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Farmaciné kompozicija, kurioje kaip veiklusis agentas yra bent vienas junginys, pasirinktas i§ grupés,

susidedandios i$ tizoksanido ir nitazoksanido dariniy.

Pageidautina, kad $is veiklusis agentas buty daleliy formos, kuriy dydZziai yra maZesni nei 200 pym, o

vidutinis daleliy dydis didesnis nei 10 um. Pageidautina $ias farmacines kompozicijas stabilizuoti bent viena
farmaciskai priimtina rdadtimi. Sios farmacinés kompozicijos vra voatinoai tinkamos avdvti asment tirindin
susilpnintg arba nuslopintg imuning sistema, ligoms,susijusioms su santykinai patogeniniais mikrobais, ir
trematodiniy infekcijy gydymui.



LT 4751 B

ISRADIMO PAGRINDAS

ISradimo sritis

Sis isradimas yra susijes su farmacine kompozicija, kurioje, kaip
veiklusis agentas, yra bent vienas junginys, pasirinktas iS grupés,
susidedancios is formulés (I):

OH

N
R
ON S)—NH-CO (1)

0-CO-CH,

T
02N S/LNH—CO (1)

Pageidautina, kad veiklusis ingredientas bdty daleliy formos, Siu

ir formulés (ll):

junginiy.

daleliy dydZiai bUty mazesni nei 200 um, o vidutinis dalelés dydis - didesnis
nei 10 um.

Sis isradimas taip pat yra susijes su farmacinémis kompozicijomis,
stabilizuotomis bent viena farmaciskai priimtina ragstimi.

Sios farmacinés kompozicijos yra ypatingai tinkamos gydymui tam
tikry infekcijy asmenims, turintiems susilpnintg arba nuslopinta imuning

sistema, ir trematodiniy infekciju gydymui.

Zinomas technikos lyqis

Formules (II) junginio gamybos bldas ir panaudojimas buvo aprasytas
U.S. patente Nr. 3950351. PareiSkéjas gryno formulés (I) junginio gavimg

iy

drases b3 qu’)'é‘.kﬁ)lfﬁ QL/ORAYL N tqin nat ir tormiiec/h ar tnrmillog
racas ML DAralexnle Hn/2aRtE, o Iam nat jr tormipesiiy i rormiies
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(Il) junginiy midinio panaudojima. Taciau dabar buvo pastebeta, kad gydymo
efektyvumas, naudojant apradytus junginius, priklauso nuo vaisto veikliosios
medziagos daleliy dydZio ir junginiy stabilumo.

Bdtina neatideliotinai vystyti daugelio parazitiniy ir bakteriniy infekciju
gydymo bldus Zmonéms, turintiems susilpnintg imuning sistema (AIDS, veziu
sergantys pacientai, pagyveng, senstantys, pacietai po organy
transplantavimo, naudojantys imunosupresinius vaistus). Kita gimininga sritis
yra trematody infekcijos, ypatingai tropinio klimato Salyse. Todel yra
reikalingos farmacines kompozicijos, kurias galéty toleruoti net ir susilpnintg
imunine sistema turintys Zmonés, ir tokios, kurios bty stabilios, laikant
tropinéje aplinkoje.

Konkrediau kalbant, Toxoplasma gondii yra pirmuonis, Kuris yra viena
i$ pladiausiai paplitusiy centrinés nervu sistemos latentinés infekcijos
priezasdiy visame pasaulyje. Daug sveiky Zmoniy yra uzsikréte Siuo parazitu,
bet paprastai imuniné sistema kontroliuoja organizma. T. gondii yra labiausiai
paplites santykinis patogenas AIDS pacienty smegenyse. Pastaruoju metu
toksoplazmozé tampa vis didéjanti problema ne tik dél AIDS, bet ir del
plataus imunosupresiniy vaisty vartojimo (pvz. skiriama pacientams, kuriems
transplantuojami organai). Toksoplazmozé paprastai yra gydoma derinant
pirimetaming ir sulfadiazina. Nors $ie vaistai yra veiksmingi, jie neuzmusa
parazito cisty, taigi gydyma reikia testi, naudojant palaikomasias dozes.
ToksiSkumas daznai veria nutraukti vaisto vartojima, ypatingal
imunosupresijos atveju, ir gaunamas atkritimas. Statistika néra gera; ji rodo,
kad mazdaug 70 procenty imunodeficitg turinCiu pacienty mirsta, o vidutinio
iSgyvenimo trukme yra keturi ménesiai.

Kriptosporidioze sukelia mikroskopinis parazitas-pirmuonis
Cryptosporidium parvum. Asmenims su normalia imunine funkcija C. parvum
sukelta diaréja gali bati intensyvi ir ilgai trunkanti, bet ji savaime praeina. AIDS
pacientams kriptosporidiné diaréja daznai yra pavojinga gyvybei. Nustatyta,
kad 15-20 procentu AIDS pacienty kencia nuo Sios bukles. |ki Siol nebuvo

pakankamai efektyvios arba patvirtintos kriptosporidiozés terapijos.
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Dazniausiai identifikuojamas patogenas AIDS pacientams yra
Enterocytozoon bieneusi - parazitas-pirmuonis, kuris buvo rastas beveik
vieno ketvirtadalio pacienty organizme. Neseniai pasirode, kad $is mazytis
parazitas gali bati daugelio ZIV turindiy pacienty neiSaiskinty jsiurbimo
sutrikimo, diaréjos ir iSsekimo atvejy prieZastis. Efektyvus gydymas iki Siol
nezinomas.

Keletas kity mikrosporidijy rasiy infekuoja ZIV-teigiamus pacientus,
jskaitant Encephalitozoon hellem ir cuniculi, ir naujg rusj, pavadintg Septata
intestinalis. Nesenose publikacijose teigiama, kad i§siséjusiy mikrosporidiniu
infekciju reikSmeé vis didéja.

Infekcijos parazitu Isospora belli yra kliniSkai neatskiriamos nuo
kriptosporidiozés. Sis parazitas yra daZniau sutinkamas tropiniame klimate, ir
buvo pranesta, kad JAV yra maziau nei 1 % tokiy pacienty, nors jy faktiskas
Kiekis tikriausiai yra didesnis.

Pneumocystis carinii paprastai Klasifikuojamas kaip parazitas-
pirmuonis; Kai kurie tyrimai parode, kad jis gali bati grybelis, su kuriuo jis turi
bendras kai kurias geny sekas. P. carinii paprastai infekuoja plaucius
(Pneumocystis Carinii Pneumonia (PCP)). PraneSama, kad gydymas yra
veiksmingas 40-60 % pacienty, ir susijes su toksiSkumo problemomis
ypatingai pacientams su susilpninta imunine sistema. Tarp rimciausiy
Zmogaus imunodeficito viruso (ZIV) infekcijy pasireikimy vaikams, PCP
iSsiskiria savo plaCia apimtimi, unikaliu pasiskirstymu pagal amziy ir daznu
mirtingumu. PCP yra labiausiai paplitusi santykinai patogeniniy
mikroorganizmy sukeliama infekcija tarp vaikuy su ZIV infekcija; nustatyta PCP
apimtis ZIV infekuoty, negavusiy profilaktikos priemoniy kidikiy tarpe yra
maZiausiai 12 % pirmaisiais gyvenimo metais. Atsiradus PCP, dauguma vaiky
neuzilgo mirsta.

Mycobacterium Avium kompleksu (MAC) yra vadinamos infekcijos
labai panasiy mikobakteriniy organizmy $eima - Mycobacterium avium ir M.
intracellulare. Jeigu MAC atsiranda neturintiems susilpnintos imuninés
sistemos zmonéms, ii nanrastai pasireiSkia kvénavimo trakto infekciios forma

AIDS sergantiems pacientams MAC yra dazniausiai iSsiséjes (iSsisejes MAC
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arba DMAC), ir gali bdti apimtas beveik kiekvienas organas. Nesename darbe
prane$ta, kad MAC bakterijos buvo rastos 43 % pacienty, kurie isgyveno 2
metus po AIDS diagnozavimo, atveju. I3siséjusiam MAC nebuvo rasta jokio
standartinio gydymo. Paprastai yra skiriamas vaisty derinys ir, jeigu jis yra
veiksmingas, gydyma reikia testi visaq gyvenima. Todél neatideliotinai yra
reikalingas efektyvesnis gydymo bldas.

