
vita 94,90 % ukazuje, Ze nitazoxanid je pfi koncentraci 2 pg/ml vhodné&jsi neZ paromomycin pfi
infekei Cryptosporidium parvum in vitro neZ paromomycin pfi koncentraci 2 mg/ml (tisickrat
vyssi koncentrace).

Piiklad III
Cryptosporidium parvum
Informace: davkovani a pfechovavani in vitro

Nitazoxanid a desacetylnitazoxanid (NTZ a NTZdes) byly zkoudeny na jednobunéénych vrstvach
infikovanych intaktnimi oocystami Cryptosporidium parvum a excystovanymi sporozoity pfi
koncentracich 10, 1, 0,1 a 0,01 pg/ml. Kazda slougenina se rozpustila v 100% dimethytsulfoxidu
(DMSO) a ziedila sterilnim médiem DMEM. Kazdé koncentrace nitazoxanidu stejné jako kont-
rolni média obsahovala konstantni mnozstvi DMSO 0,025 %.

Pti pokusu se uZilo bun&éné kultury z bunék MDBKF5D2 vypéstované v sedmlmlllmetrovych
komdrkach; jako Cyklosporidium parvum pouzity oocysty GCH1 v poctu 3 x 10* na jamku; $lo
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o porovnani paromomycinu (pozitivai kontrola) proti nitazoxanidu (experimentdlni 1¢k). Obsa-
¥eno bylo i imunni krali¢i antisérum obsahujici sporozoity Cryptosporidium parvum (0,1 %) a
s fluoresceinem konjugované kozi sérum proti krali¢i protilatce (1 %).

5 Test toxicity:
200 i piidy obsahujici nitazoxanid pfi vySe uvedenych koncentracich a pfislusné kontrolni pidy
se umistily do dvou jamek plotny s 96 jamkami obsahujicich konfluentni jednobunéénou vrstvu
bungk MDBKFSD2 a do dvou jamek bez této vrstvy. Lék se na vrstvich inkuboval pfi 37 °C 8% -
10 COy; po 48 hodinach se do kaZdé jamky ptidal MTS (Owendv roztok) a PMS v mnozstvi 333
pg/ml resp. 25 uM. Plotna se vrétila do inkubatoru a potmé se vyvijela dvé hodiny. Potom se
odebralo svrchu kultury 100 ul kazdého supernatantu a pfevedlo na novou mikrotitraéni plotnu
pro zjisténi optické hustoty pfistrojem ELISA p¥i 490 nm. Vysledky se zaznamenaly a analyzo-
valy. Toxicita v procentech se vypoitala odectenim stfedni optické hustoty (OD) supernatantu
15 zléku od stfedni optické hustoty OD supernatantu kontrolni pidy bez I¢ku, vyd€lenim stfedni
optickou hustotou supernatantu z kontrolni piidy a ndsobenim 100.
OD plidy —OD Ieku  x 100
OD pudy
20 Klasifikace cytotoxicity byla stanovena takto: 0,5% toxicita = 0,6% az 25% toxicita = I, 26% az
50% toxicita =2, 51 % az 75% toxicita = 3 a 76 az 100% toxicita = 4. Plati, Ze cytotoxicita 0 aZ |
se mé& povaZovat za pfijatelnou arovei toxicity. Toxicity hodnot 2, 3 a 4 se uvaZuji jako vysoce
toxické pro jednobuneénou vrstvu, '
25 Testovani intaktnich oocystd Cryptosporidium parvum
Na konfluentnich jednobunéénych vrstvach MDBKF5D2 se pfi 37 °C a v prostiedi 8% CO,
inkubovaly v nitazoxanidu pti vyse uvedenych koncentracich oocysty Cryptosporodium parvum
v mnodstvi 5 x 10" na jamku. Stupeii infekce v kazdé jamce se stanovil imunofluorescenéni ana-
30  lyzou po 48 hodindch a analyzoval po&itatem. Inhibice v procentech se stanovila odectenim pri-
mérného poétu parazitii na pole v medikovanych jamkéch od primérného poltu paraziti na pole
v jamee s kontrolni pidou bez 1éku, délenim tohoto rozdilu primémym poctem paraziti v kon-
trolnich ptidach a nasobenim stem. o
potet v kontr. pidach — pocet v piidach s lékem x 100
35 pocet v kontrolnich plidach
Vysledky:
Pokus s oocystami Cryptosporidium parvum (48 hod.)
Léky. Kane. Parazit ¥SD TG | ;IiSD. [nhib. Tox: Klasn )
: o I D % % fiksce
Vadné média 0 | 6838 | tLe | 20 | 208 o | o 2
Taomomyen | 200 | 10555 | e | 12 | now | B2 | OB 7
DMSO0 média 0 ] 630, | 7194 1799 +145 0 0 -0
0,025 : -
NTZ 10 15,75 FTKE) 0413 10,13 98,13 7707 3
1 . 3967 1312 | 1,618 0,326 93,69 10,09 1
01 | 6342 | smgg3 | 1878 0,154 0 0 L3
001 | 71433 | Yioare | 167 | ioon <0 10,12 1
Nove NTodes | 10 375 | %6s6 | 0337 | w0005 | 9981 | 81D 7
1| 3902 £1388 | 176 | 40033 9365 | 497 0:
0,1 649,86- $152,19 1506 | x0,1i9 50 1629 1
0.0 933 | 13949 | L7l | xo0es 0| 436 o
40 ' :
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Kong. — pg/mk; Parazit — primémy podet parazitii/pole (analyzovéano 12 peli); Inhib. % — inhibice
infekce parazitem v %; Tox % — toxicita léku vi€i bufikam v %.

