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Pripravky pro prevenci nebo lé¢bu onemocnéni postihujicich sliznice nebo kii¥i nebo pro

prevenci otéhotnéni a aplikator pro dodévani mistnich p¥ipravkd do slizni&nich kavit

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka pripravki, které se skladaji z film vytvatejicich slozek a jakékoli
aktivni pfisady, zvlasté mistnich pfipravki. Zejména se tento vynalez tyka mistnich pfipravka
pro prevenci onemocnéni nebo pro 1é¢bu onemocnéni spojenych s nebo pfenasenych skrze
sliznici nebo kiizi, zpiisobenych jakymkoli ptiinnym pivodcem, zv14sts patogenem. Tento
vynalez se rovnéz tyka aplikatoru pro rovnomérné dodavani mistnich pfipravkd pro prevenci
nebo pro 1é¢bu jakychkoli onemocnéni, spojenych s pfenosem skrze slizniéni kavity nebo pro

prevenci napadeni vnéj$im plivodcem, napfiklad spermii nebo mikrobem.

Dosavadni stav techniky

Siteni pohlavné prenaSenych onemocnéni (STD) (Sexually Transmitted Disease),
vyvolavanych virem nedostate¢né imunity &lovéka (HIV — Human Immunodeficiency Virus),
oparem (herpes) a jinymi patogeny probiha zaraZejici rychlosti. Globalni vyskyt, nemocnost a
umrtnost na STD jsou velmi vjznaéné. Celosvétové se odhaduje, Ze vice nez 900 miliont:
jedinci je infikovano pohlavng patogeny. Kazdoroéné je v USA vice neZ 12 miliond lidi nov
infikovano patogeny, které jdou na vrub STD. Nejobvyklej§imi pfi€inami tvorby viedd na
pohlavnich orgénech v rozvinutych zemich jsou vir oparu rtu typu 1 (HSV-1) a typu 2 (HSV-2)
(HSV — Herpes Simplex Virus). Oparova infekce pohlavnich organti je celoZivotni a mii¥e mit za
nasledek bolestivé a recidivujici genitélni léze, systemické komplikace a psychosocialni
nemocnost a rovnéz vazna novorozenecka onemocnéni po prenosu HSV v obdob{ b&hem porodu.
Prenos pohlavnimi orgény t&chto patogenti je obvykle nasledkem bezptiznakového virového
uvolfiovani endometria u lidi, ktefi si nejsou védomi, Ze jsou infikovani. HSV-2 je nyni
zjistitelny u jednoho z péti Ameri¢anti ve véku 12 let nebo star$ich. Kromé toho se odhaduje, Ze
vice nez jedna tfetina svétové populace ma recidivujici infekce HSV a je proto schopna prenaset
vir béhem zachvatl produktivni infekce. Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia trachomatis jsou
uznivaneé jako nejvice se vyskytujici pohlavng prenaSené bakterialni infekce. Celosvetové se
odhaduje ro¢ni vyskyt 25 miliond ptipadi kapavky a 50 miliond ptipaddi chlamydie. Naproti

tomu nedavné epidemiologické idaje naznaluji, ze podet jedinct infikovanych HIV, dramaticky
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v celém svet€ vzriista. Podle Gfednich mist OSN odhady epidemiologickych tdajt uvadgji, ze
kazdy den se v roce 1997 infikovalo HIV 16.000 jedincli. Nedavné statistiky (napf. z konce
1997) Svétové zdravotnické organizace WHO (World Health Organization) uvad&ji, 7e na celém
svét€ je 31 miliont lidi infikovanych HIV a rysuje se, Ze v roce 2000 tento po&et dosahne

40 miliond.

Celosvétove je heterosexualni pfenos zdrojem 85 — 90 % infekci HIV. Jeliko¥ neexistuje
vakcina proti HIV, tak preventivni opatfeni jsou jedinymi néstroji, které v sougasnosti mohou
omezit prendSeni téchto retrovirll. Diisledné a peglivé pouZivani kondoml predstavuje u€innou
bariéru proti pohlavnimu pfenosu HIV a dalSich pohlavng pfena3enych patogent, ale musi byt
pouZivany pfi vSech rizikovych pohlavnich stycich, aby se pravd&podobnost druhotné infekce
podstatn€ sniZila. V Africe byly nejintenzivn&jsi preventivni programy schopny zvySit pouZivéni
kondomi o pfiblizn€ 70 % pfi viech pohlavnich stycich prostitutek. Proto vznikaji pochybnosti
o moznostech kondomové pomoci pfi potirani epidemie AIDS u vysoce rizikovych skupin.

V situacich, kde heterosexualni pfenos HIV je vyznamny, tak preventivni opatfeni, kterymi by
zeny mohly zabranit riziku ziskani STD, by mohla byt pfidavnym néstrojem pro potlageni
epidemie. Takovyto ochranny néstroj Ize rovn&Z pouzit pti muZskych homosexualnich vztazich,
nebot’ miiZe poskytnout ptidavnou ochranu pod kontrolou receptivniho partnera. Proto je dilezité
vyvinout bariérovy zpiisob, ktery Ize pouzit jako alternativu ke kondomu tam, kde osoba miZe
chranit sama sebe pfed infekci, aniz by musela ptat svych sexualnich partnerd. Preventivni
opatfeni, sméfujici k blokovani potate&niho pfenosu patogent, které jsou pfi¢innymi pavodci

AIDS, oparti a dalsich STD, budou pfirozen& nesmirné prosp&sna.

Vyvoj bezpe€nych mistnich mikrobicidd méa pro Svétovou zdravotnickou organizaci
(WHO) a pro Narodni instituty zdravi (NIH) (National Institutes of Health) na poli prevence
HIV velmi vysokou prioritu. Mistni mikrobicid se &asto sklada z aktivni pfisady a nosice.
Aktivni pfisada plsobi prostfednictvim riznych mechanizmi, véetné: i) rozruseni bunéénych
membran organizmi, obalovych nebo kapsidovych lipidovych nebo proteinovych sloZek (napf.
spermicidy/mikrobicidy detergentového typu, jako je nonoxynol-9), ii) blokovani receptor-
ligandovych interakei, nezbytnych pro infekénost (napt. mikrobialnimi adheznimi inhibitory,
jako jsou sulfatizované sloudeniny), iii) inhibice nitrobun&&né nebo mimobun&né replikace
patogenu (napf. antimikrobialnimi léky), iv) zm&na vaginalniho prostfedi a sniZenim nachylnosti
k infekei (napf. pufrovacimi €inidly a produkty udrzujicimi normalni vaginalni fléru a prostiedi)

nebo v) zvySeni mistni imunitni odezvy (napf. modifikatory imunitni odezvy). Vieobecna
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ucinnost mistniho mikrobicidu viiéi pohlavnimu pfenosu patogenu, ktery zpisobuje STD, zavis
na ucinnosti aktivni slozky, ktera méa byt dodéana a na jeji schopnosti pokryvat celou oblast
vaginy/cervixu s maximalni G€innosti proti patogeniim. Schopnost t&chto aktivnich &inidel
pokryvat celou vaginalni dutinu zavisi ve velké mife na typu pouZitého nosite. Typické

pfipravky nosi¢h zahrnuji gely, krémy, pény, &ipky, tampony a filmy.

Nejnoveji dostupné vaginlni pfipravky pouZivaji jako mikrobicid spermicid nonoxynol-9,
neiontové povrchove aktivni Cinidlo. P¥i zkoumani mimo Zivy organizmus nonoxynol-9
inaktivuje vyvinuté viry, napt. HSV, HIV a dalsi mikroorganizmy v&etng Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae. AvSak v (vahu pfichdzejici G&innost latky nonoxynol-9 viigi
HIV neni dosud zcela jasné stanovena a vysledky klinicky pokust jsou sporné. Nedavné tizené
pokusy, provadéné s 1292 HIV negativnimi Zenskymi sexuélnimi pracovnicemi v Kamerunu
ukazaly, ze pouZiti vaginalniho filmu s obsahem 70 mg latky nonoxynol-9 nesniZilo podet
novych infekei HIV, kapavky nebo chlamydie (Roddy a spolupr., 1998, N. Engl. J. Med,
339:504-510). Selbani filmu latky nonoxynol-9 pfi sniZzovani pfenosu plivodct infekce lze
pfipsat neiplnému pokryti celé oblasti vaginy/cervixu systémem dodavajicim 1ék nonoxynol-9
nebo vyskytem mukézni toxicity, podporujici infekci mikroorganizmil. Pro dramaticky nartist
poctu jedincii ve svét&, kteff jsou infikovani HIV, opary nebo dal$imi pohlavn& pfenasenymi
patogeny, existuje naléhavé potfeba vyvinou U&inné produkty a/nebo patfi¢né dodavaci systémy,
které mohou snizit pohlavni prenos téchto patogent pfi minimalnim mukéznim drazdéni a

minimalnim uéinku na vaginalni floru a pH.

Natrium-laurylsulfat (SLS ~ Sodium Lauryl Sulfate) je sulfatizované povrchové aktivni
Cinidlo, které denaturuje membranové proteiny patogent. Proto pisobi podvojné: jako detergent
a jako chaotropni &inidlo. S touto predstavou jsme vykonali pokusy vyhodnotit potencialni
mikrobicidni GCinek SLS na HSV a HIV. Nae po&ate&ni studie jasng ukézaly, e SLS
pozmeéiiuje pfi zkouméni mimo Zivy organizmus infek&nost obou virti. Zcela nedavno Howett a
kol. potvrdili nase nalezy, Ze SLS je rovnéZ silny inaktivator HSV-2 a HIV-1 (Antimicrob.
Agents Chemother. 43(2): 314-321, 1999). Kromé toho ukézali, Ze SLS je t&inny proti krali¢im,
hovézi a lidskym papilomavirim (nevyvinutym virGm) po kratkém oSetfeni nizkou koncentraci
tohoto produktu. Nicméné tento odkaz nepouduje o pouZiti nosiée pro dodéni tohoto
potencialntho mikrobicidu. Volba nosite je velmi dileZit4, protoze ovliviiuje koncentraci lékd,
které jsou k dispozici, trvani dostupnosti léku a stupefi pokryti sliznice pripravkem, COZ jsou

kliCové faktory pro poskytovéni ochrany proti invazivnim patogenim. Dalsi zajimavou kategorii
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bicidl pfichdzejicich v tvahu pro pouZiti jako mikrobicidy jsou mikrobialni adhezni
‘tory, napr. sulfatizované slouceniny, které blokuji interakce mezi receptorem hostitelské

- /amikrobem. Znamym ptikladem mikrobialnich adheznich inhibitort je dextransulfat
coz je polysulfatizovan)'/ cukr, ktery, jak se ukézalo pfi zkouméani mimo Zivy organizmus,

ije infekEnost HIV a skupiny oparovych virti.

Nedéavno jsme vyvinuli gelovy pripravek, ktery se aplikuje na vaginalni, cervikalni nebo
<talni sliznice a ktery je i¢inny pro prevenci pohlavné pfenasenych patogend. Jednim
1dym znakem tohoto gelového piipravku je jeho termoreverzibilita. Pfechod z kapalného
pii teploté mistnosti do gelovitého stavu pfi teploté t&la mé zékladni ddleZitost, protoze pii
:ni na drsné biologické povrchy, napfiklad na vaginalni nebo anorektalni epitel, musi gel
nout do nejmensich nepravidelnosti a tak tvofit dobrou fyzickou bariéru proti piivodctim
i. Gelovy piipravek ma nasledujici kli¢ové znaky, které jak FDA, tak i NIH povazuji za
1€: 1) je bezbarvy, bez zapachu, netvoli skvrny, ii) pokryva celou vaginu/cervix, proto se
v tekutém stavu, iii) je kompatibilni s latexovym kondomem, iv) odolava vymyvani
em vody, v) mé pH, které se podobé pH zdravé vaginy (pH 4,0 — 4,5), vi) uchovava si
svané reologické vlastnosti v podminkéach extrémniho horka a chladu a vii) neovliviiuje,

'umani mimo Zivy organizmus, normalni vaginalni floru, zejména Lactobacillus spp.

NaSe mezinarodni zvetejnéni (WO 97/42962) uvadi pouziti pripravkd, které se skladaji

ek vytvafejicich film, které jako takové jsou schopné tvofit fyzickou bariéru pro patogeny.
na vyhodné pro toto pouZiti jsou termoreverzibilni gely, napriklad poloxamery. Film

:jici pripravky dale obsahuji mikrobicidy, spermicidy nebo jakékoli dalsi léky, jejichz

se Iidi tim, jaké patogeny, organizmy nebo onemocnéni maji byt inaktivovany nebo
Pripravky jsou proto u¢inné jako fyzické a volitelnd jako chemick4 nebo farmakologicka
a rovnéz pouZitelné jako systém trvale uvoliujici 1éky na mist& podavani. Tyto pripravky

Ceny pro pouZiti pfi prevenci pohlavné pien4senych onemocnéni a rovnés pii lécbé

, rakoviny, zdnétu nebo jakékoli onemocnéni nebo stavu, ktery vyzaduje farmakologickou

Kromé toho toto zvefejnéni pouduje, Ze ptipravek snizuje toxicitu silnych
sidd/mikrobicidd, naptiklad latky nonoxynol-9. Avsak toto zverejnéni konkrétng

uje o pouZiti SLS jako chemické latky prichazejici v tvahu pro za¢lenéni do mistniho

ku.
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HSV-1 a HSV-2 jsou neurotropni viry, které infikuji v prvni fad& neuroektodermélni tkang,
v€etné kilize, periferni nervy a Gstfedni nervovy systém. Sliznice nebo povrch kiiZze jsou obvykle
misty primérni infekce. Recidivujici herpes labialis a herpes genitalis predstavuji nejobvyklej3i
klinické projevy spojené s infekcemi HSV-1 a HSV-2. Recidivy jsou spontanni, ale jsou spojeny
s fyzickym nebo citovym stresem, horegkou, vystavenim ultrafialovému zafeni, poskozenim
tkan€ a potlacenim imunity. A¢koli u jedincd s patfi¢nou imunitou jsou infekce HSV mirné
onemocnéni, tak pro pacienty, zejména s ¢astymi pfihodami, jsou obtizné. Pacienti ohro¥eni bud
imunologickou 1é¢bou nebo probihajicim onemocnénim maji zvysené riziko, ¥e se u nich vyvine
infekce HSV. U piijemcti ledvinovych nebo srdegnich transplantati je zvysen zavaznost
infekce. Kromé toho vypuknuti AIDS posililo u imunitng ohroZenych hostitel& vaZnost

klinickych onemocnéni HSV.