Infekuotieji ZIV yra ypatingai imlds infekcijai Mycobacterium
tuberculosis, ir Sios ligos eiga yra pagreitinta. Nors ekstrapulmonaring
tuberkuliozé yra reta neinfekuotiems ZIV pacientams, ji daznai atsiranda ZIV-
teigiamiems Zmonéms. CDC paskelbé nurodymus kaip gydyti TB, kuriuose
pabréziamas didéjantis paplitimas daugeliui vaisty atsparios TB (MDR-TB).
Mirtingumas tarp AIDS pacienty su MDR-TB yra labai didelis (apie 80 %) ir
ligos progresavimas yra be galo greitas.

Taigi yra reikalinga nedelsiant surasti tokiu infekcijy, taip paplitusiy ir
grésmingy Zmonems ir gyvinams, gydymo badus.

Taip pat yra reikalingas plataus veikimo vaistas trematodiniy infekciju
gydymui supaprastinti. Dabartiniu metu reikia diagnozuoti specifinj
trematodinj patogeng ir tada paskirti gydyma vaistais, budingais S$iai
trematodai. Dauguma maziau iSsivysciusiy Saliy neturi priemoniy konkrecios
trematodos diagnozavimui. Plataus veikimo vaisto suradimas pasalinty
diagnozes poreik.

Schistosoma mansoni - kraujo trematoda - yra Sistosomoze, antrajg is
svarbiausiy Zmogaus tropiniy parazitiniy ligy (po maliarijos) ir svarbiausigjg
trematodine zmoniy infekcija, sukeliantis agentas. Schistosoma haematobium
yra kita svarbi Zmogy infekuojanti rasis. Sistosomoze pasaulyje serga
daugiau nei 200 milijony individy, jskaitant keletg Simty tikstanciy Jungtinese
Valstijose.

Fasciola hepatica, jprasta kepeny trematoda, yra pirmine aviy liga, bet
kartais jg turi ir Zzmoneés. Parazitas jsigudrina iSgyventi ir esant intensyviam
Seimininko imuniniam atsakui. Gydymui buvo pasillytas bitionolis, bet jis néra

priimtas vartojimui Jungtinése Valstijose.
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Tokiu bldu yra reikalinga farmaciné kompozicija, kuri blty atspari

laikymui tropinémis salygomis, ir kuri turéty platy veikima pries trematodas.

Isradimo santrauka

Tyrimuose su gyvuliukais ir Zmoniy klinikiniuose tyrimuose buvo
pastebéta, kad gydymo efektyvumas, naudojant (1) ir (ll) formulés junginius,
priklauso nuo vaisto veikliosios medziagos daleliy dydZio ir junginiy
stabilumo.

Apradytosios farmacinés kompozicijos tinka zmoniy ir gyvuliy
trematodiniy infekciju, kurias sukelia Schistosoma, kaip antai Schistosoma
mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma mekongi, Schistosoma
Japonicum, Schistosoma intercalatum, Fasciola, kaip antai Fasciola hepatica
ir Fasciola gigantica, Fasciolopsis biski; ir Dicrocoelium dendrit/'cum,"”
Heterophyes heterophyes ir Metagonimus yokogawa, gydymui.

Sios farmacinés kompozicijos yra taip pat tinkamos santykinai™
patogeniniy mikroorganizmy Cryptosporidium parvum, [sospora belli,
Enterocytzoon bieneusi, Encephalitozoon intestinalis, Mycobacter/um*‘
tuberculosis, Mycobacterium avium intracellulare, Pneumocystis carinii ir-
Toxoplasma gondii infekcijy gydymui esant susilpnintai imuninei sistemai,

Sios farmacinés kompozicijos gali bdti peroraliniam vartojimui
tinkamoje formoje, tokioje kaip kieta dozuota forma, skysta suspensija arba

pasta.
TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

Pilnesniam Sio iSradimo prigimties ir objekto supratimui reikéty
susipazinti su toliau duodamu smulkiu apraSymu ir prie jo pridedamais
bréZiniais, kuriuose: |

Fig.1 parodyta procentiné inhibicija ir Seimininko Iasteliy

avvvbhingumas paveikus nitazoksanidu prie$ E. intestinalis.
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Fig.2 parodyta procentiné inhibicija ir Seimininko Iasteliy
gyvybingumas paveikus nitazoksanidu prie$ V. corneae.

Fig.3 parodyta procentiné inhibicija ir Seimininko Iasteliy
gyvybingumas paveikus albendazolu pries E. intestinalis.

Fig.4 parodyta procentiné inhibicija ir Seimininko Iasteliy
gyvybingumas paveikus albendazolu pried V. corneae.

Fig.5 ir 6 parodytas OD reik3miy, gauty kiekvienai T. gondii kultlros
duobutei, priklausomybés nuo vaisto koncentracijos kultlroje grafikas.

Fig.7 yra diagrama, gauta remiantis nitazoksamido efektyvumo pries
mikobakterijas, auginamas skystame buljone, bandymais.

Fig.8 parodyti aktyviy daleliuy, turinéiu mazesnj nei @ um dydj,

procentai.

Smulkus iSradimo aprasymas

Sio isradimo infekciju gydymo bldas apima farmacinés kompozicijos,
kurioje kaip veiklioji medZiaga yra bent vienas junginys, pasirinktas i$ grupés,
susidedancios i$ deacetil-nitazoksanido, kurio formule (l):

OH

N
R
02N S /L—NH-CO ()

ir nitazoksanido, kurio formulé (ll):
0 -CO-CH,

0
02N S)—NH—CO (I

vartojima.

Nitazoksanidas (NTZ) - (Il) formulés junginys - yra 2-(acetiloksi)-N-(5-
nitro-2-tiazolil)benzamido - junginio, kurj pirmg Kartg susintetino Rossignol ir
Cavier 1975 m.- trivialus pavadinimas. 2 mg nitazoksanido galima istirpinti 1

ml DAMQN Nlitayalcanidae yra lonAvai ahgarhiiniamag neraralining hiidn
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Iki Siol nebuvo duomeny, kad (I) ir/arba () formulés junginiai gali bati
placiai veiksmingi prie3 trematodines infekcijas, arba kad jie bGty
pakankamai netoksiSki ir juos galéty vartoti net susilpnintg imuning sistema
turintys Zmones.

Nitazoksanido gavimas ir kai kurie jo panaudojimo atvejai aprasyti US
Patente Nr. 3,950,351, o taip pat ir Sio iSradejo publikacijose. Deacetil-
nitazoksanidas - () formulés junginys - kartais yra vadinamas tizoksanidu
arba d-NTZ ir yra nitazoksanido metabolitas.

WO 95/28393 S§is iSradéjas apraso gryno () formulés junginio gavimo
bldg bei kompozicijos, kuricje yra () ir (Il) formuliy junginiy misinys,
panaudojima.

Dabar buvo pastebéta, kad (I) formules junginio, (ll) formulés junginio
arba jy misiniy dalelés, Kuriy dydziai yra tarp 170 ir 520 um (vidutinis daleliy
dydis = 352 um) turi labai ribotg efektyvuma, kai jos jvedamos peroraliniu
bddu gyvuliams arba Zmonéms. Tokiy daleliy efektyvumas yra maZesnis nei
esanciy farmaciniy produkty efektyvumas, ir todél jos yra nepriimtinos.
reguliaciniams arba komerciniams tikslams.

Taip pat buvo pastebéta bandymuose su Sunimis, kad jvedus (l),.
formuleés junginio ir (Il) formulés junginio, kuriu daleliy dydziai mazesni uz 5.
um, vienkarting 50 mg kilogramui doze peroraliniu budu, gyvuliukams yra
sukeliama sunki priesiSka reakcija.