Z vy%e uvedeného je zfejmé, Ze inhibiéni aktivita NTZdes je stejnd jako u NTZ v pfikladu IL.
Nitazoxanid a desacetylnitazoxanid byly stejng a¢inné in vitro vaci Cryptosporidium parvum pti
paralelnich testech, ziskany vysledky 98% aZ 94% inhibice pfi fed€nich 10 a 1 pg/ml pro ob¢
sloudeniny. V pipadg nitazoxanidu bylo zfedéni | pg/ml nejnizsi koncentraci dosahujici vice nez
90% inhibice, zatimco 50% inhibice bylo moZno dosahnout s nizsi koncentraci nitazoxanidu
naptiklad 0,2, 0,1 a 0,02 ug/ml. V t&che experimentalnich podminkach paromomycin pouzity
jako pozitivni kontrola byl 200krat méné iicinny, protoze dosahoval pfi koncentraci 2000 pg/ml

v o r

inhibiéni G&innosti jen 51 az 83 %.

Ptiklad IV
E. intestinalis a V. cornea

Buiiky 2RK—13 (jaterni bufiky kralika) se uloZily na kultivaéni plotny s 24 jamkami v mnoZstvi
2,6 x 10° bun&k na jamku (1,0 mt média, RPMI 1640 s 2 mM L—glutaminu a 5% teplem aktivo-
vané hovézi fetalni sérum). Plotny se inkubovaly pfes noc v inkubatoru s atmosférou CO, pii
teploté 37 °C, béhem té doby se jamky spojily (jedno zdvojeni, takZe mnoZstvi bunék na jamku
bylo asi 5 x 10°).

K hostitelskym buiikam se pfidaly organizmy Septata intestinalis (z tkafiovych kultur) v mnoZ-
stevnim poméru asi 3:1, tedy asi 15 x 10° organizmd na jamku. Vysledkem tohoto poméru bylo,
7e se infikovalo asi 50 % hostitelskych bunék.

Léky se rozpustily v DMSO, vodé nebo methanolu (v zavislosti na rozpustnosti) na roztoky kon-
centrace 1,0 mg/ml. Tyto roztoky se skladovaly pfi ~70 °C. Viechna zfedéni v téchto experi-
mentech se provadéla v kompletnim tkafiovém kultivaénim medlu Viechna zfedéni se zkousela
ve tfech jamkach.

Médium (obsahujici Cerstvé ziedéné 1éky) se nahrazovalo kazdé tfi az Ctyfi dny.
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Sesty den po pridani parazith a lékii se na buiikdch zji¥tuje toxicita. Kontrolni buiiky s léky ale
bez parazitii jsou studovany z nékolika hledisek: konfluence, morfologie bunék a zda jsou pfi-
tomny mrtvé nebo plovouci buiiky. Buriky inkubované pouze s parazity jsou kontrolovany z hle-
diska infekénosti parazitQ (piitomnost parazitofornich vakuol). Buiiky inkubované s parazity a
1éky se hodnoti z hlediska toxicity pro hostitelské buriky a mnozstvi pntomnych parazitofornich
vakuol (zda je velké, stiedni, malé).

Desatého dne se do kultivadnich jamek p¥ida 100 ul 10% SDS (cilova koncentrace 0,5 %), aby
doslo k prasknuti membran hostitelskych bungk a uvolnily se mikrosporidie. Celkové mnoZstvi
parazitQ v kaZdé jamce se stanovi zji§tovanim alikvotniho mnoZstvi hemacytometrem. Vysledky
se vyjadiuji v procentech inhibice (v poméru k poctu infikovanych bunék bez pfidavku Iéku).

Vysledky ukazuji obrazky 1 az 4.

Priklad V

Toxoplasma gondii
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Nitazoxanid a desacetylnitazoxanid se testovaly proti parazitim, konkrétné proti Toxoplasma
gondii kmen RH, udrZovanému opakovanymi pasaZemi mySmi. Bun&né kultury fibroplasti
MRCS od firmy Bio-Merieux, Francie, byly v kultivaénich plotnach o 96 jamkach inokulovany
timto kmenem Toxoplasma gondii. Do kazdé kultivacni jamky (s vyjimkou 8 kontrolnich jamek
pouZitych jako negativni kontrola) se pfidalo 200 erstvé odebranych tachyzoitii. Po 4 hodinach
inkubace se do t&chto kultur pFidaly zied&né roztoky l€ka.

Nitazoxanid (NTZ) a desacetylnitazoxanid (INTZ) se zkousely v koncentracich v rozmezi mezi
8 x 10* a 40 mg/l. Léky se nejdiive rozpustily v DMSO pfi koncentracich 2 mg/ml a pak se
postupnym Yed&nim v kultivadni piidé piipravily v potfebnych koncentracich, Nedoslo ke vzniku
srazenin.

Tato zfedéni Iékil se p¥idala ke kulturdm (na kazdé zfedéni 8 jamek) a nasledovala inkubace kul-
tivadnich ploten po dobu 72 hodin. Potom byly kultury fixovany studenym methanolem. Riist
Toxoplasma gondii se zji¥toval na pistroji ELISA za pomoci krali¢i protilatky proti Toxoplasma
gondii znadené peroxidazou. Pro kazdou jamku se zaznamenala hodnota opticke hustoty.

Vysledky se prezentuji grafem v némz se vynaseji udaje optické hustoty proti koncentraci léku
v kultufe. Statisticky rozbor spo&ival v regresni analyze pii intervalu spolehlivosti 95 % a stano-
veni kiivek zavislosti davka/odezva z hodnot optické hustoty pro kazdy lék.