Soucasna dostupné mistni antivirova lé¢ba ma jenom omezenou u&innost zvla§ts proti
symptomaticky recidivujicimu oparu. Omezena i€innost t&chto mistnich pipravkd na Vyvoj
oparovych mukokutannich poskozeni je pfipisovana chabé schopnosti 1ékd pronikat do kiize.
Stratum corneum nebo rohovita vrstva predstavuje bariéru pro pronikani vétSiny latek do kiize.
Tato vrstva se sklada z korneocytli, uloZenych v dvouvrstvé lipidové matrici, ktera se sklada
z cholesterolu, volnych alifatickych kyselin a ceramid®. V ddsledku toho pouziti latek, které
zvySuji pronikani klizi, predstavuje pohodlnou strategii pro zvy$ovéani pronikéni pfipravku

mistniho léku do kizZe.

SLS je povrchove aktivni Einidlo, jehoZ vlastnosti je zvySovani pronikéani kGZi zvySenim
tekutosti epidermalnich lipidd. Viastnost SLS zvySovat pronikéni kéizi, kombinovana s jeho
schopnosti ménit virovou infek&nost cestou jeho detergentnich a chaotropnich vlastnosti, dale
zvySuje uginnost pipravkl mistnich 1ékd. Pro své chaotropni vlastnosti ma SLS kromé toho Sirsi

spektrum U&innosti néz jiny prosty detergent proti spermiim, bakteriim houbam a virfim.

Poloxamery jsou Siroce vyuzivané v getnjch farmaceutickych aplikacich a jejich netoxické
vlastnosti je ¢ini vhodnymi pro systémy trvalého dodavani Iéku. Poloxamery pfedstavuji vhodné
matrice pro dermatologické aplikace. P¥i nanaseni v kapalné forms poloxamery fakticky
umozZiuji lepsi pokryti povrchu pronikdnim do nejmengich nepravidelnosti sliznice a/nebo
pokoZzky. Kromé toho t€mito poloxamery vytvorené retikularni usporadani pisobi jako systém

trvalého uvoltiovani I€ku a tak prodluzuje paisobent 1&ku.




stata vynalezu

V souladu s pfedloZzenym vynélezem je prvnim pfedmétem poskytnout pfipravky, které se
laji z film vytvéfejici slozky, ktera se nanasi na povrch sliznice nebo kiize, vyhodng ve
€ gelu, krému nebo masti. Gelové pripravky jsou uréeny pro povlékani riznych typd

ice, naptiklad vaginy, cervixu, anorekta, oka, Gst, nosu nebo kize pro prevenci infekce
0 nenormalnich stavi sliznice a/nebo kii¥e. Kromé toho se gelové piipravky nanaseji

1€ do oka pro 1é&bu a/nebo prevenci infekci o&nich stavg. Vyhodné se pouZiva
rreverzibilni gel, ktery se nanese v tekuté formé, namaze na povrch a po dosaZeni teploty
hu téla vytvoli polotuhy povlak. Vyhodnéji se termoreverzibilni gel sklada

oxameru 407. Podobné polymery, naptiklad poloxaminy, jsou rovn&? pouzitelné. Shora

:né pripravky rovn&% obsahuji Cinidlo, které je schopno interferovat s bunéénou membranou
iizmi, obalovymi nebo kapsidovymi lipidovymi nebo proteinovymi slozkami v ciloyé

, tkéni nebo mikrobu. Shora uvedens kombinace film vytvafejici slozky a shora uvedeného

a poskytne pfipravky se zlepSenou G&innosti a sniZenou toxicitou,

Ve specifickém provedeni Je Cinidlo schopno interferovat s vazanim se mikrobialniho
10 proteinu na hostitelsky receptor. Ve specifiét&j$im provedeni je €inidlo mikrobialnj

ai inhibitor nebo je to detergent nebo chaotropni &inidlo, schopné rozrugovat integritu
1€ho mikrobialniho vngjsiho proteinu. V jest& specifitt&jsim provedeni mikrobialni
i inhibitor je dextran-sulfat; detergent se vybere ze skupiny, kter4 se sklad4 z natrium-

ulfatu, benzalkoniumchloridu, lauroylsarkosinu, polyoxyethylenovych alifatickych
Fivatd a polyoxyethylensorbitanovych alifatickych acylesterderivat(; a chaotropni ¢inidlo
‘um-laurylsulfat nebo guanidin. V nejspecifittéjsim provedeni je Cinidlem SLS, ktery je
*kym €inidlem pfichazejicim v Givahu pro pouZiti z diivodu jeho Cetnych vlastnosti jako
:nt a chaotropni &inidlo a predpokladany mikrobialni adhezni inhibitor. SLS samotny je
proti mikrobim. Uginnost SLS se dale zlepsi pfi zadlenéni do t&chto pfipravkd. Proto se

klada, %e SLS nebo jakykoli rovnocenny produkt je pouZitelny samostatn& nebo

inaci se shora uvedenymi film vytvarejici slozkou pro prevenci mikrobialni infekce. SLS

je samostatné nebo v kombinaci se shora uvedenymi pripravky v jakékoli vhodné

raci, vyhodné v koncentraci 0,1-25% (hmotnostnich/obj em) a vyhodngji v koncentraci

‘o (hmotnostnich/objem). Poloxamer 407 se pouZije v jakékoli vhodné kon

centraci,
¢ v koncentraci 5 - 50 %

(hmotnostnich/objem) a vyhodngji v koncentraci 15 — 35 %

'stnich/objem). Fyzikalni vlastnosti finalnich pripravki velice zavisi na léku, ktery se do
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nich zallenéni, na pH a rozpusténych latkach, pouzZitych pii ptipravé piipravkd a na viskozit&
poZadované pro dany Ucel. Shora uvedené pripravky dale obsahuji 1ék, ktery je u&inny pro
prevenci infekce a/nebo nenormalnich stavi sliznice nebo kiiZe. Vaginalni pfipravky predstavuji
fyzickou a chemickou bariéru nasledkem jejich film vytvaiejicich a mikrobialng rozrudujicich
slozek. Spoletné s tim, s u€innosti proti pivodcim infekce, jsou tyto pripravky rovnéz u&inné
pro prevenci té€hotenstvi. SLS v pfipravcich vyhodng nahradi nonoxynol-9. Pro pouZiti v tomto
pripravku prichazi v ivahu SLS, které ma $irsi spektrum aktivity mj. proti spermiim, obalenym a
neobalenym virim. Gel obsahuje 1€k, ktery je i&inny pro prevenci infekce a/nebo nenormalnich
stavii sliznice a/nebo klize. Pro Gi¢el tohoto vynalezu je vyraz ,,lék“ uréen pro pokryti jakéhokoli
antibakterialniho, baktericidniho, antivirového, chemoterapeutického, protizanétlivého,
protinadorového, imunomodulagniho a jakéhokoli jiného &inidla nebo jejich kombinace, které je
aCinné pro prevenci infekce sliznice a/nebo kize. Vyraz , 1€k se rovnéz tyka cytokind nebo
antigend, které povzbuzuji imunitni odezvu chranici proti infekci. Léky se zaéleni do nosici
léku, napfiklad geld, liposomd, mikro¢astic nebo cyklodextrin, jejich zapouzdieni ma za

nasledek zlepSenou prevenci infekce.

Dale je pfedmétem tohoto vynélezu poskytnuti specifického aplikatoru, ktery Ize pouzit
vaginalng€ a/nebo anorektaln€ pro dodavani mistnich pripravki pro 1é&bu a/nebo prevenci infekce
a/nebo nenormalnich stav sliznice. Aplikator se konstruuje rizngmi zplsoby tak, aby daval
stejné poZadované znaky, specifikované v podrobném popisu vynélezu. V podrobném popisu
jsou rovnéZ diskutovéany priklady nékolika rozdilngch navrhd, které jsou uréeny pro popis
nékolika obecnych konstrukénich moZnosti aplikatoru, ale v 24dném piipadé nejsou ureny pro
omezeni ramce tohoto dokumentu. DileZité je zminit, Ze kone&ny vzhled aplikatoru se mize ligit

od piikladd, které jsou zde uvedeny.

V dalSich vyhodnych provedenich se tyto pripravky pouZivaji pro 16&bu virovych
onemocnéni a dale obsahuji jako Iék antivirové &inidlo, napfiklad acyclovir nebo foscarnet nebo
jakakoli dalsi antimikrobialni &inidla, pouZitd samotna nebo v kombinaci, v jakékoli vhodné
koncentraci. V nejvyhodnéj$im provedenti se pripravek sklada z poloxameru 407 a obsahuje
foscarnet v koncentraCnim rozmezi od 0,5 do 5 % (hmotnostnich/objem). V daldim
nejvyhodnéjsim provedeni se pfipravek sklada z poloxameru 407 a obsahuje acyclovir
v koncentraCnim rozmezi od 0,5 do 5 % (hmotnostnich/objem). V jeits dalsim nejvyhodngjsim
provedeni se pfipravek sklada z poloxameru 407 a obsahuje SLS v koncentraénim rozmezi od

1 do 10 % a foscarnet nebo acyclovir ve shora uvedenych koncentracich.
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Rovnéz je pfedmétem tohoto vynalezu vyvinuti novych mistnich pfipravkd pro prevenci
e sliznice a/nebo kiiZe, zejména pohlavng prenafenych infekei a to jests zejména infekci
»ovanych HIV a opary. Mikrobicidy nebo jakykoli dalsi lék se zachyti do gelovych

vkl bud’ jako volné nebo zapouzdfené do nosi&t 1éku, napfiklad liposomd, mikro&astic
‘yklodextrind. Tyto mikrobicidni gely prodluzuji lokalni mikrobicidni aktivitu, vyluuji

drazdéni a snizuji systemické vedlejsi Gi€inky zaélen&nych aktivnich &inidel.

RovnéZ je pfedmétem vynalezu vyvinuti specifického aplikatoru pro vaginalni aplikace,
\moZituje rovnomérnou distribuci obsahu do celé vaginy (dodavani na stény) a na cervix
‘ani na predni stranu) pro maximalni ochranu pfed pohlavnim pienosem patogenu. Proto
avrhli specificky aplikator, ktery umoZiuje 360stupfiovou distribuci Jjeho obsahu do

a dale na cervix, coZ je velké zlepSeni ve srovnani s existujicimi obvyklymi vaginalnimi

ory, které dodéavaji obsahy jenom na ptedni stranu (jen do oblasti cervixu).

»al3im pfedmé&tem tohoto vynalezu je vyvinuti mistnich pripravki 1€kd, které zlepsi
st chemicky nebo farmakologicky aktivnich &inidel proti mukokutannim infekcim a
a proti infekcim HSV. ZlepSena u&innost 1éki po zatlenéni do vhodnych matric a/nebo
léku redukuje davkovaci interval a v diisledku toho zlepsuje jakost Zivota pacientq.
: Je pfedmétem tohoto vynalezu vyvinuti mistnich p¥ipravkd pro 1é¢bu aneb/ hojeni

1in a rovnéZ pro prevenci jejich potencialni infekce.
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Popis specifickych provedeni tohoto vynéalezu

Tento vynalez bude v dokumentu déle popsan odkazovanim na specificka provedeni a

pfiloZena vyobrazeni, jejichz ulelem je vynalez spi3e objasnit, nez omezit jeho ramec.

Struény popis vyobrazeni

Obr. 1 ukazuje infekEnost HSV-1 (kmen F) pro buiiky Vero po predoetfeni virt riznymi
koncentracemi SLS (panel A) nebo DS (panel B) po dobu 1 h pti 37 °C ( ® )nebo po ptidani
SLS nebo DS k virm bez predoSeteni ( o ). Plak tvofici jednotky (PFU - Plaque Forming
Units) jsou vyjadfeny jako procenta kontrolniho vzorku. Vysledky jsou + stfedni hodnota SD

Ctyf nezavislych pokusa.

Obr. 2 ukazuje G€innost riznych koncentraci SLS (panel A) nebo DS (panel B) na HSV-1
(kmen F) v buiikich Vero. Plak tvofici jednotky (PFU) jsou vyjadieny jako procenta kontrolniho
vzorku. Vysledky jsou + stfedni hodnota SD &tyf nezavislych pokusd.

Obr. 3 objastiuje vliv pfedoSetreni HIV-1 (kmen NL4-3) po dobu 1 h pii 37 °C 500 uM

SLS na jeho infek&nost pro buiiky 1G5. Hodnoty predstavuji + stfedni hodnotu SD t¥i stanoveni.

Obr. 4 ukazuje elektronicky mikrosnimek bungk Vero infikovanych virem HSV-1
(kmenem F), predoSetfovanym 1 h pfi 37 °C 50 uM SLS (panel B), 75 1M SLS (panel C) a
100 uM SLS (panel D). Butiky infikované virem HSV-1 (kmen F) v nepritomnosti SLS byly

pouzity jako kontrolni (panel A). Zvétseni je 70.000nasobné.

Obr. 5 ukazuje hodnoceni mnoZstvi glykoproteinu D HSV-1 (kmen F) pfedosetiovaného
po dobu 1 hpti 37 °C 12,5 pM SLS, 25 uM SLS, 50 uM SLS, 75 UM SLS a 100 uM SLS
v buiikach Vero. Jako kontrolni byly pouzity butiky infikované HSV-1 (kmen F) v EMEM + 2 %
FBS. Hodnoty jsou vyjadreny jako procenta hybridizace signalni intenzity ve srovnani

s kontrolnim vzorkem.
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Obr. 6 ukazuje Casovy pribéh piezivani mysi infikovanych intranazalng virem HSV-2
ien 22), predoSetfovanym po dobu 1 h pfi 37 °C 6,25 HMSLS ()25 uMSLS (0 )a
UM SLS (A ). Jako kontrolni ( o ) byly pouZity my$i, které byly infikovany neosetfenymi

. Vysledky jsou vyjadieny jako stfedni hodnota 8 zvitat na skupinu.

Obr. 7 ukazuje asovy priib&h st¥edniho bodového ohodnoceni 1ézi mysi infikovanych
1€ virem HSV-1 (kmen F), predoSetfovanym 1 h pfi 37 °C riznymi koncentracemi [6,25 uM
(®),25uMSLS (0)a 100 uM SLS ( A ) (panel A)] nebo riznymi koncentracemi
)M DS (@), 1nMDS (0)a 10 nMDS ( A ) (panel B)]. Jako kontrolni ( o ) byly
ity my§i, které byly infikovany neosetfenymi viry. Vysledky jsou vyjadfeny jako stfedni

10ta 6 zvifat na skupinu.

Obr. 8 ukazuje Easovy pribéh stiedniho bodového ohodnoceni lézi mysi infikovanych
1HSV-1 (kmen F) po predosetfeni mys poloxamerovym p¥ipravkem samotnym 5 min ( o)
1 h (A) pred infikovanim nebo poloxamerovym pfipravkem s obsahem 5 % SLS, rovnéz
1(®)nebo I h( A ) pted infikovanim. Jako kontrolni ( o) byly pouzity mysi, které nebyly

eny. Vysledky jsou vyjadfeny jako sttedni hodnota 6 zvifat na skupinu.