Dabar buvo atrasta, kad norint efektyviai ir saugiai gydyti parazity,
bakteriju, grybeliy ir virusy sukeltas infekcijas Zmonéms ir gyvuliams, tiek
Kietos dozuotos formos, tiek ir vandeniniy suspensijy pavidalo farmacinése
kompozicijose veikliojo agento efektyvi dozé turi bati kiety daleliy formoje,
kuriy dydziai turi bati mazesni nei 200 um, ir turéti (I) ir/arba () formulés
junginiy, kuriy veikliosios kietos medZiagos vidutinis daleliy dydis yra
didesnis uz 10 um.

Didelio kiekio veikliojo agento daleliy, kurios yra didesnés nei 200 um,
buvimas, lyginant su kiekiu daleliy, kuriy dydziai yra tarp 5 ir 200 um, labai
sumaZina Siu junginiu chemoterapinj aktyvuma. Pageidautina, kad S$io

iSradimo farmacinése kompozicijose neblty daugiau nei 5 masés %



LT 4751 B

veikliosios kietos medZiagos daleliy, kuriy dydZiai didesni nei 200 um. Dar
geriau, kai $io i§radimo farmacinése kompozicijose i$ esmés néra didesniy
nei 200 um veikliosios kietos medziagos daleliy,.

Didelio kiekio veikliojo agento daleliy, kurios yra mazesnés nei 5 um,
buvimas, lyginant su kiekiu daleliy, kuriy dydZiai yra tarp 5 ir 200 pm, gali
tureti nepalanky poveikj gyvuliams arba Zmonems. Be to, buvo pastebeéta,
kad dalelés, kuriy dydziai yra maZesni nei 5 um, grei¢iau absorbuojamos is
vir§kinimo trakto | kraujg ir todél néra tokios veiksmingos prie$ parazitus,
bakterijas, grybelius ir virusus, kurie paprastai gyvena gyvuliy ir Zmoniy
virskinimo trakte.

Patyres mokslininkas negali numatyti, kad (l) formules ir (ll) formules
junginiy daleliu dydis galéty turéti tokia svarbig jtakg | jo priedmikrobinj
aktyvuma gyvuliams ir Zmonéms. PavyzdZiui, iSradéjo atliktuose tyrimuose
junginiaitokie kaip albendazolas, mebendazolas, niklozamidas, prazikvantelis
ir metronidazolas, nerodé tokiu dideliy prieSparazitinio aktyvumo skirtumy
gyvuliams ir Zmonéms priklausomai nuo jy daleliy dydZio. Be to, patyregs
mokslininkas negali numatyti, kad (I) formulés ir (ll) formulés junginiu daleliy
dydis galéty turéti tokj nepalanku poveikj | gyvuliu arba Zmoniy sugebéjimg
toleruoti minéto veikliojo agento vartojima,

(1) ir () formulés junginys(iai) gali bdti vartojami arba kieta dozuota
forma, arba kaip vandeninés suspensijos, ir pageidautina, kad farmacinéje
kompozicijoje bty veikliojo agento - (1) ir/arba (Il) formulés junginio turinCio
maZesnes nei 200 um kietas daleles - efektyvi dozé, ir kad minétos veikliosios
kKietos medzZiagos vidutinis daleliy dydis baty didesnis nei 10 um, matuojant
Coultier® skaigiuokliu LS 100. Sis jrenginys naudoja 750 nm lazerio $viesg
nustatyti nuo 0,4 iki 900 um skersmens daleléms pagal Sviesos difrakcija.
Méginiai matuojami vandenyje su nedideliu kiekiu tritono X-100, kad milteliai
bty geriau sudrekinami ir nesukibe.

Pageidautina, kad vidutiniai veikliosios kietos medziagos daleliy
dydziai b0ty tarp 10 ir 100 um, geriau tarp 20 ir 50 pm. Tinkamiausiy

hOITIDOZICHU DavyZuZials Vida.
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o kompozicija, kurioje maZiau nei 10 masés % minétos veikliosios
kietos medziagos daleliy yra didesnés nei 100 um;

e kompozicija, kurioje maziausiai 50 masés % minétos veikliosios
kietos medziagos daleliy yra mazesnés nei 50 um.

Pageidautina, kad vidutinis veikliosios kietos medziagos daleliy dydis
baty tarp 10 ir 100 pum, geriau tarp 20 ir 50 um. Pagal tinkamiausig
kompozicijos jgyvendinimo variantg maziau nei 10 % minétos veikliosios
Kietos medziagos daleliy yra mazesnés nei 5 um.

Pageidautina, kad veiklusis agentas arba veiklieji agentai, naudojami
kietoje dozuotoje formoje arba suspensijoje, bty (I) formulés ir (1) formulés
junginiy maZesniy nei 200 um Kkiety daleliy misinys, kuriame (l) formulés
junginio masés kiekis (I) ir (Il) formulés junginiy masés atzvilgiu Siame
misinyje yra tarp 0.5 ir 20 %, geriausia tarp 0,5 ir 10 %. _

Sis ifradimas taip pat yra susijes su aukidiau apraSytomis.
farmacinémis kompozicijomis, kuriose pageidautina, kad blty bent viené;
farmaciSkai priimtina rgstis. Tokiy rigédiy pavyzdziais yra: citrinos rGgétis.ﬁ
glutamo rdgstis, gintaro rlgstis, etansulfonragstis, acto ragstis, vyno ragétis,;
askorbo ragstis, metansulfonragstis, fumaro ragstis, adipo ragstis, obuoliq;
ragstis ir jy misiniai. Labai tinkama yra citrinos ragstis. Minéty ngéc‘:iqﬂ_
buvimas pagerina veikliojo agento arba agenty stabiluma, 4

Pageidautina, kad farmaciskai priimtinos ragsties ir minétos veikliosios
Kietos medZiagos masiy santykis baty tarp 0,01 ir 0,5, geriausia tarp 0,03 ir
0.2. Pageidautina, kad ragsties kiekio pakakty suspensijos pH gauti tarp 2 ir
6, geriau tarp 3 ir 5, o visy geriausia tarp 3,5 ir 4,5.

Farmaciniy kompozicily pagaminimo metodikos, tinkamiausi
pavyzdziai, kietos ir skystos dozuotos formos yra apradytos W0/95/28393,
kuris Cia duodamas kaip literatdros $altinis. Pageidautina, kad kompozicijose
blty drékinimo agento ir, galimas daiktas, krakmolo darinio, tokio kaip
aprasytas US patente Nr. 5,578,621, kuris &ia duodamas kaip literatdros
Saltinis galimiems drékinimo agentams ir krakmolo dariniams parinkti. US

Falenie NGO,DT0,0¢ 1 apiasylas diekinimo agenias yra i dispergiklis.
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Tokiose farmacinése kompozicijose arba kaip kietose, arba kaip
skystose dozuotose formose, arba kaip pastose, arba kaip tepaluose gali bdti
papildomy veikliyjy agenty, tokiy kaip antibiotikai, prievirusiniai agentai arba
protony pumpavimo inhibitoriai. Nors ir néra naudinga, taCiau tokiose
farmacinése receptlrose gali bati (I) formulés junginio ir/arba (Il) formules
junginio veikliy kiety daleliu, kurios yra didesnés uz 200 um.

Kompozicijose gali bdti pagalbiniy medZiagy, kurios tinka peroralinio
vartojimo formoms pagaminti.

Norint gauti puiky efektyvuma prie$ platy parazity, bakterijy, grybeliy ir
virusy spektrg, pageidautina, kad minéty veikliyju Kiety daleliy pasiskirstymo
faktorius baty tarp 0,8 ir 2, geriau - tarp 1,1 ir 1,9, geriausia - didesnis nei 1,5,
o Sis pasiskirstymo faktorius yra iSskaicCiuojamas pagal tokig formule:

Foon = (Doox - Diow)/((Deon + S10%)/2),
kurioje

¢ Faoe, Yra 90 % pasiskirstymo faktorius;

o Jgoe Yra frakcijos daleliy, atitinkancios 90 % mineéty aktyvios kietos
medZiagos daleliu, maksimalus daleliy dydis ir

o U0 yra frakcijos daleliy, atitinkancios 10 % mineéty aktyvios kietos
medziagos daleliy, maksimalus daleliy dydis.