Jedna plotna byla kontaminovana Giemsou pro zjisténi jejiho cytopatického u€inku na kultury.
Byly provedeny ti oddélené experimenty. V kazdém experimentu se pro kazdou slou¢eninu pou-
#ilo dvou kultivacnich ploten; v kazdé kultivaéni plotné se pro kazdou koncentraci léku pouzilo 8
replikacnich jamek.

Vysledky:

Ve tiech sadach pokust byly ziskany podobné vysledky. Grafické znazornéni vysledkii jednoho
reprezentativniho pokusu pro kazdy Iék je ukdzdno v obrdzcich 5a, b, c a 6a, b, c.

Nitazoxanid (obrazky 5a, b, ¢);

El
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PFi koncentracich v rozmezi 10* mg/l a 0,3 mg/l nebyl zaznamenan Zadny inhibi¢ni G&inek.
Znatny efekt vykazala koncentrace 20,6 mg/l a Uplné inhibice ristu Toxoplasma se dosahlo pfi
koncentracich > 2,5 mg/l. P¥i koncentracich > 2,5 mg/l viak byla na jednobunééné vrstvé zazna-
menana vyrazna toxicita. S o

Mikroskopické zkoumani jednobundené vrstvy ukazalo, ze NTZ pii koncentraci 1,25 mg/l vyvo-
lalo na parazity infikovanych buiikdch cytopaticky efekt ve formé zvétdeni parazitofornich
vakuol a snizeni poétu intracelularnich parazitd. Na zaklad& regresni analyzy lze odhadnout, Ze
50% inhibi¢ni aginek ma zfedéni 1,2 mg/l.

Desacetylnitazoxanid (obrazky 7a, b, c):
$ desacetylnitazoxanidem byly dosazeny obdobné vysledky: Zadny u€inek pfi koncentracich
v rozmezi 107 mg/l a 0,3 mg/l, inhibice pti koncentraci = 0,6 mg/l a vyraznd toxicita pti koncent-

raci > 2,5 mg/l. Lze odhadnout, Zze 50% inhibi&ni G¢inek ma zfedéni 1,2 mg/l.

Ziskané vysledky byly reprodukovatelné ve tfech odd&lenych pokusech pii hodnoceni inhibic-
niho uéinku léku na opakovanych kultivacich pro kazdou koncentraci I¢ku.
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U NTZ i desacetylnitazoxanidu bylo moZno pozorovat pfi koncentracich kolem 1,2 mg/l vyraz-
nou inhibici ristu Toxoplasma se zménami na parazitoforni vakuole, ale bez vyraznych zmén na
samotném parazitu. :

Tyto vysledky ukazuji, Ze tyto latky maji dobrou aktivitu proti Toxoplasma gondii a % tento
terapeuticky (¢inek je moZno ofekdvat in vivo pfi koncentracich kolem 1 mg/l v séru nebo tka-
nich.

Ptiklad VI
Mycobacteria

Bylo zjisténo, Ze nitazoxanid ma antimikrobidlni aktivitu proti mykobakteriim tuberkulézy.
Nasledujici tabulka ukazuje vysledky zjisfovani MIC nitazoxanidu a tizoxanidu (NTZdes) proti
Mycobacterium intracellulare agarovou diluni technikou. Tyto vysledky jsou zaloZeny na n&ko-
lika experimentech s pouZitim agarové diluéni techniky na agaru Middiebrook, z nichZ kazdy
trval 3 tydny. Ziskané ddaje prokazuji, e nitazoxanid ma MIC proti Mycobacteria 2 pg/ml a
tizoxanid ma MIC 4 pg/ml pfi pouZiti standardniho kmene Mycobacterium intracellulare od
ATCC a standardni agarové diluéni techniky.

MIC (minimalni inhibiéni koncentrace) nitazoxanidu vidi Mycobacteria intracellulare

MIC*

nitazoxanid 2 pg/ml
tizoxanid 4 pg/ml

*MIC se stanovily standardni agarovou dilugni technikou béhem 3 tydnd s pouZitim agaru
Middlebrook 7H11. V tomto pokusu bylo pouZito M. intracellulare ATCC 13950, standardniho
kmene.

Obrazek 7 je graf zalo¥eny na studiu GSinnosti nitazoxanidu proti mykobakterii vypéstované
v kapalném bujonu.. Pouzili jsme kolorimetrickou analyzou MTS umoZilujici stanovit rast po
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4 hodindch vesrovnani-s poditanim-na-agaru; které-to-umoziiuje-po-3-tydnech—Jak-lze-vidét-na
aidajich v obrazku 7, pokud se nitazoxanid pfidal 72 Hodin po zahdjeni kultivace, bylo mozno
pozorovat bezprostfedni G&inek na kontinualni rist ve srovnani s rliistem v samotném kontrolnim
médiu. Pk davee 3 pg/m) nitazoxanidu se na piistich 24 hodin rist zastavi a potom dal3i dva dny
pokraduje pomaly rist. Davka 50 pg/ml plsobila béhem 144 hodin kultivace dokonale bakte-

riostaticky.
Piiklad VII
Cryptosporidium parvum

Utinek nitazoxanidu proti Crypfosporidium parvum byl zkousen na experimentalng infikovanych
mysich. Nitazoxanid byl dodan firmou Romark Laboratories, L.C. Tampa, Florida,