Obr. 9 ukazuje Casovy pribéh st¥edniho bodového ohodnoceni 1ézi (panel A) a preziti
| B) mysi infikovanych intravaginalng virem HSV-2 (kmen 333), predosetrenych gelem
tnym ( m, A, ® ) 5 min pred infikovanim. Jako kontrolni (o, 4, o) byly pouzity infikované

tfené my$i. Vysledky jsou stfedni hodnota 8 zvifat na skupinu.

Obr. 10 ukazuje Easovy pribéh preziti mysi infikovanych intravaginalng virem HSV-2
1333), pfedoSetfenych 2,5% SLS ( * ) nebo gelem + 2,5% SLS ('® )5 min pfed
vanim. Jako kontrolni (o) byly pouzity infikované neodetfené mySi. Vysledky jsou

‘eny jako stfedni hodnota 8 zvifat na skupinu.

Obr. 11 ukazuje asovy pribsh preZiti mysi infikovanych intravaginalng virem HSV-2
333), pfedosetienych gelem + 5% polyoxyethylen-40-stearatem ( o ), gelem + 5%

linem (o), gelem + 2,5% lauroylsarkosinem ( A ), gelem + 2,5% benzalkoniumchloridem
ebo gelem + 5% tween 80 ( 4 ) 5 min pfed infikovanim. Jako kontrolni (o) byly pouzity

sané neoSetfené mysi. Vysledky jsou stfedni hodnota 7 a% 10 zvitat na skupinu.
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Obr. 12A je celkovy pohled, objastiujici prvni provedeni aplikatoru podle hlediska tohoto

vynalezu.
Obr. 12B je pohled z boku, ukazujici rozméry v palcich aplikatoru z Obr. 12A.
Obr. 12C je rozloZeny pohled na slozky aplikatoru z Obr. 12A.

Obr. 12D je pohled, objastiujici podrobnosti vn&jsiho povrchu proximalniho konce vnitni

stény aplikatoru z Obr. 12A.

Obr. 13A je celkovy pohled, objasiiujici druhé provedeni aplikatoru podle hlediska tohoto

vynalezu.

Obr. 13B je pohled z boku, objasfiujici rozméry v palcich aplikatoru z Obr. 13A jak ve

vkladaci, tak 1 v ¢inné poloze.
Obr. 13C je rozloZeny pohled na slozky aplikatoru z Obr. 13A.

Obr. 14A je celkovy pohled na tieti provedeni aplikatoru podle hlediska tohoto vynélezu;

aplikator je vyobrazen ve vkladaci poloze.
Obr. 14B je celkovy pohled na aplikator z Obr. 14A, vyobrazeny v &inné poloze.

Obr. 14C je pohled z boku, objasiiujici vnitfni podrobnosti aplikatoru z Obr. 14A ve

vkladaci poloze.

Obr. 14D je pohled z boku, objasfiujici vnitini podrobnosti aplikatoru z Obr. 14A v &nné

poloze.
Obr. 15A je celkovy pohled na &tvrté provedeni aplikatoru podle hlediska tohoto vynalezu.
Obr. 15B je rozlozeny pohled na aplikator z Obr. 15A.

Obr. 15C je pohled z boku, objasfiujici vngjsi sténu aplikatoru z Obr. 15A, kde rozméry

jsou udany v palcich.
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Obr. 15D je pohled z boku na pist/zésobnik aplikatoru z Obr. I5A, kde rozméry jsou udany

v palcich.

Obr. 15E je pohled z boku v fezu na dil aplikatoru z Obr. 15A, objastiujici podrobnosti

uspofadani pist/zésobnik se zfetelem na vnitini a vng&jsi stény tala aplikatoru.

Obr. 16 ukazuje casovy priibéh stredniho bodového ohodnoceni 1ézi (panel A) a peziti
(panel B) bezsrstych myS$i infikovanych ko¥ng virem HSV-1 a oSetfenych mistng samotnym
poloxamerem ( m ), 0,5% foscarnetem ve vodném roztoku ( © ) nebo poloxamerem s obsahem
0,5 % foscarnetu ( ® ). Infikované neosetfené mysi byly pouZity ( o) jako kontrolni.

S oSetfovanim se bylo za&alo 24 h po infikovéni a opakovalo se tiikrat denng po 4 dny. Vysledky

Jsou vyjadreny jako stfedni hodnota 4 zvitat na skupinu.

Obr. 17 ukazuje Casovy pribéh sttedniho bodového ohodnoceni 1ézi (panel A) a preziti
(panel B) bezsrstych mysi infikovanych kozné virem HSV-1 (kmenF) a oSetfenych 24 h po
infikovant jedinou aplikaci bud’ poloxameru s obsahem 5 % acycloviry ('® ) nebo masti
Zovirax® (o ). Infikované neosettené mysi byly pouZity (o) jako kontrolni. Vysledky jsou

vyjadfeny jako stfedni hodnota 7 a3 10 zvifat na skupinu.

Obr. 18 ukazuje Casovy priib&h stiedniho bodového ohodnocent 1ézi (panel A) a preziti
(panel B) bezsrstych mysi infikovanych kozng virem HSV-1 (kmen F) a oSetfenych mistng
samotnym poloxamerem ( m ), poloxamerem s obsahem 5 % acycloviru ( ® ) nebo masti
Zovirax® ( 0 ). Infikované neosetiené mysi byly pouzity (o) jako kontrolni. S oSetfovanim se
zaCalo 5 dnd po infikovani a opakovalo se tfikrat denng po 4 dny. Vysledky jsou vyjadreny jako

stfedni hodnota 7 aZ 10 zvifat na skupinu.

Obr. 19 ukazuje distribuci foscarnetu (A, A )a acycloviru ( o, e )v koznj tkani
neinfikovanych (panely A, C, E) a infikovanych (panely B, D, F) mySi 24 h po mistni aplikaci
bud’ ve fosfatovém pufru (obrysové symboly) nebo v poloxameru (pIné symboly). Panely A a B
ukazuji distribuci foscarnetu a acycloviru v prouZcich stratum corneum, Panel).l C a D ukazuji
koncentraci foscarnetu a acycloviru v epidermis, zatimco panely E a F ukazuji koncentrac;
foscarnetu a acycloviru v dermis, Hodnoty jsou vyjadfeny jako sttedni hodnota 4 a3 6 zvifat na

skupinu.
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Obr. 20 ukazuje koncentraci acycloviru v plazmg neinfikovanych a infikovanych mysi 24 h
po mistni aplikaci bud’ ve fosfatovém pufru (obrysové sloupce grafu) nebo v poloxameru (plné

sloupce). Hodnoty jsou vyjadreny jako stfedni hodnota 4 aZ 6 zvifat na skupinu.

Obr. 21 ukazuje Easovy priibéh stfedniho bodového ohodnoceni 14z (panel A) a preziti
(panel B) bezsrstych mysi infikovanych kozng& virem HSV-1 (kmen F), oSetfenych samotnym
poloxamerem ( m ), poloxamerem s obsahem 3 % foscarnetu ( © ), poloxamerem s obsahem S %
SLS (‘e ) nebo poloxamerem s obsahem 3 % foscarnetu + 5 % SLS ( A ). Infikované neosetfené
mys3i byly pouZity ( 0 ) jako kontrolni. Vysledky jsou vyjadreny jako stfedni hodnota 5 zvifat na

skupinu.

Obr. 22 ukazuje citlivost HSV-1 (kmen F) na kombinace riznych koncentraci foscarnetu a

SLS v burikach Vero. Hodnoty jsou vyjadfeny jako stfedni hodnota = SD tii stanoveni.

Gelové pripravky

Poloxamer 407 je blokovy kopolymer polyoxyethylenu a polyoxypropylenu
v hmotnostnim poméru 7 : 3, s primé&rnou relativni molekulovou hmotnosti 12.500. Jednim
daleZitym znakem tohoto blokového kopolymeru je jeho schopnost tvofit termoreverzibilni gel.
Prechod z kapalného stavu pfi nizké teploté do gelového stavu pii teplots t&la (teplota fazového
prechodu Castedné zavisi na koncentraci gelu, iontové koncentraci a za&lengnych rozpusténych
latkach) umoZiiuje fadu zajimavych 16Zebnych aplikaci, véetné aplikaci mistnich. Tento znak ma
prvofadou dileZitost, protoZe pii mistnim aplikovani v kapalném stavu na sliznici must gelovy
pripravek umoZnit b&hem aplikace lepsi pronikani do nepravidelnosti kiZe a/nebo sliznice a delsi
pretrvavéni, jakmile gel doséhl teploty téla. JelikoZ nase gelové piipravky maji mimoradné
nizkou toxicitu a drazdivost, tak predstavuji pfitazlivé pojeti systémd pro mistni dodavani léku.
Podrobnosti pro piipravu gelovych pfipravkd jsou poskytnuty dale v tomto dokumentu. Tento
vynalez pokryva gelové pfipravky poloxameru 407 jakékoli vhodné koncentrace a zejména
koncentraci mezi 10 a 35 % hmotnostnimi/objem. Tento vynalez rovnés pokryva jakoukoli dalsi
film vytvarejici slozku, gel, krém, mast nebo termoreverzibilni latku véetns jinych poloxamerd,

poloxaminl nebo chemikalii.
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Léky

Do ramce tohoto vynalezu spada jakykoli antimikrobialni, baktericidni, antivirovy,
chemoterapeuticky, protizanétlivy, protinadorovy, imunomodulaéni 1ék nebo jejich kombinace,
ktery je i€inny pro prevenci nebo lécbu infekce a/nebo nenormalnich stavii sliznice a/nebo kize,
zplisobenych jakymkoli patogenem a/nebo jakymkoli onemocnénim. V ramci tohoto vynalezu
jsou rovnéz jakykoli detergent, ktery je schopen rozrusit membranu patogent, jakékoli ¢inidlo
zvySujici pronikéani kiZzi, které zvySuje pronikani 16kt a/nebo nosi¢d 16kd do sliznice a/nebo
kiize, jakykoli mikrobialni adsorp¢ni inhibitor, zabratiujici patogenim ve vstupu do cilové
buriky, jakykoli cytokin nebo antigen, schopny podpofit imunitni odezvu, které by chranily proti
infekci patogeny. Tento vynélez rovnéz pokryva jakoukoli kombinaci mistnich pfipravkd a/nebo

1éka.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklady tykajici se naich gelovych piipravkt pro prevenci infekce

Nasledujici piiklady jsou urCeny pro ukazani pfipravy gelovych ptipravki, které jsou
ucinné pro prevenci infekce a/nebo nenormalnich stavi sliznice a/nebo kiize, zptisobenych
jakymkoli patogenem a/nebo onemocnénim, ale v Zadném piipad& nejsou uréeny jako omezujici

ramec tohoto vynalezu.

Piiprava gelovych piipravkd

Gelové pfipravky se pripravi pfidanim pfisluiného objemu destilované vody, pufru nebo
jakéhokoli vhodného vodného roztoku do poloxameru 407, aby se ziskala poZadovana
koncentrace. Potom se pfida pfisluSné mnozstvi 1éki do pragku nebo roztoku poloxameru, aby se
docilila pozadovana koncentrace. Hodnota pH gelového pfipravku se nastavi tak, aby
vyhovovala poZadavkim doty¢né cilové tkang, ktera ma byt témito piipravky pokryta. Napiiklad
ma-li se pripravek pouZit pro povledeni vaginélni sliznice, tak se pouZije kysely roztok
s pH 4,0 - 4,5. Procento polymeru se nastavi tak, aby se ziskala odpovidajici teplota prechodu
z kapalného do tuhého stavu. Tato nastaveni jsou v mezich znalosti a schopnosti zkuSeného

odbornika.
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Ackoli popis tohoto vynalezu je omezen na specifické ptipady, jsou jakékoli film
vytvarejici slozky a/nebo 1éky a/nebo liposomy (nebo jiné nosice 1ékii) nebo jakékoli kombinace
shora uvedenych materiali povaZzovany za potencialné pfichazejici v tivahu pro vyvoj téchto
mistnich pfipravkd a jsou v ramci tohoto vynalezu. Piipravky rovn&z zahrnuji jakoukoli film
vytvarejici slozku a/nebo Iék a/nebo liposomy (nebo jiné noside 1ékii) nebo jakékoli kombinace

téchto produktli v jakékoli vhodné koncentraci.

Infek&nost oparovych virl pfedosetfenych SLS nebo DS pfi zkouméni mimo Zivy organizmus

Vyhodnocovén byl i¢inek pfedosetieni riznych kment oparovych vird latkami SLS nebo
DS na jejich virovou infek&nost pro choulostivé buriky. Ve struénosti: buiiky byly rozotkovény
do dvacetiCtyfjamkovych ploten (Costar, Montreal, QC, Kanada). Pfed infikovanim byl vir bud’
suspendovan do kulturniho média nebo do fosfatové pufrované solanky (PBS — Phosphate
Buffered Saline) nebo byl inkubovan 1 h p¥i 37 °C s riznymi koncentracemi SLS v PBS. P#i
splyvani byly buiiky inkubovany s virovymi suspenzemi odstfed’ovanim ploten (750 x g po dobu
45 min pfi 20 °C), aby se umoZnila adsorpce virli. Viry byly odstranény a listy bun&k potom byly
ptekryty 0,5 ml 0,6% agar6zového piipravku Seaplaque (Marine Colloids, Rockland, MA,
USA), pfipravenym v piislusném kulturnim médiu. Plotny byly inkubovany 2 dny pii 37 °C.
Potom byly butiky 20 min fixovany v 10% formaldehydu v PBS, byly promyty deionizovanou
vodou a zbarveny 0,05% methylenovou modii. Virova infekénost byla vyhodnocovana

stanovenim plak tvoficich jednotek (PFU — Plaque Forming Units).

Tabulka 1 ukazuje, Ze pfedoSetfeni riznych kment HSV-1 a HSV-2 latkou SLS po dobu
1 h pii37 °C sniZuje, zpisobem zavislym na koncentraci, jejich infek&nost pro buiiky Vero.
Infekénost HSV-1 (kmen F) byla sniZena na 21 %, kdyz byly virové &astice predosetfeny 25 uM
SLS. InfekEnosti v§ech kmenti HSV-2 byly mezi 50 a 70 % po preinkubaci s 25 uM SLS. Uplna
ztrata infekénosti vech zkousenych kmeni byla docilena po predosetteni vird 50 uM SLS.
Preinkubace bun€k Vero po dobu 1 h pi 37 °C s koncentracemi SLS v rozmezi od 6,25 do
100 pM pred jejich infikovanim HSV-1 (kmen F) neméla za nasledek ztraty infek&nosti viru

(4daje neuvedeny). Tyto vysledky naznauji, ze SLS puisobi pfimo na vir a nikoli na buriky.