Pagal konkrety Sio iSradimo jgyvendinimo variantg (I) formulés
junginys ir/arba (Il) formulés junginys pagaminami auk3Ciau apradytais
bldais, po to sumalami taip, kad maziau nei 10 % minetu veikliyjy daleliy
blty didesnés nei 100 um, maziau nei 50 % minéty daleliy bity didesnés nei
50 um ir maziau nei 10 % minety daleliy blty maZesnés nei 5 um, vidutiniam
daleliy dydziui esant tarp 20 ir 50 um. Po to minétos veikliosios dalelés yra
granuliuojamos, naudojant veikliosios kietos medziagos daleliy misinj ir bent
vieng granuliavimo agenta. Granuliavimo agento pavyzdziais yra:
polivinilpirolidonas, vanduo, alkoholis, sacharozeé, hidroksilceliulioze ir ju
miSiniai. Granuliavimo procese pageidautina pridéti bent vieng farmaciskai
priimting rlgst].

Sis iStadimas SUSHES SU ReioHis AozZuoiomis formonis kinose vra

Sio iSradimo kompozicija, tokiomis kaip tabletés, suyrandios tabletés,
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padengtos tabletés, matricos ir t.t. Sio iradimo dozuotose formose yra,
pavyzdZiui:

« kietos veikliosios dalelés, kuriy dydziai yra maZesni nei 200 pm,
esant maziau nei 10 % minéty daleliy didesniy nei 100 um, maZiau nei 50 %
minéty daleliy didesniy nei 50 um ir maziau nei 10 % minéty daleliy,mazesniy
nei 5 um, ir vidutiniam daleliy dydziui esant tarp 20 ir 50 um;

e bent vienas granuliavimo agentas;

¢ bent vienas drekinantis agentas;

e bent vienas krakmolo darinys, ir

e bent viena farmaciskai priimtina rlgS$tis, kurig geriausia pridéti
granuliavimo proceso metu.

Sio iSradimo skystose dozuotose formose, kaip antai vandeninése
suspensijose yra, pavyzdZiui:

e kaip veiklusis agentas - () formulés junginio ir/arba (ll) formulés
junginio kietos dalelés, kuriu dydziai yra maZesni nei 200 um, esant maZiau
nei 10 % minéty daleliy didesniy nei 100 um, maziau nei 50 % minéty daleliy
didesniy nei 50 um ir maZiau nei 10 % minéty daleliy, mazesniy nei 5 um, ir
vidutiniam daleliy dydziui esant tarp 20 ir 50 pum; ir

» bent vienas granuliavimo agentas;

 bent vienas drekinantis agentas;

« bent viena farmaciSkai priimtina rdgstis, esant suspensijos pH tarp 2
ir 8, geriau - tarp 3 ir 5, ir visy geriausia - tarp 3,5ir 4,5;

e bent vienas tir§tinimo agentas, pavyzdziui ksantano derva, agaro
derva, kristaliné celiuliozé, karubos derva, karboksimetilceliuliozé arba jy
miSiniai.

Sio i$radimo pasty arba tepaly, tinkamy peroraliniam vartojimui,
formose yra, pavyzdziui:

e Kaip veiklusis agentas - (l) formules junginio ir/arba () formulés
junginio kietos dalelés, kuriy dydZiai yra mazesni nei 200 um, esant maziau

nei 10 % mineéty daleliu, didesniy nei 100 um, maziau nei 50 % minéty daleliy,
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didesniy nei 50 um ir maZiau nei 10 % mineéty daleliy, mazesniy nei 5 um, ir
vidutiniam daleliy dydziui esant tarp 20 ir 50 um; ir

e bent vienas drékinantis agentas;

e bent viena farmaciskai priimtina rlgstis, esant suspensijos pH tarp 2
ir 6, geriau - tarp 3 ir 5, ir visy geriausia - tarp 3,5 ir 4,5,

e bent vienas tirétinimo agentas, pavyzdziui ksantano derva, agaro
derva, kristaliné celiuliozé, karubos derva, karboksimetilceliuliozé arba jy
misiniai.

Sio idradimo pastu arba tepaly vietiniam arba intravaginaliniam
vartojimui, formose yra, pavyzdziui:

e kaip veiklusis agentas - (I) formulés junginio ir/arba (Il) formules
junginio kietos dalelés, kuriy dydziai yra mazesni nei 200 um, esant maziau
nei 10 % minéty daleliy, didesniy nei 100 um, maziau nei 50 % minéty daleliy,
didesniy nei 50 um ir maziau nei 10 % minety daleliy, mazesniy nei 5 um, ir
vidutiniam daleliy dydziui esant tarp 20 ir 50 um;

e bent vienas drekinantis agentas;

¢ bent viena farmaciskai priimtina ragstis, esant suspensijos pH tarp 2
ir 6, geriau - tarp 3 ir 5, ir visy geriausia - tarp 3,5 ir 4.,5;

« cetilo alkoholis ir/arba gliceridai, ir/arba propilenglikolis;

e bent vienas tir§tinimo agentas, pavyzdziui ksantano derva, agaro
derva, Kkristaline celiulioze, karubos derva, karboksimetilceliulioze arba ju

misiniai.

Farmaciniu kompoziciju pagaminimo aprasymas

Sausas grynas (l) formulés junginys ir sausas grynas (ll) formulés
junginys sumalami ir milteliai paskirstomi pagal daleliy dydzius tinkliniu sietu.

Po sumalimo (I) formulés junginio, (ll) formulés junginio ir ju misiniu
dalelés turéjo fig.8 parodyta pasiskirstyma pagal dyd|. Fig.8 parodyta
procentai daleliu, turinéiy mazesnj nei @ um dyd;.

IS5 Sios figuros matyti, kad:
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e maziau nei 10 mases % daleliy turi mazesnius nei mazdaug 5 um
dydzius;

e maZiau nei 10 mases % daleliy turi didesnius nei mazdaug 70 um
dydzius;

e vidutinis daleliy dydis yra mazdaug 40 um;

» daleliy pasiskirstymo faktorius yra mazdaug 1,73, ir §is pasiskirstymo
faktorius buvo i§skai¢iuotas pagal tokiag formule:

Foon = (Dao% - Dr0%)/((Boon + D10%)/2),

kurioje

* Faou yra 90 % pasiskirstymo faktorius;

e Jaow yra frakcijos daleliy, atitinkancios 90 % minéty aktyvios Kietos
medZiagos daleliy, maksimalus daleliy dydis ir

» Doy yra frakcijos daleliy, atitinkancios 10 % minéty aktyvios kietos:
medZiagos daleliu, maksimalus daleliy dydis.

Tokiy kompoziciju konkretds pavyzdziai yra duoti tolimesnése:

lentelése.

1lentelé.  Peroralinio vartojimo suyranciy tableciy, kuriose Kaip.
veiklieji agentai yra (ll) formulés junginys ir (I) formulés
junginys, sudéties pavyzdys -

Nitazoksanidas (99%) + deacetil-nitazoksanidas (1%) 200 mg
Mikrokristaliné celiulioze

Avicel pH 102, parduodama FMC-USA 116 mg
Krospovidonas 25mg
Magnio stearatas 3 mg
Koloidinis silicio dioksidas 5 mg
Citriny rtgstis 10 mg
Zemuogiy kvapas Nr.877720, parduodamas Robertet 10 mg
Natrio sacharinatas 2mg

2lentelé.  Peroralinio vartojimo padengty - tableciy, kuriose kaip
veiklieji agentai yra (ll) formulés junginys ir () formulés
junginys, sudéties pavyzdys

Alsﬁ—y—\l mant rJ,-A jalalatn
e N

Kukuruzq krakmolas 60 mgv
Zelatinintas Kukurtzy krakmolas 70 mg
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Hidroksipropilmetilceliuliozé 5mg
Sacharozé 20 mg
Krakmolo natrio glikoliatas 30 mg
Citriny ragstis 25 mg
Talkas 8 mg
Magnio stearatas 7 mg

Dangos: Karétas cukraus tirpalas arba padengimo plévele uzpurskiama ant
tablediy arba granuliy, turintiy 500 mg veikliosios medziagos.

3lentelé. Peroralinio vartojimo vandeninés suspensijos, kurioje kaip
veiklieji agentai yra (ll) formulés junginys ir (I) formulés
junginys, pavyzdys. Suspensijos pH yra apie 4,1.