Celkova davka pro &lovéka (1 g/den béhem 7 dni = 7 g) byla modifikovana pro pouziti u mysi
podle Pageta a Barnese. Lidské davka byla nasobena faktorem 0,0026 pro my#i (vazici pfiblizné
20 g) a ziskalo se celkové mnoZstvi Iéku potfebné pro kazdého hostitele rano a veCer béhem 7 dni
nésledujicich po sob&. Kazda mys piijala denng 2,6 mg (7000 mg x 0,0026/7). Davky byly apli-
kovany oralng s pouzitim plastové injekéni stéfkagky se zakulacenym hrotem.
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Dvacet (20) dvoudennich sajicich mysich mlad’at se infikovalo oralnim podanim 100 000 ococyst
Cryptosporidium parvum ziskanych z infikovanych telat. Pfed podanim my3im se oocysty zkon-
centrovaly pomoci cukerného roztoku technikou popsanou Fayerem a Ellisem. VSem mySim byly
odebirany rektdlni vytéry a denné zkoumany modifikovanou kontaminaéni technikou

5 Niehl-Neelsenovou popsanou Graczykem a dal§imi. Oocysty se objevily v trusu 2 dny po oralni r,
infekei zvitat. Od tretiho dne po infekei zvifat bylo deseti mySim podavano 1,3 mg nitazoxanidu 4
réno a veder 7 dni po sobé nasledujicich, zatimco 10 zbyvajicich mysSi se pouZilo jako neléCend !
kontrola. Rektalni vytéry byly odebirany denné viech sedm dni 1é¢by a kazdy den sedm dni "
nasledujicich po ukongeni 1é¢by. Oocysty byly suspendovany v oleji a pod mikroskopem poci-

10 tany v 100 polich.
Vysledky:
Vysledky ukazané v nasledujici tabulce jasn& dokazuji, Ze nitazoxanid podédvany v denni divce
15 2,6 mg/den 7 po sobé nésledujicich dni byl utinny proti Cryptosporidium parvum a redukoval
poéet oocyst v trusu infikovanych mysi, jak vyplyva ze srovnani s kontrolnimi zvifaty. Zkoueny
16k snizil na konci ttetiho dne 1éby uvoliiovani oocyst do stolice u 6 z 10 1é¢enych mysi. Sed-
mého dne na konci 1é¢by byla tato produkce oocyst zcela eliminovana a viechna léena zvifata
vykdzala negativni vysledky pfi kontrole trusu na rozdil od neléénych kontrolnich mysi. Tento
20 efekt trval po ukondené 1é5bé nejméng 7 dni jak vyplyva z negativniho vysledku kontroly tieti a
sedmy den po ukonceni 1écby.
o "7 Pofet zjist¥aych odcysb’pole\{otej?»jé imerzi
Ta ity | poedni g i@y | 3 denpoRebe 7 den o 1T
VAT | Kool | Lied | Kembol | Led | Kombol | Ltdend | Koukoh | Lbens T
i skup. skup,, | niskup: | skuP.' ‘ niskup.. skup. | miskup. - skup.
N 30 00 | 50 o | . 40 oo | 28 | oo
3 a0 | oo 40 0,0 30 TN AV 00
3 60 00 | 50 | oo 40 00 | 03 00
rs 30 R ED 00 20 00 | 1o | od
5 50 200 | 30 00 30 00, | 0s 00
B 30 | 60 0 | o0 | 38 Y2 20 00
3 T R T) 50 o0 | 40 [ 00 | &0 00
[ 50 L0 S0 0| e 00— |0 00
2 30 30 30 00 20 |0 00 10 00
10 0.0 50 ' 00 20 | o0 | 03 00
. Celkem 35 B0 | 42 [ Do 0. o0 | W | 00
“Primdr I T o0 | 3P Y 0 00
URinnast 0% 100% 0% 100 %
Priklad VIII
25
Mycobacterium
Nitazoxanid se srovnaval s antibiotikem izoniazidem. Jako mykobakterialniho kmene bylo pou-
¥ito BCG (bacil Calmette a Guerin). Citlivost tohoto kmene byla tataz jako u M. tuberculosis, ale
30 tento kmen byl neSkodné&j3i a proto nevyzadoval Zadna néroéna opatfeni.

My3im bylo denné podavano 4 mg léku na my$ v 0,2 ml sluneénicového oleje. Vysledky u mysSi
Ié¢enych nitazoxanidem byly srovnatelné se skupinou lééenou izoniazidem.
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107 10°
Sleziha Titra, Plice Sledina - it Plice
Nitazo 1,575.000 1,575.000 57.500 68.250 70.000 )
800:000 1,550.000 122.500° 65000 | 87.500 75
875.000 1550000 - 30.000 75000 35000 150
950.000 750000. | 75000 50000 60.000 f 50
TNH T 275,000 1,050,000 11000 000 | 21250 50
255.000 750.000. 5.750 15250 27.500 - 128
200,000 975000 4.000 80000 - 52.500 50
) 20000 37.500 50
TBS b 1,500,000 2,125.000. 92.500 102,500 195,000 750
1,525:000 1,800.000 98.00¢ 140000 ¢ 115000 | 800-
[ 1,925.000 1,750.000: '177.800 - 98.000 | 150.000 500
1,675.000 1,800:000- 17500 | (1080000 150000 | 750

Priklad IX
Fasciola hepatica
Uginnost nitazoxanidu a desacetylnitazoxanidu proti Fasciola hepatica byla zkouena in vitro.

Dospéli jedinci Fasciola hepatica byli ziskani ze ZluCovodii jater ti telat poraZenych kvili
fasciolosis ve veterinarni diagnostické laboratofi firmy Hardy’'s Meat Packers, Bunkie, LA.
Motolice byly promyvany jednu hodinu ve sterilnim soleném roztoku a pieneseny do sterilniho
roztoku nebo RPMI (pH 7,4) na dal3i 3 hodiny. Potom byly motolice uchovavéany pfes noc pfi
37 °C v prostiedi s 5% CO, ve sterilni smési RPMI-krali¢{ sérum (objemovy pomér 50:50) nebo
sterilnim RPMI (pH 7.4).