Tabulka 1:  Infek&nost n€kterych kmend HSV-1 a HSV-2, pfedosetienych 1 h pti 37 °C

raznymi koncentracemi SLS

PFU (% kontrolniho vzorku) pro

Koncentrace SLS HSV-1 HSV-2 HSV-2 HSV-2 HSV-2
(LM) (F)* (333)* (22) (6)° (15589)°
6,25 10,1 £7,0 102,9+235 128,0+£18,5 1053+12,4 10874222
12,5 7924364 1154+170 103,4+149 8214407 1151+17,5
25 21,2+180  729+91  63,8+£119 51,1+£30,1 59,0+ 240
50 0 0 0 0 0
* kmen divokého typu

® kmen odolny vii& acycloviru

¢ kmen odolny vii&i foscarnetu

Obr. 1 ukazuje vliv pfedoSetfeni HSV-1 (kmen F) riznymi koncentracemi SLS a DS na
jeho infek&nost pro butiky Vero. Jestlize byl SLS pfidan k butikAm Vero hned po jejich
infikovani, byla ztrata virové infekénosti méné dramaticka ve srovnani s infekénosti, ktera se
docilila virem predoSetfovanym 1 h pfi 37 °C stejnymi koncentracemi SLS. Po predosetieni byla
pozorovana ztrata 50 % virové infekEnosti pfi koncentraci 20 uM ve srovnani se 75 pM, jestlize
vir nebyl piedoSetfen. Kromé toho, atkoli Giplné potladeni virové infek&nosti bylo docileno po
preinkubaci 50 uM SLS, potlaceni bez pfedosetieni nebylo plné ani pfi 100 pM. Podobng,
piedoetfeni HSV-2 (kmen 333) latkou SLS rovnéZ ovlivnilo infek&nost tohoto kmenu (Gdaje
neuvedeny). Naproti tomu DS sniZuje infek&nost viru nezavisle na tom, zda vir byl predogetfen
latkou DS. V tomto pfipadé byla pozorovana ztrata 50 % virové infek&nosti pii koncentraci

I nM.

S pouZitim zkousky MTS byla rovnéz zkousena Zivotaschopnost bunék Vero, vystavenych
po dobu 1 h pii 37 °C koncentracim SLS nebo DS, podobnych koncentracim, které byly pouzity
v Obr. 1 av Tabulce 1. V mezich pouZitych koncentraci nebyly prokézany Zadné znaky

Skodlivosti pro butiky (idaje neuvedeny).
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Obr. 2 ukazuje G¢innost raznych koncentraci SLS (panel A) nebo DS (panel B) viici
HSV-1 (kmen F) v bunkéach Vero. Stru€né: buriky byly 2 h pfi 37 °C infikovany virem. Potom
byla z povrchu odstranéna kapalina a butiky byly pfekryty 0,5 ml EMEM + 2 % FBS s obsahem
0,6 % agardzového pfipravku Seaplaque a SLS nebo DS v poZadované koncentraci. Potom byly
2 dny plotny inkubovény pfi 37 °C v atmosfére 5 % CO,. Buiiky byly 20 min fixovany 10%
formaldehydem v PBS, promyty deionizovanou vodou a obarveny 0,05% methylenovou modii.
Virové infek&nost byla vyhodnocovéna stanovenim PFU. Vysledky ukazuji, Ze jak SLS, tak i DS
snizuje zplisobem zavisejicim na koncentraci virovou replikaci podobnym zptisobem s tplnou
ucinnosti pfi 100 pM pro SLS, respektive 20 nM pro DS. Bez vazani se na jakykoli
mechanizmus shora uvedené vysledky naznacuji, ze SLS ma mikrobialné adheznég inhibiéni

ucinek.
- InfekEnost HIV-1 predosetfencho latkou SLS, pfi zkoumani mimo Zivy organizmus

Rovnéz byl vyhodnocovan vliv predoSetfeni HIV-1 (kmen NL4-3) latkou SLS na jeho
infek¢nost pro butiky 1G5, derivat Jurkat E6-1, ktery v sobé skryva dvé pevné integrované
konstrukce vytvoiené z luciferdzového genu pod vlivem HIV-1sL TR. Ve struénosti: pred
infikovanim byl vir 1 h pfi 37 °C inkubovan bud’ s kulturnim médiem nebo s 500 pM SLS.
Potom byly buiiky (1 x 10° bunék/jamku) 2 h pii 37 °C inkubovany v atmosfére 5 % CO,

s HIV-1 kmenem NL4-3 (10 ng p24). Potom byly buriky promyty, zp&tné suspendovany do
200 pluplného kulturniho média a preneseny do devadesatiSestijamkovych ploten s plochymi
dny pro tkafiové kultury (Microtest III, Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA). Po
Ctyficetiosmihodinové inkubovani dobé pii 37 °C byly butiky lyzovany, podrobeny cyklu
mrznuti a tani a aktivita luciferazy byla sledovana s pouzZitim mikroplotnového luminometru
(MLX; Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA). Vysledky z tohoto souboru zkousek jasné
ukazuji, Ze predoSetfeni HIV-1 (kmen NL4-3) 500 pM SLS po dobu 1 h pfi 37 °C téméf zcela
potlailo infek¢nost HIV-1 pro buniky 1GS5. (Obr. 3).
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Elektronova mikroskopie bunék Vero infikovanych virem HSV-1 (kmen F), pfedosetfenym SLS

S pouZitim elektronové mikroskopie byl v butikach Vero vyhodnocovan vyskyt viru
HSV-1 (kmen F), pfedoSetfovaného po dobu 1 h pfi 37 °C riznymi koncentracemi SLS (50, 75 a
100 uM). Ve strunosti: buriky (80 — 90 % splyvani) byly 48 h pfi 37 °C v atmosféte S % CO,
infikovany virem (pfiblizn€ 70 PFU/ml ve 14 ml). Buiky byly seSkrabany z misek a zp&tn&
suspendovany do kulturniho média. Busiky byly odstfedény (515 x g, 10 min pfi 4 °C) a kapalina
nad sedlinou byla dekantovana a buiiky byly zpétné suspendovany do pfiblizn& 500 pl média.
Buriky byly pieneseny do eppendorfské trubice a byly odstfedény (10.000 « g, 5 min pfi 4 °C).
Hrudky byly zpétn€ suspendovany do pfiblizng 200 pl 20% albuminu z hovéziho séra (BSA —
Bovine Serum Albumin). Ke smési bylo pfidano nekolik kapek 25% glutaraldehydu a vzorky
byly hned vloZeny do ledové lazn€, aby se umoznila polymerace BSA. Hrudky byly potom
roziezany na 1mm® vzorky, které byly potom 1 h fixovany ve 2% glutaraldehydu v PBS, v 1%
OsO4 v PBS 1 h a potom 30 min v 0,1% kyseling taninové v PBS. Vzorky byly 3krat
proplachnuty v PBS s 5 minutami mezi kazdym krokem. Vzorky byly 30 min barveny 2%
uranylacetatem v 10% ethanolu. Vzorky byly dehydratovany a béznym postupem uloZeny do
Eponu. Rezy (o tloust'ce piiblizng 75 nm) byly upevnény na médénou miizku (200 mes). Vzorky
byly obarveny uranylacetatem, kontrastné zbarveny citranem olova a pozorovany pod

elektronovym mikroskopem JEOL 1010 (JEOL Canada Inc., St-Hubert, QC, Kanada).

Obr. 4 (panel A) ukazuje normalni vyskyt viru v jadru bunék Vero. Virové &astice se
skladaly z kapsidu hexagonalniho tvaru a obsahujiciho elektronové husté jadro DNA
V cytoplazmé vétSiny bunek byly rovnéZ nalezeny Gplné virové &astice, tvotené obalem
obklopenym nukleokapsidem. V buiikdch Vero, infikovanych viry pfedosetienymi 50 pM SLS
(panel B), 75 pM SLS (panel C) a 100 (panel D) uM SLS byly izolovany virové &astice z jader,
nikoli vSak z cytoplazmy. V jadrech nebyly pozorovany zadné zralé nukleokapsidy, ale virové
Castice byly tvofeny kapsidy s obsahem nespojitého nahromadéni elektronové hustého materialu.
PoCet prazdnych kapsidi, nalezenych v jadrech bungk infikovanych virem ptedosetienym SLS,
se sniZuje se zvySujicimi se koncentracemi léku pouzZitého pro predosetieni. V burikach
infikovanych viry piedoSetfenymi 100 uM SLS bylo v jadrech zjisténo jen ndkolik bundk
s prazdnymi kapsidy. Shrnuto: tyto vysledky vysvétluji ztratu infek&nosti oparovych viri

v pfitomnosti SLS.



Stanoveni mnoZstvi glykoproteinového D genu HSV

Pro stanoveni pfitomnosti virové DNA v infikovanych buiikach bylo rovn&Z na butikach
Vero vyhodnocovano mnoZstvi glykoproteinového D genu HSV-1 (kmen F) po pfedosetieni
latkou SLS. Ve struénosti: HSV-1 (kmen F) byl 1 h pfi 37 °C pfedoSetfovan riznymi
koncentracemi SLS (12,5, 25, 50, 75 a 100 uM) v EMEM + 2 % FBS. Buiiky Vero (80 — 90 %
splyvani) byly 48 h pfi 37 °C v atmosféfe 5 % CO, infikovény virem (100 PFU/ml ve 20 ml).
Kulturni médium bylo odstranéno a povlak bunék byl dvakrat promyt ptipravkem 1X HBSS.
Buiiky byly seSkrabany z misek a znovu suspendovany do EMEM + 2 % FBS. Veskerda DNA
byla extrahovéana standardnim fenol/chloroformovym postupem. MnoZstvi celkové DNA bylo
stanoveno s pouZitim Burtonova postupu. Pro tuto studii pouZity vzorek odpovida &sti
glykoproteinu D HSV-2 (kmen 333), vytvofeného pomoci PCR s pouzitim nasledujicich
primert:

P1 (5"-GCCACCATGGGGCGTTTGACC-3") a

P2 (5-AAACTCAGTTATCTAGTCCTCGGGGTC-3")
a byl oznagkovan [**P] nahodnym znadenim. Hybridizace byla provadéna pii 65 °C v 0,25 M
Na;HPO, (pH 6,8 s kyselinou orthofosfore¢nou) a 7% SDS. Promyti bylo provedeno ve 40 nM
Na;HPO, (pH 6,8 s kyselinou orthofosforeénou) a 1% SDS po dobu 20 min pfi 65 °C a naslednd
po dobu 20 min pii 25 °C.

Obr. 5 (panel A) ukazuje hodnoceni mnozstvi glykoproteinového D genu HSV-1 (kmen F)
predoSetieného riznymi koncentracemi latky SLS v buiikach Vero. Po &tyficetiosmihodinové
inkubaci byly buiiky zachyceny a extrahovana byla veskera DNA. Panel A ukazuje podily Bg/lI-
fragmentované DNA (325 ng), nanesené na 0,8% agar6zovy gel, prenesené na nylonovou
membranu a hybridizované glykoproteinovou D sondou. Panel B ukazuje kvantitativni méfeni
hladin HSV-1 DNA, ziskanych skanovaci denzitometrii autoradiogramu piistrojem
Alphalmager. Zadné velké zmény obsahu glykoproteinového D genu viru v buiikach
infikovanych HSV-1 (kmen F), pfedoSetienych 12,5 uM SLS, 25 uM SLS a 50 uM SLS, nebyly
pf1 srovnani s kontrolnim vzorkem pozorovany. Kvantitativni m&feni hladin DNA HSV-1,
ziskanych skanovaci denzitometrii autoradiogramu (panel B) byla podobna. Nicméng kdyZ byl
vir pfedoSetfen vy$Simi koncentracemi SLS (75 uM a 100 pM), bylo pozorovano vyrazné
sniZeni obsahu glykoproteinového D genu se sniZenim hladin DNA na 65,1 %, respektive 34,9 %

kontrolnich hodnot. Tyto idaje nazna&uji, Ze SLS je interferuje s dozravanim virovych
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nukleokapsidti bud” sniZenim jejich rychlosti dozravani nebo interferovanim se zakapsidovanim

DNA do kapsidové slupky.

Zkoumani infekEnosti oparovych virli, pfedoSetrenych latkou SLS, na Zivém organizmu

(intranzalni model)

Utinek predoetfeni HSV-2 (kmen 22) latkou SLS na virovou infeké&nost byl rovnéz
vyhodnocovéan na myS§im infek&nim intranazalnim modelu. Ve struénosti: v této studii byly
pouzivany 4 tydny staré samice mysi Balb/c (Charles River Breeding Laboratories Inc.,
St-Constant, QC, Kanada). Pfed infikovanim byl HSV-2 (kmen 22) inkubovan 1 h pii 37 °C
s PBS nebo s riznymi koncentracemi SLS (6,25 pM, 25 uM nebo 100 uM) pro dosaZzeni
konecné virového inokula o 2000 PFU/20 pl. Mysi byly slabé narkotizovany pouZitim piipravku
Aerrane® (Isolflurane, USP; Jansens, North York, On, Kanada) a virova suspenze (celkovy
objem 20 pl) byla aplikovana do levé nosni dirky mysi. Potom byly my$i vraceny do kleci a

denné bylo vyhodnocovano prezivani.

Obr. 6 ukazuje, ze vSechny mysi, infikované neoSetfenym virem, poSly na encefalitidu
mezi 9. a 11. dnem. Na rozdil od toho 67 % mysi, infikovanych virovym inokulem
piedoSetienym 6,25 pM SLS a 25 uM SLS, infekci prezilo. Zvlastni vyznam ma to, Ze viechny
mysi, infikované virovou suspenzi pfedoSetfenou 100 pM SLS, infekei piezZily a nevykazovaly

zadné ptiznaky nemoci.