Nitazoksanidas (98%) + deacetil-nitazoksanidas (2%) 249
Distiliuotas vanduo 100 mi
Natrio benzoatas 029
Sacharozé 305¢g
Ksantano derva 0,2¢g
Mikrokristaliné celiuliozé ir natrio karboksimetilceliuliozé

Avicel RC-591, parduodama FMC-USA 08¢
Citriny rdgstis 0249
Natrio citrato dihidratas 50 mg
Zemuogiq kvapas Nr.877720, parduodamas Robertet 125 mg
Raudoni dazai Nr.33Dir C 1mg

4 lentelé.  Peroralinio vartojimo pastos, kurioje kaip veiklieji agentai
yra (lI) formulés junginys ir (I) formulés junginys, pavyzdys.

Nitazoksanidas (98%) + deacetil-nitazoksanidas (2%) 500 mg
Mineraline alyva 1049
Rudasis cukrus 19
Mikrokristaliné celiulioze ir natrio karboksimetilceliulioze

Avicel RC-591, parduodama FMC-USA 0.8¢g
Citriny rlgstis 0249

5lentelé. Intravaginalinio arba vietinio vartojimo pastos arba tepalo,
kuriuose kaip veiklieji agentai yra (ll) formulés junginys ir
(l) formulés junginys, pavyzdys.

Nitazoksanidas (98%) + deacetil-nitazoksanidas (2%) 849
Kremaforas A6 24g
Kremaforas A25 1549
Sartiaraso S0 50

Mineraling alyva 749 )
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Luvitolis EHO 79
Glicerolio monoesteris 449
Cetilo alkoholis 3¢
Simetikonas 054¢g
Germabenas |l 1g
Propilenglikolis 359
Distiliuotas vanduo 6259

Sio isradimo farmacinés kompozicijos yra kompozicijos, kurios turi
platy veikimo spektrg | parazitus, bakterijas, grybelius ir virusus, ypatingai
jeigu jos yra vartojamos peroraliniu badu.

Auksdiau apraSyty farmaciniy kompoziciju efektyvumas ir saugumas
gyvuliams ir Zmonéms buvo puikus. Konkre€iau, Zmoniy klinikiniuose
tyrimuose buvo pastebéta, kad auk3Ciau apradyty farmaciniy kompoziciju
efektyvumas yra daug didesnis gydant parazitines infekcijas nei tokiu paciy
receptlru, kuriose veikliojo junginio daleliy dydZiai yra tarp 170 ir 520 um
(vidutinis dalelés dydis = 352 pum) net ir tuo atveju, kai pacientams buvo
skiriamos tris kartus didesnes dideliy daleliy dozés ir ilgesn] laikg. Gauty

iSgydymo procenty pavyzdziai parodyti toliau duodamoije 6 lenteleje.

6 lentelé.  Zmoniy klinikiniy tyrimy, naudojant (I) formulés ir (if)
formulés junginius, kuriy daleliy dydziai yra nuo 170 iki 520~
pum (vidurkis = 352 um) rezultaty palyginimas su rezultatais,
gautais naudojant (I) formules ir (ll) formulés junginius,
kuriy daleliy dydziai yra nuo 5 iki 200 pm (vidurkis = 34
um).

() formulés junainys (98 %) + (I) formules junginys (2 %)

Daleliy dydziai Daleliy dydziai
170-520 um 5-200 um
Dozé = 15-50 mg/kg/per Dozé = 15 mg/kg/per
dieng, gydoma 3-7 dienas  diena, gydoma 3 dienas
ISgydyty skai¢ius/viso =  18gydyty skaiéius/viso

iSgydymo % = |Sgydymo %
Parazitas .
Blastocystis hominis 12/27 = 44 % 10/10 = 100 %
Entamoeba 29/47 = 62 % 106/133 = 80 %
histolyuca

Gardia lamblia 11/37 = 30 % 50/73 = 68 %
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Ascatris lumbricoides 3/69=4% 144/179 = 80 %
Trichuris trichuria 7/48 = 15 % 58/79 = 73 %

Kiekvieno i$ 6 lenteléje nurodyty parazity atveju proporciniai iSgydymo
procentai yra daug geresni pacientams, gydytiems aktyviomis 5-200 um
daleléemis, nei pacientams, gydytiems aktyviomis 170-520 pum dydzio
dalelémis, kiekvienu atveju esant statistiniam patikimumui p<0,02 (naudojant
standartinj X? testa). Taip buvo net ir tuo atveju, kai veikliojo agento didesniy
daleliy dozés buvo paprastai didesnés, o gydymo trukmé dazniausiai ilgesne,
nei pacienty, gavusiy farmacines kompozicijas, kuriose buvo mazesnés nei
200 um veikliojo agento dalelés. Nei vienai pacienty grupei nebuvo pastebeta
rimty nepageidaujamy efekty.

Rezultatai, panasls | auk$ciau apraSytus bandymuose su zmonemis,
buvo taip pat stebimi ir bandymuose su gyvuliais.

Be to, nepageidaujamos reakcijos, pastebetos bandymuose su
Sunimis, jvedus peroraliniu bidu 50 miligramy kilogramui (I) formules
junginio ir (Il) formulés junginio vienkartine doze, plaCiuose tyrimuose su
gyvuliais, naudojant (I) formulés junginj ir (ll) formulés junginius, kKuriy daleliy
dydziai 5-200 um (vidurkis >10 um) nebuvo pastebéta, netgi jei tokia pati arba
didesne $iy junginiu dozé buvo jvedama kasdien 90 dieny arba ir ilgiau.

Be to, $ios kompozicijos buvo stabilios (net ir laikant 40 °C
temperatlroje ir esant 65 % santykinei drégmei SeSis ménesius arba skysty
suspensiju atveju, kai suspenduota vandenyje - 3 meénesius), tokiu bldu
uztikrinant, kad veiklieji ingredientai nesuskyla, ir kad po pagaminimo
kompozicija iSlaiko savo efektyvumg tokj laiko tarpg, Kkuris yra tinkamas
medicininiams ir komerciniams tikslams.

Toliau bus parodytas iy farmaciniy kompoziciju efektyvumas.

| pavyzdys
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
Preliminariniame Klinikiniame bandvme 30 AIDS pacientu. seraanciu

chroni$ka kriptosporidine diaréja, buvo gydomi peroraline kasdienine 500-
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2000 mg nitazoksanido doze. Jeigu diaréja tgsési, pacientai gavo dar keturias
savaites nitozoksanido iki 2000 mg per dieng.

Dvidedimt astuoni Zmonés gydymg baigé per dvi arba daugiau
savaidiy, ir 16 i$ jy buvo jvertintas terapinis atsakas astuntg gydymo savaite.
Pastarojoje grupéje 12 individy turéjo 50 procenty arba didesn] tustinimosi
daznio per dieng sumazéjima, 10 individy turéjo pastebimg parazity kiekio
sumazejima arba idnykima iSmatose, o keturiems iSvis parazito neberasta.
Sesiems pacientams ir Klinikinio ir parazitologinio atsako kriterijai rode
gydymo nauda,.

Atrodo, kad pacientai, kurie gavo didesnes vaisto dienos dozes ilgesn]
laikotarpj, parodé teigiama atsaka.

Platds nitazoksanido tyrimai su AIDS susijusios kriptosporidinés
diaréjos atzvilgiu parodé sumazintg tustinimosi daznj Zmonems, gavusiems
500, 1000, 1500 arba 2000 mg vaisto per dieng. Bandymo dalyviy vidutinis
CD4+ skaidius buvo 42 lastelées/mm® (intervalas 0-303 lIgstelés/mm?), =
vidutinidkai 6,7 tustinimosi per diena vidutiniskai 15 mén., Cryptosporidium -
parvum oocistos imatose ir jokiy Kity pastebimy enteriniy patogeny. Beveik -
visiems dalyviams gydymas azitromicinu arba paromomicinu buvo
nesékmingas.