Kultivace in vitro (37 °C a 5% CO,) byla provedena modifikaci zpilisobu [barra a Jenkinse
(Z. Parasitenkd. 70:655-661, 1984), Pii dodrzovani sterilnich podminek se motolice dvakrat
promyly po 2 az 3 minutich v Hankové rovnovazném solném roztoku (pH 7,2) a individualné
umistily do jamek kultivagnich ploten Linbro se $esti jamkami obsahujicimi alikvotnich 10 ml
zamygleného ziedéni léku v kultivaénim médiu. Toto médium sestavalo ze smési (v objemovém

25

30

35

40

e e e

poméru 50750F RPMT 2 Krali¢itio séra s 2% kralié{ krve a 00 ppm penicilim a 100 ppui strep-
tomycinu. PouZilo se vyhradné motolic s normalni aktivitou a morfologii.

Zasobni roztoky NTZ nebo jeho metabolitu D-NTZ od firmy Romark se rozpustily v DMSO
(2000 ug/ml) a zfedily v kultivadnim médiu za pouZiti volumetrické buiiky s objemem 100 ml
pro pripravu specifické koncentrace 1éku (100, 50, 25, 10, 5, 3, 1 pg/ml). V kazdé replikovane
kultufe byly umistény dv& motolice, jedna v nesubstituované kultivatni pidé s RBC a druhd
v kultivaéni pidé bez Iéku a s RBC.

Motolice se zkou3ely z hlediska G&inkd 1€k, jak se projevovaly smrti, poruchami hybnostt nebo
morfologickymi zménami ve srovnani s nemedikovanymi kontrolnimi motolicemi pomoci zeza-
du nasviceného panelu a osvétlené tiikrat zvétiujici Soky.

Vysledky:

Expertment 1:

V piipadé D-NTZ byly motolice pfi zfedéni léku 50 a 100 pg béhem jedné hodiny mrtvé nebo
skomirajici, Pfi koncentraci 25 pug byly po prvai heding 4 ze 7 motolic skomirajici, dvé byly
aktivni a jedna byla malatné; do tfi hodin byly viechny mrtvé kromé dvou malatnych a jen jedna
motolice zfistala malatnd naZivu i po &tyfech hodinach. Pfi koncentraci léku 10 pug byla po 1,
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3 a 4 hodinach zaznamenana omezena aktivita a do 7 hodin byly vechny mrtvé nebo skomirajici.
V pripadé zfedéni na 5 pg a 3 pg byla u nékterych jedincli pozorovéna sniZend aktivita, pficemz
v kategorii se zfed¥nim 3 ug byl pozorovan ponékud slabsi nastup; ve skupinach s koncentraci
léku 3 a 5 pg byly do 50 hodin viechny motolice mrtvé kromé jedné malitné motolice v kazd¢
skuping. Ve skuping s koncentraci Iéku 1 pg bylo po 42 az 74 hodinach pozorovino snizeni akti-
vity a po 91 hoding zdstaly nazivu jen 3 aktivni a jedna skomirajici motolice; v této skuping 1 pg
ziistala po 115 hodinach jen jedna malatnd motolice. V kontrolni skupiné s RBC byla imrtnost
sledovana po 66 hodinich (jedna motolice), 91 hodinach (jedna motolice) a 115 hodinach (tyfi
motolice). V kontrolni skuping bez RBC byly po 91 hodiné naZivu viechny motolice a po
115 hodinach byla jedna mrtva.

Experiment 2:

V piipad& NTZ byla u 8 replikovanych pfipadii pozorovéna ve srovnani s D-NTZ o néco vétsi
aktivita dasnéj$im ovlivnénim hybnosti a dmrtnosti. U skupin s koncentraci léku 100, 50 a 25 pg
byly po jedné hoding mrtvé nebo skomirajici véechny motolice kromé jedné ve skupin€ 25 ug,
jez byla mrtva po tfech hodinach. Ve viech ostatnich medikovanych skupiniach bylo po jedné
hoding patrné snizeni hybnosti v zavislosti na velikosti davky. Ve skupiné 10 pg po 16 hodinach
prezila jen jedna motolice. Ve skuping s koncentraci Iéku 5 pg byly po 6 hodinach aktivni jen
3 motolice a Zadné nebyla aktivni po 16 hodindch. Ve skupiné 3 ug byly po 23 hodinich naZivu
jen 2 malatné motolice; tyto viak byly po 41 hodinach mrtvé. Ve skupiné 1 ug uhynula do
16 hodin jedna motolice, do 41. hodiny tfi motolice a do 74 hodin pét motolic; po 91 hodinach
byly aktivni 3 motolice a po 115 hodinéch si uchovala aktivitu jedna motolice. V kontrolni sku-
piné s RBC bylo po 74 hodinach aktivnich 7 z 8 motolic, po 91 hodinich 3 a dv& motolice ziistaly
aktivni po 115 hodindch. V kontrolni skuping bez RBC bylo po 74 hodindch aktivnich 6 z 8
motolic, po 91 hodinich 4 a dv& motolice ziistaly aktivni po 115 hodinéch.