Zkoumani infek&nosti oparovych virli, pfedoSetfenych SLS nebo DS, na Zivém organizmu (koZni

model)

Utinek predodetieni HSV-1 (kmen F) latkou SLS na virovou infekénost byl rovnéz
vyhodnocovan na modelu mysi koZzni infekce. V této studii byly pouZivany 5 az 6 tydni staré
samice bezsrstych mysi (SKH1; Charles River Breeding Laboratories Inc., St- Constant, QC,
Kanada). Pfed infikovanim byl HSV-1 (kmen F) 1 h pti 37 °C inkubovén s PBS, se 6,25 uM
SLS, 25 uM SLS nebo 100 uM SLS nebo s 0,25 nM DS, 1 nM DS nebo 10 nM DS pro ziskani
virového inokula o 3 x 10° PFU/50 pl. Mysi byly narkotizovéany intraperitonealni injekci smési
obsahujici 70 mg/kg ketaminhydrochloridu (injekce Rogarsetic® USP; Rogar/STB Inc.,
Montreal, QC, Kanada) a 11,5 mg/kg xylazinu (Rompun®; Miles Canada Inc., Etobicoke, ON,
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Kanada). Virus byl naoCkovan na lateralni stranu téla v levé bederni kozni oblasti. Kiize byla
Sestkrat Skrabnuta zkiizenymi Carami svisle drzenou jehlou kalibru 27. Virova suspenze (50 pl)
byla nanesena na poSkrabanou oblast a zatirana 10 aZ 15 sekund aplikatorem s bavlnénou
§pi¢kou, nasycenou roztoky EMEM + 2 % FBS nebo SLS nebo DS. PoSkrébana oblast byla
chranéna pol§tafkem na kufi oka, ktery byl na t€lech mysi pfidrzovan chirurgickou paskou.
Pérovita vnitini sténa otvoru v polstarku na kufi oka byla pied pouzitim impregnovana tkanovym
lepidlem, aby se zabranilo absorpci 1éku. Otvor polstarku na kufi oka byl rovnéz uzavien

chirurgickou paskou. Potom byly mysi vraceny do kleci a dvakrat denn€ byly pozorovany.

Obr. 7 ukazuje Casovy vyvoj stiedniho bodového ohodnoceni 1€ézi bezsrstych mysi, koZzné
infikovanych HSV-1 (kmen F), pfedbézné 1 h pii 37 °C oSetfovanym riznymi koncentracemi
SLS nebo DS. Vyhodnoceni bodového ohodnoceni 1ézi bylo provadéno podle kriteria, které je
uvedeno v Tabulce . U infikovanych neoSetienych mysi béhem prvnich ¢tyfech dnt po
infikovani nebyly viditelné Zadné chorobné pfiznaky kozni infekce a zlistavala patrna jenom
poskrabana oblast. Paty den se u nekterych my$i pocaly objevovat oparové léze kiize ve formé
malych puchyrkd, vzdalenych od mista ockovani. Sesty den se u téméf viech neofetfenych mysi
vyvinula oparova 1éze kiZze infikovaného dermatomu ve forme 4 az 5 mm Sirokého pruhu,
probihajiciho od patere k bfisni stfedové cafe, podobajiciho se infekci pasovym oparem.
Maximalni stiedni bodové ohodnoceni 1ézi bylo pozorovano osmy den. Stfedni bodové
ohodnoceni 1ézi potom u nékterych my$i od 11. do 15. dne nasledkem Zivelného stupu koznich
1ézi klesalo. Mys$i infikované virem, predoSetienym 6,25 uM SLS a 25 uM SLS, nevykazovaly
vyznamné sniZeni stfedniho bodového ohodnoceni 1ézi. Av§ak mysi infikované virem,
piedoSetfenym 100 uM SLS nevykazovaly Zadny priznak koZnich lézi. Zakladni dtlezitost ma
poznatek, Ze vSechny my$i, infikované virem piedoSetienym 100 pM SLS, infekci prezily (Gdaje
se neuvadeji). Naproti tomu mysi infikované virem piedoSetfenym 0,25 nM DS, vykazovaly
Castetné snizeni stfedniho bodového ohodnoceni 1€zi, zatim co my$i infikované virem
predoSetienym bud’ 1 nM DS nebo 10 nM DS vykazovaly lepsi ochranu proti vyvoji oparovych

1ézi.
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Tabulka2:  Kritéria pouZita pro vyhodnoceni oparovych koZnich 1ézi
Bodové
ohodnoceni Vzhled 1ézi
0 Zadna viditelna infekce
1 Infekce viditelna jenom na misté oCkovani, oblast poSkrabani
2 Infekce jenom na mist& ockovani, s otokem, strupem a zarudnutim kiize
3 Infekce na mist& o€kovani s nespojitymi lézemi, vytvaiejicimi se dale od
oc¢kovaciho mista
4 Exantém viditelny na poloviné téla, ale jesté nesplyvajici
5 Exantém splyvajici, ale jest& nikoli nekrdzni nebo zviedovatély
6 Uplny exantém s nekrézou nebo zviedovaténim, paralyza zadnich koncetin,

nadmuti biicha, smrt

Profylakticky G¢inek poloxamerovych piipravki obsahujicich nebo neobsahujicich SLS,

zkoumany na Zivém organizmu (koZni model)

Rovnéz byla vyhodnocovana G€innost poloxameru samotného a poloxameru s obsahem
5 % SLS pro zabran&ni vyvoje koZnich 1ézi u mysi. V této studii byly pouzity samice bezsrstych
mysi (staré 5 - 6 tydnd). Ve struénosti: my$i byly narkotizovany intraperitonealni injekci smést
obsahujici 70 mg/kg ketaminhydrochloridu a 11,5 mg/kg xylazinu. Pfipravky byly naneseny
mistné na lateralni stranu téla v levé bederni koZni oblasti. Pét minut a 1 hodinu po naneseni byla
jedna kapka inokula (3,15 « 10° PFU/ml) nanesena na kiiZi a poskrabani bylo provedeno jehlou
27G sem a tam v kapce, aby byla napodobena nehoda, ktera se mize pfihodit zdravotnikiim.
V tomto modelu musi byt virové inokulum vyssi, aby se ziskal Gplny exantém formy pasového
oparu u téméf vech my$i. AvSak imrtnost spojena s infekci byla nizka a nebyla pouZitelna jako
kritérium pro vyhodnoceni u¢innosti oSetfeni. PoSkrabana oblast byla chrdnéna polStéfkem na
kufi oka, ktery byl na télech mysi pfidrZovan chirurgickou paskou. Otvor polStaiku na kuri oka
byl rovnéZ uzavien chirurgickou paskou. Potom byly mysSi vraceny do kleci a byly dvakrat denné

pozorovany.
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Obr. 8 ukazuje Casovy vyvoj stiedniho bodového ohodnoceni 1€zi infikovanych a
neoSetienych mys$i a mysi pfedoSetienych poloxamerem samotnym nebo poloxamerem
s obsahem 5 % SLS 5 minut nebo 1 h pfed jejich kozni infekci HSV-1 (kmen F). Vysledky
ukazuji, ze predoSetreni mySi gelem samotnym 5 minut nebo 1 h pfed infekci poskytovalo jenom
skromnou ochranu proti vyvoji koZnich 1ézi. NejduleZit&j$i zajimavosti je to, Ze u mysi
piedoSetfenych jak 5 minut, tak i 1 h poloxamerem s obsahem 5 % SLS byla pozorovana uplna
ochrana proti koznim lézim. Tyto vysledky ukazuji velké moznosti nasich pfipravki jako
profylakticky pristup pro zabranéni infekci patogeny. Tento nastroj fakticky chrani proti nahodné

infekci zdravotnika.

Utinnost gelovych pripravkd pfi ochrang proti infekci zpisobené oparovymi viry, zkoumana na

Zivém organizmu (intravaginalni model)

Utinnost gelovych piipravki pro prevenci genitalniho prenosu HSV-2 byla
vyhodnocovana na mysim intravaginalnim infek¢nim modelu. Ve stru¢nosti: pro tuto studii byly
pouzity samice mysi Balb/c 4 tydny staré. Pro zvySeni nachylnosti my$i na opar byl kazdé mysi
podan subkutanné progesteron (Depo-Provera) v mnozstvi 2,5 mg sedm dni pied a jeden den
pfed naotkovanim HSV-2. Narkotizované mysi byly naoékovany 5 pl 2,4 « 10’ PFU/ml HSV-2
(kmen 333) po vytfeni vaginy kalcium-alginatem na tence zaSpicaténém tamponu. Pro stanovené
ucinnosti gelovych piipravkt v blokovani oparové infekce bylo 15 pl gelu dodano pi¢kou
pipety do vaginy n&kolik minut pted oékovanim. Spickou pipety bylo pohybovano &tyfikrat tam
a ven pro simulovani pohybové akce pii pohlavnim styku, pfiCemz bylo dbano, aby nebylo

zpusobeno krvéceni.

Obr. 9 ukazuje stfedni bodové ohodnoceni 1ézi a pomér preziti infikovanych neoSetfenych
myS$i a my$i pfedoSetfenych intravaginalné gelem samotnym pred infekci HSV-2 (kmen 333).
Ctyti dny po infikovani vykazovala infikovana neoSetfena zvifata edém a zdervenani a za 6 a2
12 dni vétSina z nich posla na encefalitidu. Zékladni vyznam ma to, Ze vSechny mysi oSetfené
samotnym gelem infekci pfezily a do 16 dnt po infikovani nevykazovaly Zadné pfiznaky

onemocnéni. Pfitomnost samotného gelu proto infekci HSV-2 rusi.

Obr. 10 ukazuje pomér pieZiti infikovanych neoSetfenych mysi a mysi piedoSetfenych
intravaginalné 2,5% SLS nebo gelem s obsahem 2,5 % SLS pted infikovanim HSV-2

(kmenem 333). Ctyfi dni po infikovani vykazovala infikovana neoSetfen 4 zvitata perinealni
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edém a z&ervenani a za 6 az 12 dni vétSina z nich posla na encefalitidu. Zakladni vyznam ma to,
e viechny my$i oSetfené bud’ 2,5% SLS samotnym nebo gelem s obsahem 2,5 % SLS infekci
prezily a do 16 dni po infikovani nevykazovaly Zadné piiznaky onemocnéni. Shrnuto: tyto
vysledky jasné€ naznaduji, Ze pouziti naSeho gelového piipravku pfedstavuje inovativni
preventivni opatfeni pro sniZzeni pohlavniho pfenosu oparu, HIV a dalSich patogen, které

fz‘pflsobuji STD.

Obr. 11 ukazuje pomér preziti infikovanych neoSetfenych mysi a mysi pfedbézné
intravaginalné oSetfenych gelem obsahujicim riizné slouceniny pfed infikovanim HSV-2
(kmen 333). Tyto slou¢eniny byly vybrany tak, aby zastupovaly dalsi sulfatizované a
nesulfatizované sloudeniny, které nemaji detergentni vlastnosti. Rovn€Zz zastupuji rizné iontové
(aniontové a kationtové) a neiontové slouceniny. Tento vySetfovaci pfistup byl urCen pro
nalezeni dalSich potencialnich latek, pfichazejicich v ivahu jako mikrobicidy. Vysledky ukézaly,
7e gelové piipravky s obsahem 2,5 % lauroylsarkosinu poskytovaly uplnou ochranu pied infekci
(100% pieZitl). Na druhou stranu gelové pfipravky s obsahem 2,5 % benzalkoniumchloridu, 5 %
polyoxyethylen-40-stearatu a 5 % guanidinu davaly 60%, resp. 60% a 30% pfeziti. NaSe
pfipravné vysledky ukazaly, Ze lauroylsarkosin ma dobry potencial, aby byl vzat v ivahu jako
mikrobicid, coZ nyni zkoumame. Nicméné dalsi slouCeniny, napfiklad benzalkoniumchlorid,
polyoxyethylen-40-stearat a guanidin, ktera prokazaly ¢asteCny mikrobicidni potencial, lze
rovnéZ vyuzit pii optimalizaci jejich koncentrace pro lepsi u€innost. Alternativné mohou
kombinace t&chto slou€enin, pokud jsou kompatibilni, poskytnout optimalni i¢innost. Bez
vézani se na jakoukoli teorii lze pfedpovidat, Ze kombinace detergentu s chaotropnim ¢inidlem
zajisti uCinnost stejné tak dobrou nebo lepsi nez SLS. Toto jsou specifické ptiklady potencialnich

mikrobicidl, ale v zadném ptipadé nejsou urceny pro omezeni ramec tohoto dokumentu.



*s LR ] LEJ

25 N R

Konstrukce aplikatoru pro vaginalni/anorektalni dodavani pripravka

Jak bylo uvedeno shora, pfedmétem tohoto vynélezu je poskytnuti pfipravki pro prevenci
infekci a/nebo nenormalnich stavii sliznice a/nebo kiize zpisobenych jakymkoli patogenem
a/nebo onemocnénim. Pro vaginalni aplikace musi byt jakékoli mistni piipravky podavany
pomoci aplikatoru, ktery pro maximalni i€innost umoZiiuje rovnomérnou distribuci obsahu do
celé vaginy (dodavani na sté€ny) a cervix (dodavani na pfedni stranu). Proto jsme zkonstruovali
specificky aplikator, ktery umoZziiuje 360stuptiovou distribuci obsahu do vaginy a dale na cervix,
coz je veliké zlepSeni proti existujicim obvyklym vaginalnim aplikatorim, které dodavaji obsah
jenom na piedni stranu (oblast cervixu). Rozdilné cile, které musi byt dosaZeny a hlavni znaky,
ktery nas specificky aplikator musi pro dodavani mistnich pfipravkt mit, zahrnuji:

a)  rovnomérnou distribuci mistnich pfipravki jako jsou kapalina nebo gel do celé

vaginy/cervixu

b)  0¢inné a rychlé dodani jeho obsahu

c)  odolnost vi¢i teplotnim zménam (-40 az 60 °C)

d)  kompatibilitu polymeru aplikatoru s gelovymi pfipravky

e)  snadnost sterilizace

f)  tésnost

g) snadné ovladani a vkladani

h)  odolnost viii rozbiti, rozpinani obsahu a otfesim nasledkem dopravy

i)  kompatibilitu s ¢inidly a/nebo podminkami, které jsou pfitomny v okolnim prostiedi