Po 23 savaitiy 9 i$ 13 turéjo pilng klinikinj atsakg (nuo vieno iki trijy -
daugiausia suformuoty tustinimysi per dieng), o 4 i 13 turéjo dalinj Klinikinj
atsaka (maZiausiai 50 procenty sumazejes tustinimosi karty Kiekis per dieng
arba iSmaty konsistencijos pasikeitimas taip, kad bent 75 procentai ju yra
suformuotos). Tyrimo pabaigoje 8 i§ 11 buvo visidkai iSnykes parazitas, o
kitiems trims buvo labai sumazintas oocisty kiekis. Stebima geresnio atsako
tendencija, naudojant 1000 mg per dieng arba didesnes dozes ir ilgiau
gydant. Du i$ bandymo dalyviy turéjo urtikarinius odos iSbérimus; daugiau

nei 90 procenty laikési tyrimy rezimo daugiau nei keturias savaites.

Il pavyzdys
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
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Informacija apie dozes in vitro
Nitazoksanidas buvo iStirpintas steriliame dimetilsulfokside (DMSO) ir

bandytas prie§ C. parvum oocisty infekuoty Iasteliy monosluoksnius, imant
100 pg/mi, 10 pg/mi, 1 pg/ml ir 01 ug/mi koncentracijas. Buvo atliktas
antrasis bandymas, kuriame nitazoksanidas tiriamas imant papildomas 20, 2,
02 ir 002 ug/ml Kkoncentracijas. Sios koncentracijos buvo gautos
panaudojant eile skiedimy pilna DMEM terpe ir davé galuting 0,5 % DMSO
koncentracija. | kontroling terpe taip pat pridéta 0,5 % DMSO.

Eksperimente buvo naudota MDBKF5D2 Cells lIgsteliy kultdra,
iSauginta 7 mm skyreliuose, ir kaip Cryptosporidium parvum: GCH1 oocistos,
5x10* duobutei, ir eksperimentas vykdomas norint palyginti paromomicing
(teigiama kontrolé) su nitazoksanidu (eksperimentinis vaistas). Kitos
medZiagos buvo: imuninis anti-Cryptosporidium parvum sporozoitinis triudio
serumas (0,1 %) ir ozkos anti-triusio antiknai, konjuguoti su fluoresceinu (1

%).

Toksi§kumo nustatymo bandymas:

200 ul terpés, turinios 100, 10, 1 ir 01 pug/ml nitazoksanido, ir

reikiamo kontrolinio tirpalo, supilama j dvi 96 duobuciy plokstelés duobutes,
kuriose yra susijungiantys MDBKF5D2 Iasteliy monosluoksniai ir dvi duobutes
be monosluoksniy. Vaistas inkubuojamas ant monosluoksniy 37 °C
temperatdroje, esant 8 % CO,. Po 24 valandy (1 bandymas) ir 48 valandy 2
bandymas) | kiekvieng duobute pridedama MTS (Oveno tirpalas) ir PMS,
kuriy koncentracijos yra atitinkamai 333 pg/ml ir 25 uM. Plokstele vel
padedama | inkubatoriy tamsoje ir auginama dvi valandas. Po dviejy valandu
100 ul kiekvieno nuopilo perkeliama | naujg mikrotitry plokstele ir matuojama
ELISA matuokliu esant 490 nm bangos ilgiui. Rezultatai uzraSomi ir
analizuojami. Toksikumo procentai apskaiciuojami atimant vaisto nuopily
vidutinj optinj tankj (OD) i$ kontrolinés terpés nuopily (vaisto néra) vidutinio
optinio tankio (OD), padalinant i kontrolinés terpes OD ir padauginant is 100.

Uuterpés - VU

oD

vaisto X 1 OO

terpés
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Sveiky C. parvum oocisty bandymas
5x10* C. parvum oocisty duobutei inkubuojama nitazoksanide (100,

20, 10, 2, 1, 0,2, 0,1 ir 0,02 ug/ml) 37 °C temperatlroje (8 % CO,) ant
susijungianciy MDBKF5D2 Iasteliy monosluoksniy. Po 24 ir 48 val nustatomas
ir analizuojamas infekcijos lygis kiekvienoje duobutéje, panaudojant
imunofluorescencijos testg. Inhibicijos procentai apskaiCiuojami atimant
vidutinj parazity skaiciu/10-je laukeliy vaisto duobutése i$ vidutinio parazity
skaiiaus/10-je laukeliy kontrolinéje terpéje (vaisto néra), padalinant i3
vidutinio kontrolés skaiciaus ir po to padauginant is 100.

Vidutinis kontrolés skaicius - tiriamo vaisto skaic’:iusx
Vidutinis kontrolés skaicius

100

Rezultatai:
1 bandymas: 24 val.
Junginys Konc. | Vidurkis (£SN)* | Toksiskumo Inhibicijos
procentai procentai
Infekuota terpé 0 983,5(+128,2) 0 0
Paromomicinas | 2 mg/mi 482(+47 1) 23,8 51
NTZ 100 prarasta 88,1 NA™
ug/mi
10 ug/ml | 55,5 (£13,5) 65,1 94.4
1 ng/mi 224,5(+28,5) 8.3 77,2
0,1 ug/ml | 474,5(x29,5) 19,3 51,8

* Parazity skaiCius/10-je laukeliy
*+x Negalima nustatyti dél toksiSkumo
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Junginys Konec. Vidurkis (+SN)” Toksiékumo Inhibicijos
procentai procentai
Infekuota terpe 0 2231,25(+90,03 0 0
)

Paromomicinas | 2 mg/ml 580(+33,42) 40,8 74,01

NTZ 20 pg/mi 68,75(x13,77) 92,87 96,92

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

0.2 ug/ml | 1020(%158,48) 16,56 54,29

0,02 ug/ml | 1041(%191,46) 21,23 53,33

* Parazity skai¢ius/10-je laukeliy

Nitazoksanido poveikis i sveikas C. parvum oocistas

1 bandyme, esant 10, 1 ir 0,1 koncentracijoms, gaunami atitinkamai

94,4, 77,2 ir 51,8 % inhibicijos lygiai ir toksiSkumo lgstelems lygiai 65,1, 8,3 ir
19,3 %. Nors esant 10 pg/ml koncentracijai gaunama beveik pilna parazito
infekcijos inhibicija, yra akivaizdus didelis toksiSkumo procentas. Imant 1
ug/ml nitazoksanido, parazito inhibicija ir toksisSkumas lastelems yra geresni
nei paromomicino, kurio koncentracija 2 mg/ml (77,2 % parazito inhibicijos ir
8,3 % toksiskumo nitazoksanido atveju, kurio koncentracija 1 pg/ml, lyginant
su 51 % parazito inhibicijos ir 23,8 toksiSkumo lgstelems paromomicino
atveju, kurio koncentracija 2 mg/mil).

2 bandyme vaistas buvo modifikuotas norint gauti geresnj dozés
pasiskirstyma ir minimaly toksiSkuma. Todél kultdros liko gyvybingos 48
valandas vietoj 24 valandy, kaip buvo 1 bandyme. Inkubavimas 48 valandas
aiSkiai dave didesn] santykinj toksiSkumag Igsteléms, kaip matyti iS
paromomicino tyrimo abiejuose bandymuose. Nitazoksanido 20 ug/ml
koncentracija vis dar yra per daug toksidka laikant 48 valandas, nors
pasirodo, kad lgsteliy monosluoksnis yra dar nepaliestas. Gali bati, kad
didelis toksiskumas. kuris turétu veikti lasteliu funkciia. tain pat veikia parazito

infekcija/vystymasi. Esant 2 pg/ml nitazoksanido koncentracijai, buvo Zymi
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parazito infekcijos inhibicija ir palyginti mazZas toksiSkumas Igsteléms. Kiti
praskiedimai taip pat rodé Zymig inhibicijg ir maZa toksiskuma. Esant 2 pg/ml
vaisto koncentracijai, vidutinis toksiskumas lasteléms ir 94,90 % inhibicinis
aktyvumas rodo, kad nitazoksanidas, kurio koncentracija 2 ug/ml, yra
pranaSesnis Uz paromomicing, Kkurio koncentracija 2 mg/ml, in vitro C.

parvum infekcijos atveju (pvz. 1000 karty didesné koncentracija).