Ve skupinich s vysokou davkou (25, 50, 100 pg) byla smrt motolic rychld a byla spojena
s kontrakei a svrasténim (,,curling®) ventralni Casti. Pfi medikaci v niz§ich koncentracich vétSina
motolic natas zpomalila a po smrti nebo pfi umirdni byla ochablejsi a zplosténd. Poginaje
91. hodinou se u ndkterych replikovanych pfipadi stala pro vysledky experimentii omezujicim
faktorem kontaminace. V pfipadé D-NTZ do3lo po 115 hodinach k vytvofeni souvislého piekryti
dvou_replikovanych ploten bakteridlnim nebo plisiovym porostem s naslednym uhynem. Pfi

35

40

45

50

pokusu sNTZ toto prekryti a (hyn motolice na celych replikovanych plotnach nastalo po
91 hodinach (dvé replikované plotny) a 115 hodinach (5 replikovanych ploten). Pozorovani po

139 hoding nebylo uznano za validni pro celkovou kontaminaci vétSiny ploten.

Zavéry:

Z pokust s obéma zkouSenymi léky vyplyva jejich znaénd GCinnost pfi usmrcovani motolic.
Ponékud vy$si GSinnost proti F. hepatica byla pozorovana u nitazoxanidu nez u desacetyl-
nitazoxanidu, jeho hlavniho metabolitu, o némz se soudi, Ze je ginny na hepatické troyni.

K rychlé smrti motolic dochdzi pfi aplikaci D-NTZ in vitro v koncentracich >50 pg béhem
hodiny, pii koncentracich 25 pg béhem 4 hodin a pfi koncentracich 10 pug béhem 6 aZ 7 hodin.
Deset ug miize byt vhodnou jednorazovou lé&ebnou cilenou davkou Iéku pokud farmakokine-
ticka data ukazuji, 7e tkafiové koncentrace se udrZi >6 aZ 8 hodin po jednordzové l€Cbe.

Silna schopnost usmrcovat motolice do 74 hodin (tfi dny) o obou slou€enin zjidténa pfi koncent-
racich 3 pg a 5 pg. Delsi piezivani, aviak ne tak dlouhé jako u kontrolnich nemedikovanych
motolic, bylo pozorovano pfi koncentraci 1 ug; pouZiti tohoto léku v této koncentraci na motolice
v jatrech po dobu 3 az 4 dnii proto miize mit na parazity nedostateény uginek.
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Priklad X
Fasciola gigantica

Nitazoxanid byl testovan na G€innost proti nedospélym a dospélym jedinclim Fasciola gigantica
na experimentalng infikovanych kralicich.

Encystované metacerkdrie Fasciola gigantica (EMC) byly shroméazdény na celofanové blané
28 az 35 dni po infekei plzt L calludi miracidiem Fasciola gigantica za pouZiti techniky jiZ
popsal Abdel-Ghany, v niZ jsou plZi denné vystaveni na 30 minut v Cisté odchlorované vodg
z vodovodu umélému svétlu. Ziskané encystované metacerkarie (EMC) se 5 az 8 dni skladovaly
pfi 4 °C v chladnitce pod hladinou vody, dfive nez se pouzily pro infekei experimentalnich zvi-
fat,

V tomto vyzkumﬁ bylo pouzito &tyficet (40) kraliki Boscat hmotnosti 1,5 az 2 kg, ktefi byli zafa-
zeni do dvou experimentélnich skupin po 20 jedincich.

Zvitata ve skupiné | se oralng infikovala 35 az 40 encystovanymi metacerkériemi zabalenymi
v listu hiavkového salatu vlozeném na kofen jazyka zvifat. Tlamy zvifat byly ruéné drzeny zavfe-
né dokud nedoslo ke spolknuti encystovanych metacerkarii. Této skupiny 1 se pouZilo pro testo-
vani nitazoxanidu proti nedospélym stadiim (4 aZ 5 tydni starym) Fasciola gigantica.

Zvitata ze skupiny 2 se oralné infikovala stejn& jako v prvni skupin€ 10 aZ 15 encystovanymi
metacerkariemi a pouzilo se jich pro zkousku uinnosti nitazoxanidu proti motolicim v ranném
stidiu dospélosti (starym >10 tydnt).

Deseti zvifatim ve skuping 1 bylo v dob& vzdalené 4 tydny od jejich infekce parazity v nedospe-
1ém stadiu jejich vyvojového cyklu podévano 7 po sobé nasiedujicich dni rano a veder 35 mg
nitazoxanidu. Zbyvajicich 10 zvifat skupiny 1 tvofilo nelééenou kontrolni skupinu.

Deseti zvitatim ve skupiné 2 bylo v dobé vzdalené 10 tydni od jejich infekce parazity v dospé-
lém stadiu jejich vyvojoveho cyklu podavano 7 po sobé nasledujicich dni rdno a vecer 35 mg
nitazoxanidu. Zbyvajicich 10 zvifat skupiny 2 tvofilo nelédenou kontrolni skupinu.
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A% do ukonéeni experimentu byla viechna zvifata krmena suchou pici.