Technické piedpoklady a strategie

Utinnost piipravki blokovat pohlavni pfenos patogend, které zptisobuji STD zéavisi 1) na
povaze piipravku, ktery ma byt dodavan a it) na jeho schopnosti pokryvat celou oblast
vaginy/cervixu. Na rozdil od jinych produkti my mame specificky pfipravek s termoreverzibilni
vlastnosti, ktery je dodavany v kapalné formé, zajist'ujici dobré pronikani pfipravku do
nejmensich nepravidelnosti vaginalni/cervikalni sliznice. Pro maximalni ochranu musi tento
piipravek pokryvat celou vaginu/cervix. AvSak existujici vaginalni aplikatory maji jediny otvor
na Spicce, takZe obsah je dodavan jenom do oblasti cervixu s vylouenim vaginy a tim omezuji
svoji ucinnost. Na§ specificky vaginalni aplikator bude mit vice otvort a/nebo $térbin (na $picce
a po stranach) pro dodévani pfipravku nebo jakékoli film vytvatejici slozky, gelu, krému, masti

a/nebo antimikrobialniho, baktericidniho, antivirového, chemoterapeutického, protizan&tlivého,
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protinddorového nebo imunomodulaéniho ¢inidla, detergentu, mikrobialn€ absorp&niho
inhibitoru, &inidla zvySujiciho pronikani kizi, cytokinu, antigenu, vakciny nebo jejich
kombinace pro 1é&bu nebo prevenci STD, rakoviny nebo jakékoli jiného onemocnéni, pro
rovnomérné pokryti jak vaginy tak cervixu pro maximalni ochranu. Literarni prizkum odhalil, Ze
na trhu neexistuji aplikatory nebo podobné produkty, které maji takovou konstrukci, ktera

umoziiuje dodavani jejich obsahu do celé vaginy/cervixu.
Znaky naSeho aplikatoru

Vsechny existujici aplikatory dodavaji ptipravky ve formé gelu/krému, coz ma tu
nevyhodu, Ze neni pokryvana cela oblast vaginy/cervixu. Na druhou stranu nas pfipravek ma
dalezitou vlastnost termoreverzibility byt kapalny pii teploté mistnosti a gelovat pfi teploté téla.
Pii dodavani jako kapalina nas piipravek pokryva celou vaginu/cervix a pronika do nejmensich
nepravidelnosti vaginalni a cervikalni sliznice. Pro nas specificky pfipravek nebo jinou film
vytvaiejici slozku, gel, krém, mast a/nebo antimikrobialni, baktericidni, antivirové,
chemoterapeutické, protizanétlivé, protinadorové nebo imunomodulaéni ¢inidlo, detergent,
mikrobialné absorpéni inhibitor, ¢inidlo zvysujiciho pronikani kizi, cytokin, antigen, vakcinu
nebo jejich kombinace pro lé€bu nebo prevenci STD, rakoviny nebo jakékoli jiného onemocnéni
potiebujeme specificky aplikator, dodéavajici tak, aby pokryl od naprostého konce a rovnéZ stén
celou vaginu/cervix, coZ je kliCovy Cinitel pro poskytnuti maximalni ochrany proti patogentiim,

které zpisobuji STD. Hlavni rysy aplikatoru jsou diskutovany dole (viz rovnéz Tabulku 3).

a)  Rovnomérna distribuce mistnich pfipravka jako kapaliny nebo gelu do celé vaginy/cervixu

Aplikator musi dodavat piipravek rovnomeérné a musi pokryt celou oblast vaginy/cervixu
dodavanim apikalnim a lateralnimi otvory. Krome toho aplikator musi dodavat dostateéné
mnoZzstvi pro pokryti jak cervixu, tak i vaginy. To umozni maximalni ochranu jednotlivcd proti

patogenim, které zpisobuji STD.

b)  Ukinné a rychlé dodavani obsahu

VétSina existujicich vaginalnich aplikatorli dodava jenom Cast svého obsahu, coZ omezuje
Cinnost pfipravku. Proto aplikator musi dodavat bud’ cely svijj obsah bez zanechani zbytkového
materialu v zasobniku, nebo dodavat mnozstvi, pozadované pro dostadujict pro pokryti celé
cilové sliznice. To bude dosaZeno konstrukci zésobniku a propoctenim primérné sily prstd, které

na zasobnik tlaci, aby se obsah uvolnil. Doba dodavani se bude ménit v zavislosti na tom, zda
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obsah je dodavan jako kapalina, poloviskozni material nebo gel. AvSak dodavani obsahu
aplikatoru musi byt rychlé.
¢)  Odolnost vici teplotnim zménam

Polymer pouzity pro vyvoj vaginalniho aplikatoru nesmi ovliviiovat vlastnosti gelového
ptipravku (stalost, viskozitni parametry, nejedovatost, u€innost v blokovani patogent atd.)
e)  Snadnost sterilizace

Konstrukce a material aplikatoru musi zaji§fovat moZznost sterilizace s pouZitim vhodného

zplsobu a nesmi mit za nasledek zmény charakteristik aplikatoru nebo jeho obsahu.

f)  Tésnost

Aplikator musi byt nepropustny v podminkach skladovani a dopravy. Jestlize krabice jsou
naskladany na sobég, tak aplikator nesmi propoustét svij obsah.
g)  Snadnost ovladatelnosti a vkladani

Aplikator musi byt pfijemny pro uZivatele, snadno ovladatelny a snadno vkladatelny bez
zpusobeni nepohodli pro jeho uZivatele. Kromé toho musi byt pro uzivatele pfitazlivy.
h)  Odolnost vitéi rozbiti, rozpinani obsahu a otfesim nasledkem dopravy

Aplikator musi odolavat rozbiti kdyZ uzivateli vypadne z rukou nebo pfi manipulaci béhem
dopravy. Musi byt také odolny proti rozpinani svého obsahu. Kromé toho musi byt aplikator

stabilni a odolavat otfesim béhem dopravy.

i)  Kompatibilita s ¢inidly a/nebo podminkami, které jsou pfitomny v okolnim prostredi

Aplikator musi odolavat ¢inidlim a/nebo riznym podminkam v okolnim prostedi. Na

aplikator nesmi napiiklad piisobit kyselé pH vaginy, vaginalni sekrety a podobné podminky.




Tabulka3:  PoZadované funkce a cilové hodnoty aplikatoru
Cis. |Funkce Popis Cilova hodnota
1 Distribuuje pripravek jako | Jakmile jednou zahajeno, tak | MnoZzstvi 3 az 5 ml
kapalinu, polovisko6zni latku, | pokraduje vypuzovani a
gel, krém, mast nebo jinou | distribuce piipravku
| film vytvarejici slozku
l 2 Rovnomérna distribuce Distribuce pfipravku tak, Distribuce v 360°ve vaginé a
| pfipravku aby pokryla celou v 360° v cervixu
\ vaginu/cervix
. 3 Obsahuje pfipravek jako Aplikator ma zasobnik Minimaln€ o obsahu
kapalinu, poloviskozni latku, injikovaného objemu
gel, krém, mast nebo jinou
- v film vytvarejici slozku
| 4 |Nepropustnost Zadny Gnik z baleni a po 0 ml
| podateéni manipulaci
| 5 Snadné ovladatelnost Aplikator Ize snadno drzet a | Pfiznivy nazor dobrovolnikl
je pro uZivatele piijemny (7/10)
6 Snadnost vkladani Aplikator se vklada Stfedni pramér 0,5 palce
bezbolestné a s minimalnim | (12,5 mm)
odporem
7 Dodava do vaginy/cervixu | Délka aplikatoru umoziiuje | Stfedni délka 4,5 palce
dosaZeni cervixu (115 mm) vCetné zasobniku
a drzéku
8 | Odolnost pii padu Aplikator se nesmi rozbita |Pad z vySe 60 palcd (1,5 m)
obsah nesmi uniknout, kdyz
vypadne uZivateli z rukou
9 Odolnost proti vliivim Na aplikator nesmi pasobit | Udaje od vjrobce
okolniho prostredi vlastni obsah, vaginalni termoplastické pryskyfice
sekrety ani obalovy material
10 |Nejedovatost a Nepusobi na sloZeni nebo Udaje od vyrobce
neovliviiovani stavu jakost pfipravku; rovnéz termoplastické pryskyfice a
okolniho prostiedi nepusobi na okolni prostiedi | majitele mistniho pfipravku
11 |Odolnost proti otfesim Aplikator a zasobnik se Oveftit standardy
béhem dopravy nesmi poskodit a musi po
’ dopravé normalné fungovat
12 |Byt G¢inny Je funk&ni (obsah dodava a | Piiznivy nazor dobrovolnikd
. distribuuje rovnomérne bez | (9/10)
selhani)
13 |Rychlé dodavani Obsah je z aplikatoru Piiblizné 5 s
injikovan rychle
14 | Odolavat teplotnim zménam | Aplikator nesmi byt -40 °C az +60 °C
ovlivnén zménami teploty
15 | Oplachovatelny vodou Lze ho oplachnout, kdyz Udaje od vyrobce
uzivateli vypadne z rukou | termoplastické pryskyfice
16 | Sterilizovatelnost Vybrat vhodné zpisoby Ovérit standardy
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V nasledujicim textu jsou piiklady nékterych odliSnych koncepti, které jsou uréeny pro
popis n&kterych z obecnych konstrukénich moznosti aplikatoru, ale v Zadném pfipad€ nejsou
uréeny jako omezujici ramec tohoto dokumentu. Dilezité je zminit, Ze kone¢ny tvar aplikatoru
se muze odchylovat od piikladi uvedenych v tomto dokumentu. PovaZuje se za vhodné, Ze tyto

konstrukce Ize upravovat tak, aby vyhovovaly anorektalnimu pouziti.

Obr. 12 az 15 objastiuji specifické ptiklady aplikatoru podle jednoho hlediska tohoto
vynalezu. Nasledujici pojednani popisuje Ctyfi provedeni na t€chto nékresech vyobrazenych

aplikator.

Obecné konstatovano, tento aplikator je konstruovan pro rovnomérné dodavani jakéhokoli
pfipravku, jak kapaliny, poloviskozni latky, gelu, krému, masti nebo jakékoli jiné film
vytvaiejici sloZky, popsané shora v tomto dokumentu, do sliznicové kavity, s nejmenSim
zbytkovym mnoZstvim, které v aplikatoru ziistane. Tento aplikéator se sklada z podélného téla,
které mé4 proximalni a distalni konec. Proximalni konec je umistén blizko vnéjsiho mista
sliznicové kavity, pfistupného pacientovi. T€lo ma vnéjsi perforace pro rovnomérné dodavani
jakéhokoli shora popsaného pfipravku do pacientovy sliznicové kavity, provedené jako fadu
§t&rbin nebo otvorl. Po vloZeni aplikatoru a vypuzeni piipravku do sliznicové kavity musi
piipravek, ktery je obsaZen v zasobniku, pfed vypuzenim skrz perforace vyhodné putovat
difuznim kanalem o malém objemu. To fakticky umoZni rychlé vypuzeni pfipravku a

minimalizovani mnoZstvi pfipravku, ktery v aplikatoru po vypuzeni zustane.

Difuzni kanal je tvofen volnym prostorem mezi dvéma télo vymezujicimi st€énami. Prvni
sténa je vnéj§i sténa téla a jsou v ni otvory. Druha, neperforovana, vnitfni sténa je uvnitf stény
prvni, aby byl vytvoren difuzni kanal. Vnitfni sténa ma takovy tvar a velikost, Ze je kluzné
vloZena do prvni stény. Alternativné je vnitini sténa, dimenzovand jako men$i nez prvni sténa,

integralné vylisovana s vnéjsi sténou téla.

Vnitini sténa ma proximalni konec, ktery je vstupnim koncem pro pfipravek do difuzniho
kanalu. Pro usmérnéni piipravku do vstupniho konce difuzniho kanalu Ize také zabudovat
usmérfiovaci prvek. Usmérfiovaci prvek tudiz zabratiuje vstupu piipravku do jiného oddélent nez

do difuzniho kanalu.

Casti aplikatoru je rovn&? zasobnik, schopny pojmout piipravek. Zasobnik je umistén
blizko téla aplikatoru nebo uvnitf téla. Zasobnik je funkéné spojen s vypuzovacim prvkem.

Vypuzovaci prvek je jako takovy spojen s proximalnim koncem téla spojovacim prvkem.
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Vypuzovaci prvek je ovladan pacientem. Po vynaloZeni tlaku, tahu nebo posunu uvoliiuje
vypuzovaci prvek obsah zasobniku, ktery je ve styku s proximalnim vstupnim koncem difuzniho
kanalu. Pfipravek proto putuje difuznim kanalem do sliznicové kavity jsa vypuzovan skrz

perforace.

Na Obr. 12A az 12D na pfiloZenych nakresech bude popsano prvni provedeni aplikatoru
podle hlediska tohoto vynalezu. Obr. 12B ukazuje rozloZeny pohled na tento prvni aplikator.
Vnéjsi strana 1 téla aplikatoru ma perforace 2 (vyobrazena jen jedna), provedené jako jedna
jednoducha §térbina, probihajici z jedné strany téla k protilehlé stran€ bez pieruSeni na distalnim
konci vnéjsi stény 1. Podlouhla Stérbina proto vymezuje lateralni a distalni perforace. V tomto
provedeni jsou zasobnik a vypuzovaci prvek jeden jediny prvek 3, vyrobeny ze stladitelného
materialu. Pfipravek je obsazen v z4sobniku, ze néhoz je obsah vypuzovan stlaCovanim prsty.
Zasobnik je zakon¢en membranou s malou pevnosti v tlaku 4. Zasobnik, ktery je vypuzovacim
prvkem, je pfipojen na proximalni konec téla prostfednictvim spojovaciho prvku 5,
piedstavovaného nasSroubovatelnym nebo zaskakovacim spojovacim prvkem. V tomto
konkrétnim provedeni je vnitfni sténa 6 téla provedena jako oddé€leny prvek, dimenzovany tak,
aby byl mensi nez vngjsi sté€na. Proximalni konec vnitini stény konci pfesahujicim nakruzkem,
ktery sedi ve spojovacim prvku, vytvoreném na proximalnim konci vné€jsi stény. Proximalni ¢ast
vnitini stény ma uzaviraci prvek 7, ktery uzavird vnitini dutinu, tvofenou vnitini sténou.
Uzaviraci prvek ma tvar kotouce. Pro jednoduché zavirani je alternativné proximalni konec
vnitini stény vylisovan integralné s posledn€ uvedenym. Soustfedné k tomuto uzaviracimu prvku
se nachazi otevieny soustiedny prvek 8, umisténi na periferii uzaviraciho prvku. Tyto prvky
zajistuji obecn€ nazyvany usmériiovaci prvek, ktery usmértiuje pfipravek do difuzniho kanalu,
vytvofeného mezi vnitfni a vnéjsi sténou a smérem od vnitiniho povrchu vnitini stény 6. Obr.
12C rovnéz ukazuje konicky prvek 9, umistény ve stfedu usmértiovaciho prvku, uréeny pro

protrZzeni membrany 4, kdyz je vyvinut patfi¢ny tlak.

Druhé provedeni aplikator je objasné€no na Obr. 13. V tomto aplikatoru jsou pouZity stejné
periferni a vnitfni stény jako na Obr. 12. AvSak na vngjsi sténé je rozmisténo vice pravidelné od
sebe vzdalenych §térbin. V tomto specifickém provedeni jsou zasobnik a vypuzovaci prvek také
jeden jediny prvek. AvSak vypuzovaci prvek neni stladitelnym zasobnikem. Je to spise
konstrukce podoby pistu 10, ktera obsahuje pfipravek v tobolce 11. V tomto provedent je
spojovaci prvek 5 teleskopicky vlozitelny do pistové konstrukce 10. Tobolka je vyrobena

z materialu s nizkou pevnosti v tlaku. Pro protrZeni této membrany je na proximalnim konci
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vnitfni stény konusovity prvek. Obr. 13 ukazuje tento kénusovity prvek 9 jako kotoué opatieny
zahrocenou Casti. Kotou€ sedi na proximalnim konci vnitini stény, zahrocena &ast smétuje na
tobolku 11. Pfi pouZiti uZivatel stlauje pistovou konstrukci 10, membréana se zahrocenym dilem

prodéravi a pfipravek je potom hnan difuznim kanalem a vypuzovan perforacemi.