il pavyzdys
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Dozes in vitro ir informacija apie laikyma:
Nitazoksanido ir deacetil-nitazoksanido (NTZ ir NTZdes) tirpalai buvo

titi prie§ C. parvum oocisty ir ekscistiniy sporozoity infekuoty Iasteliy
monosluoksnius, imant 10, 1, 0,1 ir 0,01 pug/ml Koncentracijas. Kiekvienas
junginys buvo istirpintas 100 % dimetilsulfokside (DMSOQO) ir praskiediiamas:
iki norimos Kkoncentracijos steriliu DMEM. Kiekvienos nitazoksanidot
koncentracijos tirpale ir kontrolingje terpeje buvo pastovus kiekis (0,025 %)
DMSO. )

Eksperimente naudota MDBKF5D2 Cells Igsteliy kultlra iSauginta 7
mm skyreliuose, ir kaip Cryptosporidium parvum: GCH1 oocistos, 5x104ﬂ'
duobutei, ir eksperimentas buvo vykdomas norint palyginti paromomicing
(teigiama kontrole) su nitazoksanidu (eksperimentinis vaistas). Kitos
medZiagos buvo: imuninis anti-Cryptosporidium parvum sporozoitinis triugio
serumas (0,1 %) ir ozkos anti-triusio antiknai, konjuguoti su fluoresceinu (1
%).

ToksiSkumo nustatymo bandymas:

200 pl terpes, turinCios auksciau minetas nitazoksanido koncentracijas,
ir reikiamy kontroliniy tirpaly, supilama j dvi 96 duobuciy plokstelés

duobutes, kuriose yra susijungiantys MDBKF5D2 Igsteliy monosluoksniai ir

R R S N et e LI E L L N B N T L T D R L T e LR s U SV uty [ D SO
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J

37 °C temperatiroje, esant 8 % CO,. Po 48 valandy j kiekvieng duobute
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pridedama MTS (Oveno tirpalas) ir PMS, kuriy koncentracijos yra atitinkamai
333 pg/ml ir 25 uM. Plokstelé vél padedama | inkubatoriy tamsoje ir
auginama 2 valandas. Po 2 valandy 100 pl kiekvieno nuopilo perkeliama |
naujg mikrotitry plokstelg ir matuojama ELISA matuokliu esant 490 nm
bangos ilgiui. Rezultatai uzraSomi ir analizuojami. ToksiSkumo procenta
apskaiéiuojami atimant vaisto nuopily vidutinj optinj tankj (OD) is kontrolines
terpés nuopily (vaisto néra) vidutinio optinio tankio (OD), padalinant is
kontrolinés terpés OD ir padauginant is 100.

0D oD

terpes

vaisto
x 100
oD

terpés

Citotoksiskumo jvertinimas taskais buvo toks: 0,5 % toksiskumas = 0;
6-25 % toksisSkumas = 1; 26-50% toksiskumas = 2; 51-75% toksiSkumas = 3
ir 76-100% toksiskumas = 4. Paprastai laikoma, kad citotoksiSkumas,
jvertintas 0 arba 1 ta$ku, yra priimtinas. Laikoma, kad citotoksiSkumas,

jvertintas 2, 3 arba 4 taskais, yra didelis toksiskumas lgsteliy monosluoksniui.

Sveiku C. parvum oocistu bandymas

5x10* C. parvum oocisty duobutei inkubuojama auk$éiau minéty
nitazoksanido koncentracijy tirpaluose 37 °C temperatdroje (8 % CO,) ant
susijungianciy MDBKF5D2  lIasteliy  monosluoksniy. Panaudojant
imunofluorescencijos testa, nustatomas infekcijos lygis kiekvienoje duobuteje
ir analizuojamas kompiuteriu. Inhibicijos procentai apskaiCiuojami atimant
vidutinj parazity skaiciu/laukelyje vaisto duobutése i§ vidutinio parazity
skaiGiaus/laukelyje kontrolinéje terpéje (vaisto néra), padalinant i$ vidutinio

Kontroles skaiiaus ir po to padauginant is 100.

Vidutinis kontrolés skaicius - tiriamo vaisto skaicius
Vidutinis kontrolés skaicius

x 100

Rezultatai:

C. parvum oocisty bandymas (48 val.)
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Vaistai | Konc. | Para- +SN Toks/ +SN | Inh.% | Toks. | Tas-
zitai oD % kai

Vande- 0 681,58 | £271,02| 2,024 +0,18 0 0 0
niné

terpe
Paro- | 2000 | 115,75 | *44,65 1219 | 0,00 |83,02]39,79] 2
momi- 9

cinas
0,025% 0 628,50 | 17194 | 1,799 +1,45 0 0 0

DMSO
terpe

NTZ 10 11,75 +7.33 0,413 | #0,13198,13|77,07| 4
1 39,67 | £13,13 1618 | 0,32 {93,69]10,09| 1
0,1 |[643,42 | £229,73| 1,878 6 <0 <0 0
0,01 | 71433 | 194,79 | 1,617 | x0,15 <0 |10,12] 1

4

+0,07

2
Naujas 10 13,75 +6,66 0,337 | £0,00 |97811|8127| 4
NTZdes 1 39,92 | £13,49 1,710 5 9365 | 4,97 0
0,1 {64986 | =152,19| 1,506 | 0,03 <0 16,29 | 1
0,01 | 749,33 | 139,49 | 1,721 3 <0 4,36 0

+0,11

9

+0,14

4

Konc. - pug/ml; Parazitai - vidutinis parazity skai€ius laukelyje (analizuota 12
laukeliu). Inh.% - parazity infekcijos inhibicijos procentai; Toks.% -vaisto =
procentinis toksiskumas lgstelems.

IS aukSCiau pateikty duomeny matyti, kad NTZdes inhibicinis
aktyvumas yra toks pat kaip ir Il pavyzdZio NTZ. Ir nitazoksanidas, ir deacetil-
nitazoksanidas, kai yra tiriami lygiagreciai, yra vienodai efektyvls in vitro prie$
Cryptosporidium parvum, ir rodo 98 ir 94 % inhibicija, imant kiekvieno junginio
atitinkamai 10 ir 1 pg/ml koncentracijas. Nitazoksanido atveju 1 ug/ml buvo
maZiausia koncentracija, duodanti daugiau nei 90 % inhibicija, bet 50 %
inhibicijg galima gauti imant maZesnes nitazoksanido koncentracijas, kaip
antai 0,2, 0,1 ir 0,02 ng/ml. Tomis paciomis eksperimentinémis sglygomis
paromomicinas, naudojamas kaip teigiama kontrolé, buvo 2000 karty maziau

efektyvus, esant inhibicijos procentams 51-83 % ribose, kai jo koncentracija

[alaYa Ve NN
[ A N A ST R RN
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IV pavyzdys
E. INTESTINALIS IR V. CORNEA

2RK-13 Igstelés (triudio inksty Igsteliy linija) sudedamos | 24 duobuciy
kultivavimo ploksteles, imant 2,6x10° Iasteliu/duobutei (1,0 ml terpés RPMI
1640 su 2 mM L-glutamino ir 5 % S$iluma inaktyvuoto fetalinio versiuko
serumo). Leksteles inkubuojamos 37 °C temperatiroje COz inkubatoriuje per
naktj; per §j laika duobutés susilieja (vienas padvigubejimas, nustatyta 5x10°
lgsteliu/duobutei).

| Seimininko lasteles 3:1 santykiu, lyginant su nustatytomis Seimininko
lastelémis, arba 1,5x10° organizmy duobutei pridedama Septata intestinalis
(iSvesti i§ audiniy kultlry) organizmy.

Vaistai istirpinami DMSO, vandenyje arba metanolyje (priklausomai
nuo tirpumo), pagaminant 1,0 mg/ml pagrindinius tirpalus. Pagrindiniai
tirpalai laikomi -70 °C temperatiroje. Eksperimente naudojami praskiesti
tirpalai pagaminami pilnoje audiniy kultdry terpéje. Kiekvienas praskiestas
tirpalas tiriamas trijose duobutese.

Terpé keiiama kas 3-4 dienas (terpéje yra tik kg praskiesti vaistai).