Sedm dni po podani posledni davky nitazoxanidu byla viechna zvifata v obou skupindch usmr-
cena. Povrch jater se zkoumal z hlediska pfitomnosti migrujicich nekrotickych ryh zv1asté pro
vyvojova stadia nedospélych parazitd. Tyto nekrotické oblasti byly studoviny pomoci dvou
chirurgickych jehel s cilem ziskat migrujici juvenilni motolice technikou, kterou popsal El-Bahy.
Jatra se rozfezala na malé kousky zv1a§té v okoli migrujicich ryh a macerovala pod mikroskopem
s cilem extrahovat motolice. Bfisni dutina a visceralni povrchy se promyly teplou vodou. Tato
vyplachova voda se spojila, prolila sitem a zkoumala na pfitomnost juvenilnich motolic. V8ichni
nalezeni parazité véetné jejich télesnych &asti se spocitali u léEenych i nelétenych zvifat v obou
skupinich 1 a 2. Zivé motolice mély svétle riizovou barvu, byly prisvitné a mély neporusené
integumenty, snadno se teplou vodou vyplavovaly z jaternich tkani, zatimco mrtvé motolice mély
barvu naedlou, byly uvolnéné a vykazovaly porusené nekrotické povrchy. Uginnost
nitazoxanidu se vypoéitala pomoci vzorce:

% Udinnosti=a—b x 100
a

kde: a = pocet motolic ziskanych ze stolice kontrolnich zvifat;

b: podet motolic ziskanych ze stolice lé¢enych zvifat.
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Vystedky:

Vysledky vyzkumu uvedené v tabulce 7 ukazuji vyrazny pokles poftu nedospélych motolic
extrahovanych z kraliSich jater 1éené skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou. Tento pokles
v procentech byl primémé 46,77 % (v rozmezi 40 aZ 60 %).

Tabulka 7

Utinnost nitazoxanidu proti nedospélym jedincim (4 tydny starym) Fasciola gigantica
u pokusné infikovanych kraliki.

Potetmotolic ziskanych z kilidich jatef

Kraliks, | Neltenakontiola | Létenkealici | Ucinnosi%.
i 2%
2%
e
50%
0%
0%
T a0%
0%
50%
0%
6,77 %

7
-
6
8
5
5
;
6
8
5

o

| af el ) ol wf s el &

wa
pr

Pamer | 62

Ve vyvojovém stadiu ranné dospélosti motolic, jimiz byli krilici infikovéni, vykazoval
nitazoxanid-totalni-uginnost.(100%.redukci)-a.pfi.zkoumani_jater_lé¢enych kralikii_nebyli_zjisténi
74dni &ervi (motolice) ve srovnini se zvifaty z kontrolni skupiny neléenych kralikd, jak je
ziejme z tabulky 8. :

4.

P~ SR GRS .‘

o




CZ 298270 B6

Tabulka 8

U&innost nitazoxanidu proti jedinciim v ranném stadiu dosp&losti (10 tydnii starym) Fasciola

5 gigantica u pokusné infikovanych kralika.
Potet motolic ziskanych z kraligich jatc:j'
Krdlike,” [ Nelétenikontrola Léteni kedlici Utinnost %

1 ' 4 0,0 100 %
2 rR 00 T 100%
3 3 0,0 100-%

KN 3 0,0 100 %

s 2 0,0 100 %
6 2 0,0 100%
7 2 0.0 ST 100%
& 3 00 ' 100 % -
5 3 0,0 : 100 %

O 3 00 ? 100 %

Prl'J‘mét"n 2.9 0,0 ! . 100 %
Nitazoxanid podavany 7 po sobé nédsledujicich dni v ddvce 70 mg/den je mirné UCinny proti
nedospélym jedinctim Fasciola gigantica a kompletné G&inny proti témto parazitiim ve vyvojo-
vém stadiu ranné dospélosti.

10
Priklad XIII
Schistosoma

5
Nitazoxanid byl zkouen proti Schistosoma mansoni a Schistosoma hematobium v experimen-
talné infikovanych mysich.
éty?icet (4'0) bilych my%i hmotnosti 30 aZz 50 g bylo rozdéleno do dvou légenych skupin po

20 20 zvitatech. Prvni skupina byla infikovana 300 aZ 500 volnymi a aktivnimi cerkariemi
Schistosoma mansoni suspendovanymi v 0,25 ml destilované vody a intraperitonedlni injekei
podanymi vem mysim. Druhd skupina byla infikovina stejnym zplsobem, ale cerkariemi
Schistosoma hematobium. Obé skupiny potom byly chovany v laboratofi celkem 70 dni.

25 Sedmdesat dni po infikovani zvifat bylo v kazdé skupiné 10 zvifat lé¢eno nitazoxanidem davkou
1,3 mg podavanou sedm po sob& nasledujicich dni ordin€ rdno i veder. Sedm dni po ukonceni
163by byla usmrcena viechna zvifata a z jater kazdé mysi se perfuzi vlaznou vodou (37 °C) extra-
hovali dervi. Ziskani jedinci Schistosoma u viech léSenych a kontrolnich zvifat byli spoitani.
Utinnost nitazoxanidu byla vypogitana s pouzitim nasledujiciho vzorce:

30

% 0Cinnosti=a—b x 100
a
kde: a = potet jedincti Schistosoma ziskanych z vyplachu kontrolnich zvifat
35

b = potet jedinch Schistosoma ziskanych z vyplachu lécenych zvifat.
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Vysledky:

Vysledky v tabulkéch 9 a 10 jasné prokazaly, ze nitazoxanid podévany v davkach 2,6 mg/den

5 7dni po sob& nasledujicich byl a€innéjsi proti Schistosoma hematobium, kde bylo pozorovano
snizeni poétu Servii o 82,85 % ve srovnani s kontrolnimi zvifaty, neZ proti Schistosoma mansont,
kde snizeni proti kontrolni skuping my3i dosahio jen 59,91 %. Tyto vysledky jsou konzistentni
s vysledky ve zpravé Abaza a dal3ich, podle které nitazoxanid nebyl G¢inny pfi lécbé pacienti
proti S. mansoni, jak vyplyvé z pozitivniho nalezu vaji¢ek po 16¢bé nitazoxanidem.