Obr. 14 objastiuje tfeti provedeni toho aplikatoru. Zatim co dvé pfedchozi provedeni maji
zasobnik umistény blizko proximalniho konce difuzniho kanalu, tak t¥eti provedeni méa zasobnik
12 dale od proximaélniho konce difuzniho kanalu. V tomto pfipadé je pamatovano na dosedaci
plochu 13, umisténou mimo zasobnik. Dosedaci plocha je funk&né spojena s pistem 14,
umisténym proximalné vzhledem k zasobniku 12. UZivatel tahne za pist a tim stladuje zasobnik,
jehoZ obsah je zaveden do proximalniho vstupniho konce difuzniho kanélu. P¥ipravek je
vypuzovén perforacemi, vytvoienymi ve vnéjsi sté€né téla aplikatoru, které jsou na Obr. 14
znazornény jako mnoZstvi otvorti 2. Otvory jsou rozmistény takovym zpisobem, Ze pripravek je
rovnomérné distribuovan do sliznicové kavity. Otvory jsou rozmist&ny v podélné sekci vné;jsi
stény a rovnéZ i na jejim distalnim konci. Obr. 14 dale ukazuje to, Ze vnitini a vn&ji sténa téla
aplikatoru jsou vytvarovany integralng. Alternativné také ma vnitini sténa tvar stény z Obr. 12 a
13, bez potfeby existence konusovitého prvku. Zasobnik ma membranu s nizkou pevnosti v
tlaku, takZe pii stlaCeni taznym pohybem pistu 14 se membrana protrhne a obsah se dostane do
difuzniho kanalu. V tomto provedenti aplikatoru je usmértiovaci prvek tvofen proximéalnim
vstupnim koncem difuzniho kanilu a uzaviracim prvkem, umisténym tentokrat na proximalnim

konci tél (neni vyobrazeno).

Obr. 15 ukazuje Ctvrté provedeni aplikatoru podle jednoho hlediska tohoto vynalezu.
V tomto provedeni jsou zasobnik a vypuzovaci prvek prvkem jednim. Membrana 4 s nizkou
pevnosti je umisténa na proximélnim konci t€la 1. Vnéjsi sténa aplikatoru ma stérbiny, které jsou
provedeny jako mnoZstvi draZek. Vnitini sté€na 6 je vytvarovana integralné s vngjsi sténou.
Vnitfni sténa konéi na svém proximalnim konci konusovitym prvkem 15. Zasobnik/ pist 16 méa
pramér, ktery je pon€kud vétsi nez vngjsi primér vnitini stény, ale mensi nez vnitini promér
vngjsi stény télesa aplikatoru. Pri pouziti se zasobnik kluzng& vsune mezi dvé stény, membrana se
propichne a jeho obsah je hnan do difuzniho kanélu a do perforaci po stranich a na distalnim

VW

konci vnéjsi stény.
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Poznamenava se, Ze ve vSech shora popsanych provedenich je usmérfiovaci prvek
vytvarovan integraln€ s proximalnim koncem vnitini stény téla nebo je proveden jako uzaviraci
prvek nebo kotou¢ pro blokovani priichodu pfipravku do vnitini dutiny tvofené vnitini sténou a

pro usmérnéni toku pifipravku do difuzniho kanélu.

Dale, pro snadnost pouziti, se u nékterych provedeni vyskytuji uchopovaci prvky, které
pomahaji uzivateli udrzet aplikator na mist€ béhem ovladani vypuzovaciho prvku. Konkrétngji:
ve druhém provedeni je uchopovaci prvek vymezen prstencovou objimkou 17, vytvofenou na
vn&j§i periferii spojovaciho prvku 5. Prstencova objimka ma vnéjsi tloustku takovou, Ze uZivatel
ma dosti prostoru pro uchopeni distalniho konce objimky mezi prsty a pro tlaceni pistu dal§im
prstem. Ve tietim provedeni je uchopovaci prvek proveden na proximéalnim konci pistu (viz 18).
Vnéjsi sténa téla ma vétsi prutfez nez pist, uzivatel drzi télo aplikatoru za jeho proximalni konec
jednou rukou a tahne za pist druhou. Konecné€ ve ¢tvrtém provedeni je uchopovaci prvek

proveden jako elipsovita drzatko 19, umisténé na proximalni konci téla aplikatoru a obepina

spojovaci prvek. Toto drzéatko se drzi mezi dv€ma prsty a pist se tlaci dal§im prstem.

Priklady tykajici se poloxamerovych pfipravky pro 1é¢bu infekci

Pro ucely zkouSeni uCinnosti nasich gelovych pfipravk na mysim modelu kozni infekce

HSV-1 byl piipraven roztok ve fosfatovém pufru (0,2 M, pH 6), aby byl kompatibilni s pH kize.

Porovnavaci (i¢innost mistnich pfipravku foscarnetu, acycloviru a masti Zovirax na kozni léze

HSV-1 na mysich

Utinnost nasich riznych mistnich p¥ipravkd byla vyhodnocovéna na my§im modelu
koZnich 1ézi HSV-1. Ve struCnost: samice bezsrstych mysi (SKH1; Charles River Breeding
Laboratories Inc., St- Constant, QC, Kanada), 5 az 7 tydnu staré byly narkotizovany
intraperitonealni injekci smési obsahujici 70 mg/kg ketaminhydrochloridu a 11,5 mg/kg
xylazinu. Vir byl naoCkovén na lateralni stranu té€la v levé bederni kozZni oblasti. KiZze byla
Sestkrat Skrabnuta zkfizenymi Carami svisle drzenou jehlou kalibru 27. Padesat pl virové
suspenze [HSV-1 kmen F, 1,5 x 10° plak tvoficich jednotek (PFU)/ml] bylo zatirano 10 aZ 15
sekund na poSkrabanou oblast aplikatorem s bavinénou $pickou, nasycenym kulturnim médiem
[minimalni esencialni médium (MEM) doplnéné 100 U/ml penicilin-streptomycinu, 2 mM L-

glutaminu a 2 % plodového hovéziho séra (MEM-E + 2 % FBS)]. Poskrabana oblast byla
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chranéna polstaikem na kufi oka, ktery byl na télech my$i pfidrzovan chirurgickou paskou.
Porovita vnitini st&na otvoru v pol§tarku na kuii oka byla pfed pouzitim impregnovana tkafiovym
lepidlem, aby se zabranilo absorpci Iéku. Otvor polstatku na kufi oka byl rovnéZ uzavien

chirurgickou paskou. Potom byly mysi vraceny do kleci a dvakrat denné pozorovany.

V této studii byly vyhodnocovany riizné 1éCebné reZzimy. Ve struénosti: paska uzaviraji
otvor v pol§tarku na kufi oka byla odstranéna a poSkrabana oblast byla oCiSténa bavinénym
zaspicatélym aplikatorem nasycenym studenou vodou. Na poSkrabanou oblast bylo naneseno
15 pl rznych ptipravkd. Otvor v naplasti na kufi oka byl uzavien chirurgickou paskou, aby se
predeslo tomu, Ze my$ lék rychle odstrani. Postup rovnéz zabrafiuje nahodné systemickeé 1€Cbé,
ke které by doslo potencialnim lizanim léCené léze. Utinnost riznych piipravka byla

vyhodnocovana bodovym ohodnoceni 1ézi a preZiti.

Obr. 16 (panel A) ukazuje Casovy pribeh stfedniho bodového ohodnoceni lézi
infikovanych neofetfenych mysi nebo mysi oSetfenych foscarnetem v roztoku nebo zaclenénym
do poloxameru. OSetfovani zacalo 24 h po infikovani a opakovalo se tfikrat denn€ po 4 dny. U
myS§i oSetfenych samotnym poloxamerem bylo pozorovéano schéma podobné tomu, které bylo
vidét u neoSetfenych mysi s vyjimkou toho, Ze Ustup koznich 1ézi se zdal probihat u druhé
skupiny rychleji. U mys$i oSetfenych roztokem 0,5 % foscarnetu jsme pozorovaly velké sniZeni
stiedniho bodového ohodnoceni 1ézi, které bylo vyraznéjsi, jestlize 1€k byl zapojen do
poloxamerového piipravku. Obr. 16 (panel B) ukazuje odpovidaji pfeziti infikovanych
neofetfenych mysi a mysi oSetfenych lékovymi piipravky. Smrt nasledkem encefalitidy nastala
u 75 % neoSetfenych infikovanych mezi 7. a 8. dnem. Umrtnost byla podobna u mysi, které
dostaly samotny poloxamer a nastala mezi 8. a 10. dnem. Polovina mys$i oetfenych foscarnetem

vvvvvv

poloxamerovym piipravkem foscarnetu infekci prezilo (p <0,05).

Obr. 17 (panel A) ukazuje ¢asovy priibeh stfedniho bodového ohodnoceni 1ézi
infikovanych neoSetfenych mysi a mysi oSetfenych jedinou aplikaci 24 h po infikovani
poloxamerem s obsahem 5 % acycloviru nebo masti Zovirax”. Nejdilezit&j§i zajimavosti je to, e
poloxamerovy piipravek s obsahem 5 % acycloviru vykazoval dobrou u¢innost proti vyvoji
koZnich 1ézi u my$i, kdeZto mast Zovirax® se projevovala jen skromnym tGéinkem. Acyclovir,
zaglendny do poloxameru, letalitu vyznamné sniZil (p < 0,05), ale nesniZila ji mast Zovirax®

(panel B). Vyssi ucinnost poloxamerového pfipravku acycloviru nezZ méa komeréni mast Zovirax®

vysoce nasvédCuje, Ze poloxamer je lepsi nosi¢ pro mistni dodavéni tohoto 1éku.
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Obr. 18 (panel A) ukazuje Casovy priibéh stfedniho bodového ohodnoceni 1ézi kontrolnich
my$i a mysi oSetfovanych 3krat denné béhem 4 dni a iniciovanych 5 dni po infekci samotnym
poloxamerem, poloxamerem s obsahem 5 % acycloviru nebo masti Zovirax®. U my3i, které
dostaly poloxamer samotny, bylo pozorovano sniZeni stfedniho bodové ohodnoceni 1ézi ve
srovnani s infikovanymi neoSetfenymi my$mi. OSetfeni masti Zovirax®™ se projevuje jen
skromnym u¢inkem. Vyrazné sniZeni stfedniho bodového ohodnoceni l€zi bylo pozorovano
u mysi oSetienych poloxamerovym piipravkem s obsahem 5 % acycloviru ve srovnani
neoSetfenymi infikovanymi zvitaty. Nejdulezitejsi zajimavosti je to, Ze viechny mysi ofetfené
poloxamerem s obsahem 5 % acycloviru infekei prezily (p < 0,001) (Obr. 18, panel B). OSetfeni

masti Zovirax® zvySuje preZiti infikovanych mysi v mensim rozsahu (p < 0,05).

Na Zivém organizmu zkoumané pronikani antivirovych ¢inidel kiZzi

Obr. 19 ukazuje distribuci foscarnetu a acycloviru ( o, ® ) v koZni tkani neinfikovanych
(panely A, C, E) a infikovanych (panely B, D, F) mysi 24 h po mistni aplikaci bud’
ve fosfatovém pufru nebo v poloxamerové matrici. Distribuce obou pfipravka foscarnetu a
pufrovaného roztoku acycloviru na prouZcich stratum corneum u neinfikovanych a infikovanych
mys$i byla podobna. Na rozdil od toho zaclenéni acycloviru do poloxameru vyrazné zvysilo
mnozstvi 1éku izolovaného ze stratum corneum jak neinfikovanych, tak infikovanych mysi;
zvySené pronikani léku bylo vyslovengjsi u infikovanych mysi. Zadna nebo zanedbatelna
mnoZstvi foscarnetu byla nalezena ve vespod lezi epidermis a dermis neinfikovanych mysi bez
ohledu na nosic¢, ktery byl pro aplikaci 1éku pouzit. Koncentrace foscarnetu v epidermis a dermis
infikovanych mySi byla vyzna¢né vyssi, kdyZz lék byl zaclenén do poloxameru. Koncentrace
acycloviru byla vy§§i nez koncentrace foscarnetu v epidermis a dermis jak neinfikovanych, tak
infikovanych mysi bez ohledu na pouzity nosi¢. Koncentrace acycloviru zaclenéného do
poloxameru v epidermis neinfikovanych mySi byla 6, 1nasobné vys$si neZ koncentrace léku
v pufrovaném roztoku. Infekce mysit vyznamné nezvysila mnozstvi acycloviru v epidermis.
Koncentrace acycloviru v dermis infikovanych mysi byla 7, 9nasobné vétsi nez koncentrace

u neinfikovanych mysi, jestlize 1€k byl podavan v poloxamerové matrici.

Obr. 20 ukazuje koncentraci acycloviru v plazmé neinfikovanych a infikovanych mysi 24 h
po mistni aplikaci bud’ ve fosfatovém pufru nebo v poloxamerové matrici. Podobné koncentrace
acycloviru byly zji§tény v plazmé neinfikovanych mysi pro oba pfipravky. Infekce mysi vyrazng

zvysila koncentraci acycloviru v plazmé, zejména kdyz Iék byl zaélenén do poloxamerové
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matrice, pro kterou bylo dosaZeno Ctyfnasobné zvySeni koncentrace. Koncentrace acycloviru
v plazmé infikovanych my$i byla 2,1krat vyssi, jestlize 1€k byl za¢lenén do poloxamerové

matrice.

Vliv SLS na uéinnost poloxamerovych piipravki s obsahem foscarnetu a acycloviru na kozni

1éze HSV-1 u mysi

Na mySich byl rovnéz vyhodnocovan vliv SLS na u€innost poloxamerovych pfipravkd
s obsahem foscarnetu na infekci HSV-1. Obr. 21 (panel A) ukazuje ¢asovy prubéh stfedniho
bodového ohodnoceni 1ézi a preziti infikovanych mysi a neinfikovanych mysi oSetfenych jedinou
aplikaci (podanou 24 h po infekci) samotného poloxameru, poloxameru s obsahem 3 %
foscarnetu, poloxamerem s obsahem 5 % SLS nebo poloxameru s obsahem 3 % foscarnetu + 5 %
SLS. Samotny poloxamer nedéaval Zadnou ochranu proti infekci. Kromé toho u mysi oSetfenych
poloxamerem s obsahem bud’ 5 % SLS nebo 3 % foscarnetu bylo pozorovano mirné snizeni
stfedniho bodového ohodnoceni 1ézi pfi srovnani s neoSettenymi infikovanymi mySmi.
Nejdulezitéjsi zajimavosti je to, Ze u my$i oSetfenych poloxamerem s obsahem 3 % foscarnetu a
5 % SLS jsme pozorovali vyrazné a vyznamné sniZeni (p < 0,05) stfedniho bodového
ohodnoceni 1ézi ve srovnani se stiednim bodovym ohodnocenim 1ézi u neoSetienych
infikovanych my$i. Odpovidaji miry pfeZiti pro stejn€ oSetfované skupiny jsou uvedeny v panelu
B, coZ podporuje vysledky stfedniho bodového ohodnoceni lézi. Vlastnost SLS, zvySovat
pronikani kiiZi, kombinovana s jeho schopnosti modifikovat virovou infekCnost, vysvétluje

zvySenou ulinnost foscarnetového piipravku.