10
Tabulka 9
Ukinnost nitazoxanidu proti dosp&lym jedincim (13 tydnd starym}) Schistosoma mansoni u my3i.

~Potet motolic odstranénych 7 mySich jater
T MySE. T Neli¥enékortrolmimy§i | Létené mydi
T T . —_— T
2 29 9
3 2| 10
4 26 ‘ 11
5 7 | 3
— . 5 10
7 20 9
8 N B 2
9 | 22 8
T | 30 7
" Celkem_ f W %
‘Pﬁnﬁérfmyi‘-‘ | 1 — 24,7 — | ”‘ ‘9',‘9
“emmost | " " 59,91
15 : :
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Tabulka 10

Uginnost nitazoxanidu proti dospélym jedincim (13 tydnd starym) Schistosoma hematobium u
mysi.

"Poiet motolic odstrandnjich z mySich jater
Mys & " Neléené kontrolni mysi Lééenémysi
E 18 3
2 16 3
3 1a )
2 19 7
5 2 K
I3 | 10 a
7 13 2.
g 12 2
9 7 00
10 9 N i
Ckem | | T
Pramér/mys 14 24
T omon — 52,55

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticky piipravek, vyznadujici se tim, Ze jako ¢innou slozku obsahuje
alespofi jednu slou¢eninu vybranou ze skupiny zahmujici slouceninu vzorce [

a slouéeninu vzorce I

a déle obsahuje farmaceuticky pfijatelnou kyselinu v mnoZstvi zlepSujicim stabilitu.

.27 -
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2. Farmaceuticky piipravek podle ndroku 1, vyzna&ujici se tim, ze farmaceuticky
piijatelna kyselina je vybrana ze skupiny zahrnujici kyselinu citronovou, kyselinu glutamovou,
kyselinu jantarovou, kyselinu ethansulfonovou, kyselinu octovou, kyselinu vinnou, kyselinu
askorbovou, kyselinu methansulfonovou, kyselinu fumarovou, kyselinu adipovou, kyselinu jab-
leénou a jejich smési.

3. Pripravek podle ndroku 2, vyzma&ujici se tim,ze farmaceuticky pfijatelnou kyse-
linou je kyselina citronova. '

4. Ptipravek podle naroku 2, vyznadujici se tim,Ze farmaceutiéky prijatelnou kyse-
linou je kyselina askorbova.

5, Pipravek podle naroku 1, vyznaéujici se tim,Ze obsahuje jako Uginnou sloZku
slouceninu vzorce i

0%y

a farmaceuticky pFijatelnou kyselinu v mnoZstvi dostacujicim k Gpravé pH farmaceutického. pfi-
pravku pfi styku s vodou na 2 aZ 6, pfiemZ uvedena ginna slozka je ve formé pevnych ¢astic a
pfidem? pomér hmotnosti farmaceuticky piijatelné kyseliny k hmotnosti uvedenych pevnych
&astic je mezi 0,01 a 0,5.

6. Piipravek podle naroku 5, vyznagujici se tim, Ze pomer hmotnosti farmaceuticky
pFijatelné kyseliny k hmotnosti uvedenych aktivnich pevnych &astic je mezi 0,03 a 0,2,

7. Ptipravek podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze pripravek je v pevné davkové
forms, pricemz aktivni ¢astice jsou granulovény v pfitomnosti alespoii granula¢niho €inidla za
vzniku granulovanych aktivnich pevnych &istic.
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8. Piipravek podle naroku 5, vyznadujici se tim,Ze aktivni Castice pred granulaci
maji velikost &4stic men3i nez 200 pm a stfedni velikost Eastic vetsi nez 10 pm.

9, Pripravek podle naroku 8, vyzna¢ mjici se tim, Ze stfedni velikost aktivnich Eastic
je mezi 10 a 100 pm.

10. Pfipravek podle ndroku 7,vyznacujiei se tim, Ze granulacni ¢inidle je vybrano ze
skupiny zahmujici polyvinylpyrrolidon, vodu, alkohol, sacharézu, hydroxyleelulézu a jejich smé-
si.

11. Pfipravek podle niroku 7, vyznadujici se tim, Zev granulovanych aktivnich pev-
nych &asticich je hmotnostni pomér farmaceuticky pfijatelné kyseliny a uéinné slozky mezi 0,01
aQ5.

12. Pripravek podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze je ve formé suspenze pevnych
Sastic alespoii jedné sloueniny vzorce I a vzorce Il v kapaling.

13. Pipravek podle niroku 12, vyzna&ujici se tim,Ze pevné &astice pfed vytvofenim

suspenze jsou granulovany v pfitomnosti alespofi jednoho granuladniho ¢inidla za vzniku granu-
lovanych aktivnich pevnych &astic.

.28 -
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14. Prpravek podle naroku 12,vyznadujici se tim, Ze kapalinou je voda.
15. Pripravek podle ndroku 12,vyznadujici se tim,ZzpH suspenze je mezi 2 a 6.
16. Piipravek podle naroku 12,vyznacujici se tim, ZepH suspenze jemezi 3 a 5.

17. Pripravek podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze je ve formé pasty zahrnujici
aktivni &astice alespoii jedné slou€eniny vzorce [ a vzorce I1, smacedlo a zahustovadlo.

18. Pripravek podle niroku 17, vyzna&ujici se tim, Ze aktivni Castice maji velikost
Shstic mensi neZ 200 pm, méné nez 10 % hmotnostnich téchto astic ma velikost v&tSi neZ
100 pum, méng ne% 50 % téchto Sastic ma velikost vét$i nez 50 pm a méne nez 10 % hmotnost-
nich téchto ¢astic ma velikost mensi nez 5 pm.

9 vykresi
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