Vnimavost HSV-1 na kombinaci foscarnetu a SLS pii zkouskach mimo Zivy organismus

Vliv SLS na u¢innost foscarnetu proti HSV-1 (kmen F) byla zkoumana na busikach Vero.
Ve stru¢nost: buiiky byly rozoCkovany do dvacetictyijamkovych ploten (Costar, Montreal, QC,
Kanada) a byly inkubovany s kmenem F HSV-1 (pfiblizn¢ 100 PFU/ml) po 2 h pi1 37 °C, aby se
umoznila adsorpce viru. Potom byl vir odstranén a bunky byly piekryty 0,5 ml 0,6% agardézovym
piipravkem Seaplaque (Marine Colloids, Rockland, MA, USA) obsahujicim riizné koncentrace
foscarnetu, SLS nebo kombinace obou slou€enin. Plotny byly inkubovany 2 dny pfi 37 °C. Pak
byly butiky 20 minut fixovany 10% formaldehydem v PBS, promyty deionizovanou vodou a
obarveny 0,05% methylenovou modfi. Vnimavost viru byla vyhodnocovéana stanovenim PFU.

Obr. 22 ukazuje vnimavost kmenu F HSV-1 na kombinaci riznych koncentraci foscarnetu a SLS
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na butiky Vero. Vysledky ukazuji, Ze pfitomnost SLS zvySuje u¢innost foscarnetu vii¢i HSV-1

(kmen F) v burikach Vero.

Potencialni aplikace

Nasledujici piiklady, popsané dole v tomto dokumentu, jsou specifické potencialni
aplikace naSich mistnich pfipravkd, ale v Zadném piipad€ nejsou ureny pro omezeni ramce
tohoto dokumentu. Jak je ukazano na shora uvedenych vysledcich, naSe gelové pfipravky jsou
pouzitelné pro prevenci infekce kiZe a/nebo sliznice a zejména pro prevenci HSV a HIV. Kromé
toho naSe vysledky ukazaly, Ze nase gelové pripravky mohou slouzit jako profylaktické ¢inidlo
pro prevenci nahodnych infekci zdravotnikd. Jak bylo rovnéZ ukazano ve shora uvedenych
vysledcich, naSe gelové pfipravky jsou pouZitelné pro lé¢bu a prevenci infekce a stavil kiize
a/nebo sliznice a zejména pro 1é€bu a prevenci oparovych lézi. Kromé shora uvedenych aplikaci
jsou daldi potencialni aplikace pouziti naich gelovych ptipravki 1) pro hojeni a/nebo oSetfovant
popalenin a prevenci dal§i infekce a ii) pro lé€bu a/nebo prevenci infekce onich stavl. Ve shora
uvedenych piikladech naSe gelové piipravky obsahuji jakékoli antimikrobialni, baktericidni,
antivirové, chemoterapeutické, protizanétlivé, protinadorové, imunomodulacni nebo jakékoli
dal3i &inidlo nebo jejich kombinace, které je u€inné pro lécbu a/nebo prevenci infekce a/nebo

nenormalnich stavii sliznice a/nebo kiZe, zpusobené jakymkoli patogenem a/nebo onemocnénim.

Nasledujici pfiklady, popsané dole v tomto dokumentu, jsou specificka potencialni pouZiti
na$eho specifického aplikatoru, ale nejsou v zadném piipadé minény jako omezujici rimec
tohoto dokumentu. Jak popsano shora, nas$ aplikator je pouzitelny pro dodavani jakychkoli
mistnich pfipravki, pouZivanych pro pokryti cervikalni/vaginalni/anorektalni sliznice pro 1é¢bu
a/nebo prevenci infekce a/nebo nenormalnich stavii sliznice. Na§ aplikator je také pouzitelny pro
dodavani i) jakychkoli mistnich pfipravki, které zabrani pohlavnimu pfenosu patogent
zpusobujicich STD, ii) vaginalnich antikoncepnich piipravkd, iii) mistnich mikrobicidnich
pfipravki proti specifickym onemocnénim a iv) jakéhokoli antimikrobialniho, baktericidniho,
antivirového, chemoterapeutického, protizanétlivého, protinddorového nebo imunomodulaéniho
¢inidla, detergentti, mikrobialn€ absorpéniho inhibitoru, ¢inidla zvySujiciho pronikéani kuzi,

cytokinu, antigenu, vakciny, radioaktivnich ¢inidel nebo jejich kombinace.
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Pouziti ¢inidla schopného interferovat s proteinovymi interakcemi nebo rozruSovat
proteinovou strukturu v cilové buiice, tkanin€ nebo mikrobu, pro pfipravu mistniho
piipravku pro 1é¢bu nebo pro prevenci onemocnéni, které postihuje pacientovu sliznici
nebo kiiZi nebo pro prevenci napadeni vnéj§im Cinidlem, napiiklad spermii nebo

mikrobem, s tou vyhradou, Ze toto ¢inidlo neni nonoxynol-9.

Mistni pfipravek, vyznacujici se tim, Zeobsahujevhodné mnoZstvi

film vytvarejici slozky, schopné §ifit a vytvaret ochrannou vrstvu na pacientove sliznici
nebo kizi a 1¢inné mnoZstvi ¢inidla schopného interferovat s proteinovymi interakcemi
nebo rozrusit proteinovou strukturu v cilové buiice, tkanin€ nebo mikrobu s tou vyhradou,

Ze toto ¢inidlo neni nonoxynol-9.

Mistni piipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze
¢inidlo je schopno interferovat s vazani se mikrobialniho vnéjsiho proteinu na hostitelsky

receptor.

Mistni pfipravek podle kteréhokoli z ndrokd 1az3, vyznacujici se tim, Zze
¢inidlo je mikrobialni adhezni inhibitor nebo je to detergent nebo chaotropni ¢inidlo,

schopné rozruSovat integritu proteinu.

Mistni ptipravek podle nairoku4, vyznacujici se tim, Z

mikrobialni adhezni inhibitor je dextransulfat.

Mistni pripravek podle naroku4 vyznacdujici se tim, ze
detergent se vybere ze skupiny, ktera se skladé z: natrium-laurylsulfatu,
benzalkoniumchloridu, lauroylsarkosinu, polyoxyethylenovych alifatickych acylderivati a

polyoxyethylensorbitanovych alifatickych acylesterderivatd.

Mistni ptipravek podle naroku4 vyznacujici se tim, Ze

chaotropni €inidlo je natrium-laurylsulfat nebo guanidin.

Mistni pripravek podle kteréhokoli z narokti 1 az7, vyznacujici se tim, Ze

¢inidlo je natrium-laurylsulfat.
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Mistni pfipravek podle naroku 8, vyznaCujici se tim, zinidloje

natrium-laurylsulfat v koncentraci 1 az 15 % (hmotnostnich/objem).

Mistni piipravek podle kteréhokoli z naroki 1 az9, vyznacdujici se tim, Ze

film vytvarejici slozka je poloxamer 407.

Mistni pfipravek podle naroku 10, vyznacujici se tim, Zpoloxamer 407 se

pouZije v koncentraci 15 az 35 % (hmotnostnich/objem).

Mistni pfipravek podle kteréhokoli z narokti 1 az 11, vyznacujici se tim, Ze
dale obsahuje 1ék €inny proti onemocnéni, pisobici na sliznici nebo kiiZi nebo pfenasené

skrz kuZi nebo sliznici.

Mistni pfipravek podle naroku 12, vyznacujici se tim, zlékjejeden nebo
vice 1ékti vybranych ze skupiny, ktera se sklada z antimikrobialniho, spermicidniho,
baktericidniho, antivirového, chemoterapeutického, protizanétlivého, protinddorového,

imunomodula¢niho nebo jakéhokoli jiného €inidla.

Mistni piipravek podle naroku 13, vyznacujici se tim, Zobsahuje antivirové

¢inidlo.

Mistni pfipravek podle naroku 14, vyznacujici se tim, Zeantivirové Cinidlo je

acyclovir nebo foscarnet.

Mistni piipravek podle kteréhokoli z narokl 1 az 15, vyznacujici se tim, Ze

dale obsahuje &inidlo zvySujici pronikani kuzi.

Aplikator pro dodavani kapalného nebo polotuhého pfipravku do pacientovy slizni¢ni

kavity, vyznacujici se tim, Ze seskladaz:

- téla, které ma proximalni a distalni konec, podélné probihajici vné;jsi sténu opatfenou
perforacemi a podéln€ probihajici vnitfni sténu uspofadanou a dimenzovanou tak, Ze
je prostorové oddélena od vnéjsi stény difuznim kanalem mezi nimi; difuzni kanal
ma proximalni vstupni konec;

- z4sobniku schopného pojmout jakykoli pripravek;
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- vypuzovaciho prvku, funkéné spojeného se zasobnikem a uvadéného v Cinnost
pacientem pro vypuzeni jakékoli pfipravku ze zasobniku do difuzniho kanalu,

&imz, kdyZ se uvede v Ginnost, tak vypuzovaci prvek Zene pfipravek ze zasobniku do

difuzniho kanalu skrz jeho proximalni vstupni konec a ptipravek se dodava do sliznini

kavity skrze perforace.

Aplikator podle naroku 17, vyznacujici se tim, Zedalese sklada ze:
- spojovaciho prvku pro spojeni vypuzovaciho prvku s proximélnim koncem téla; a
- usmériiovaciho prvku, umisténého na proximalnim konci téla pro usmériiovani

jakéhokoli pfipravku do proximalniho vstupniho konce difuzniho kanalu.

Aplikator podle naroku 17, vyznadujici se tim, Ze perforace vn€si st€ny

zahrnuji jak podélné, tak distalni perforace.

Aplikétor podle naroku 17, vyznacujici se tim, Zevypuzovaciprveka

zasobnik jsou jeden jediny prvek.

Aplikator podle naroku 20, vyznacujici se tim, Zevypuzovaciprvek

je pruzny prvek, ktery se uvadi v ¢innost stlaCenim.

Aplikator podle naroku 20, vyznaclujici se tim, Zzevypuzovaci prvek

je pist, ktery uvadi v ¢innost pacient.

Aplikator podle naroku 17, vyznacujici se tim, Zevypuzovaciprvek

zahrnuje pist, uvadény v ¢innost pacientem.

Aplikator podle naroku 23, vyznacujici se tim, Zevypuzovaciprvek
rovnéZz ma jako soucast dosedaci plochu, umisténou distalné vzhledem k zasobniku
v dutiné tvofené vnitini sténou, kterazto dosedaci plocha je funkéné spojena s pistem
umisténym blizko zasobniku;

¢imz, kdyZ pacient tahne za pist, dosedaci plocha stlatuje zasobnik, coz vypuzuje

piipravek do difuzniho kanalu.
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Aplikator podle naroku 23, vyznacujici se tim, Ze pistmé vnési sténu
s primérem vé&t§im nez je vnéjsi prameér vnitfni stény a mensi neZ je vnitini primeér vngjsi
stény t&€la a pacient uvadi pist v ¢innost kluznym ovladanim jeho vnéjsi stény mezi vnitini

a vnéjsi st€nou téla.

Aplikator podle kteréhokoli z narokti 17 az23 a25, vyznacujici se tim, Ze
usmértiovaci prvek zahrnuje uzaviraci prvek pro uzavirani voitfni dutiny tvofené vnitini

sténou téla.

Aplikator podle naroku 26, vyznacujici se tim, Zeusmériovaci prvek se dale
sklada z otevieného prvku, soustfedného s uzaviracim prvkem, kteryzto otevieny prvek se
otevira do proximalniho vstupniho konce difuzniho kanalu a skrz ktery se pfipravek zene

uvadénim v Cinnost vypuzovaciho prvku.

Aplikator podle naroki1 26 nebo 27, vyznacujici se tim Zeusmériovaci prvek

je vytvoren integraln€ s proximélnim koncem vnitini stény télesa.

Aplikator podle naroku 24, vyznacujici se tim, Zeusmémiovaciprvek je

tvoren proximalnim vstupnim kandlem a uzaviracim prvkem na proximalnim konci téla.

Aplikator podle kteréhokoli z narokti 17 az29, vyznacujici se tim, Zese
dale sklada z membrany o malé pevnosti, umisténé mezi zasobnikem a proximalnim

koncem téla.

Aplikator podle nairoku 30, vyznacujici se tim, Ze se dalesklada
z kénusovitého prvku pro protrZzeni membrany, kteryzto koénusovity prvek je umistén na

proximalnim konci usmériovaciho prvku.

Aplikator podle kteréhokoli z narok 17 az31, vyznadujici se tim, ze
perforace tvori alesponi dve §té€rbiny podéln€ umisténé v podstatné stejné vzdalenosti a

distalni perforace.

v V.

Aplikator podle naroku 32, vyznacujici se tim, Ze §térbiny a distalni

perforace jsou souvislé.
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Aplikator podle kteréhokoli z narokii 17az31, vyznacujici se tim, Zze
perforace tvofi mnoZstvi otvord, které jsou rozmistény takovym zpiisobem, Ze piipravek se

dodava podstatng rovnomérmé do slizniéni kavity.

Aplikator podle kteréhokoli z narokd 17 az34, vyznacujici se tim ze

dale obsahuje uchopovaci prvek, umistény na vnéjsi periferii spojovaciho prvku.

Aplikator podle kteréhokoli z naroki 17 az34, vyznacujici se tim, Ze

dale obsahuje uchopovaci prvek, vytvofeny integralné se spojovacim prvkem.
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6,25 UM SLS (panel A) nebo 0,25 nM DS (panel B)
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25 UM SLS (panel A) nebo 1 nM DS (panel B)
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Obr. 18B

—{1— infikované neosetfené mysi
—m— infikované mysi, o3etfené samotnym poloxamerem

—O— infikované mysi, oSetfené 0,5% foscarnetem

—e@— infikované mysi, osetfené poloxamerem + 5 % foscarnetu
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