Sedta diena (po parazito ir vaisty pridéjimo) nustatomas toksiskumas
lasteléms. Tiriamas kontroliniy lIgsteliy, gavusiy vaistus, bet negavusiy
parazito, susiliejimas, Igsteliy morfologija ir nustatoma, ar yra negyvy arba
pliduriuojanciy lasteliy. Lastelés, inkubuotos tik su parazitais, tiriamos
nustatant ar parazitai yra infekciniai (t.y. nustatoma, ar yra parazitoforiniy
vakuoliy). Lasteliy, inkubuoty su parazitais ir vaistais, atveju jvertinamas
toksiSkumas Seimininko Igsteléms ir santykinis parazitoforiniy vakuoliy
skaiCius (t.y. didelis, vidutinis arba mazas).

DesSimtg dieng | kultivavimo duobutes pridedama 100 pl 10 % SDS
(galutiné koncentracija 0,5 %), kad bty suardytos lgsteliy membranos ir
iSlaisvinamos mikrosporidijos. Bendras kiekviénoje duobuteje esanciy
parazity skaiCius nustatomas skaiCiuojant akikvotg hematocitometru.

Re7iiltatai  i&reidkiami  inhibiriine  nracentais  flvainant s infeknintnamie

lastelémis, negavusiomis vaisto).
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Rezultatai parodyti fig. 1-4.

V pavyzdys
TOXOPLAZMA GONDII

Nitazoksanidas ir deacetil-nitazoksanidas buvo tiriami prie§ parazitus,
konkrediau pried Toxoplasma gondii RH kamiena, iSlaikytq perkeliant i3
vienos pelés j kita keleta karty. MRCS5 fibroblasty (Bio-Merieux, Prancuzija)
lasteliy kultlros, kultivuojamos 96 duobuciy mikroplokstelése, inokuliuojamos
T. gondii. | kiekvieng kultivavimo duobute pridedama 200 tik ka iSskirty
tachizoitu, iSskyrus 8 kontrolines duobutes (neigiama kontrolé). Po 4 valandy
inkubavimo | kultdras pridedama praskiesty vaisty tirpaly.

Nitazoksanidas (NTZ) ir deacetil-nitazoksanidas (dNTZ) buvo tirti,
imant koncentracijas 8-10° - 40 mg/l intervale. Vaistai i§ pradziy istirpinami
DMSO, pagaminant 2 mg/l koncentracijos tirpalg, po to atliekama serija“‘“'
praskiedimy kultivavimo terpe. Nuosédy nepastebeta. :

Praskiesti vaisty tirpalai supilstomi | kultras (8 duobutés vienam
tirpalui), ir kultivavimo plokstelés inkubuojamos 72 val. Po to kultdros ‘
fiksuojamos $altu metanoliu. T. gondii augimas jvertinamas ELISA metodu,
naudojant peroksidaze Zymétg triusio anti-T.gondii antikina. ISmatuojamas -
optinis tankis kiekvienoje duobutéje.

Rezultatai pateikti braizant kiekvienos kultivavimo duobutés OD
priklausomybe nuo vaisto koncentracijos kultlroje. Statistiking analize sudaré
regresine analize su 85 % patikimumo intervalu ir nustatymas dozes-atsako
kreiviy i5 OD reikSmiy, gauty kiekvienam vaistui.

Viena plokstelé buvo nudaZyta Giemsa, norint istirti citopatologinj
efektg kultlrose.

Buvo atlikti trys atskiri eksperimentai. Kiekviename eksperimente
kiekvienam junginiui buvo naudojamos dvi kultivavimo plokstelés; kiekvienoje

Kultivavimo plokSteléje kiekvienai vaisto koncentracijai buvo naudojami 8

Al At A
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Rezultatai:
Visose trijose eksperimento serijose buvo gauti panasis rezultatai.

Vieno budingo eksperimento rezultaty grafinis atvaizdavimas yra duotas fig.5
a b, cirfig6a,b,c.
Nitazoksanidas (fig.5 a, b, ¢).

Jokio inhibicinio poveikio nebuvo pastebéta 10° - 03 mg/

koncentracijy intervale. Zymus poveikis buvo pastebétas esant 0.6 mg/l
koncentracijoms, o esant 22,5 mg/l koncentracijoms gaunama visiska
Toksoplasma augimo inhibicija. Tagiau esant 22,5 mg/l koncentracijoms
pastebétas zymus toksiskumas Iasteliy monosluoksniui.

Sio monosluoksnio mikroskopinis tyrimas parode, kad 1,25 mg/l NTZ
koncentracija sukélé citopatologinj efekta parazituotoms lgsteléms, kuriose
padidéjo parazitoforing vakuolé ir sumazéjo vidulgsteliniy parazity skaicius.
Pagal regresing analize 50 % inhibicijos koncentracija yra 1,2 mg/l.

Deacetil-nitazoksanidas (fig.7 a, b, ¢):

Panasis rezultatai buvo gauti su deacetil-nitazoksanidu: 10*- 0,3 mg/l
koncentraciju intervale inhibicinio poveikio néra, inhibicija stebima, esant 20,6
mg/l koncentracijai, ir Zymus toksiskumas - esant 22,5 mg/l koncentracijai.
Nustatyta 50 % inhibicijos koncentracija yra 1,2 mg/l.

Gauti rezultatai pasikartojo trijuose atskiruose bandymuose, kuriuose
buvo nustatomas vaisto inhibicinis poveikis pakartojant kultivavimg kiekvienai
vaisto koncentracijai.

Ir NTZ, ir deacetil-NTZ atveju, imant mazdaug 1,2 mg/l koncentracijas,
galima pastebéti Zzymig Toxoplasma augimo inhibicijg ir parazitoforines
vakuolés pasikeitima, bet pats parazitas nesikeicia.

Sie rezultatai rodo, kad $ie vaistai yra gana aktyvds pried T. gondii ir
kad in vivo galima laukti terapinio efekto, remiantis tuo, kad serume arba

audiniuose turéty bati gaunama mazdaug 1 mg/ml koncentracija.
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Vi pavyzdys
MYCOBACTERIA

Buvo rasta, kad nitazoksanidas pasizymi prieSmikrobiniu aktyvumu
pried TB organizmus. Toliau duodamoje lenteléje parodytos nitazoksanido ir
tizoksanido MIK reikSmés bandyme prieS Mycobacterium intracellular,
panaudojant agaro praskiedimy metodika. Sie rezultatai paremti keliais
eksperimentais; kiekvienas eksperimentas buvo vykdomas apie 3 savaites
agaro praskiedimy metodu, panaudojant Middlebrook agara. Gauti
duomenys rodo, kad nitazoksanido MIK prie§ Mycobacteria yra 2 pg/ml, o
tizoksanido MIK yra 4 pg/mi, naudojant standartinj Mycobacterium
intracellular i5 ATCC kamieng ir stadartinj agaro praskiedimy testa.

Nitazoksanido ir tizoksanido MIK Mycobacteria intracellulare

MIK

Nitazoksanidas 2 pg/mi

Tizoksanidas 4 pg/ml

*MIK buvo nustatytos standartiniu agaro praskiedimy metodu, naudojant ..
Middlebrook 7H11 agarg 3 savaites.
Eksperimente naudotas M. intracellular ATCC 13950 (standartinis kamienas).
Fig.7 duota diagrama, paremta nitazoksanido efektyvumo prie$
mycobacteria augima skystame buljone tyrimu. Mes panaudojome MTS
kalorimetrinj testa, kuris leido nustatyti augimag 4 val. laikotarpyje vietoj 3
savaidiy, kuriy reikejo skaiciavimy agare metodui. Kaip galima matyti i$ fig.7
duomenuy, Kai nitozaksanidas pridedamas praejus 72 val. nuo Kkultivavimo
pradZios, tuoj pat gaunamas poveikis j augima, lyginant su vien tik kontroline
terpe. Nitozaksanido 3 npg/ml dozé sustabdo augimg tolimesnéms 24
valandoms, o po to kitas 2 dienas stebimas létas augimas. 50 pg/ml dozé

buvo visiSkai bakteriostatine per 144 kultivavimo valandas.
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Vil pavyzdys
CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Buvo tirtas nitazoksanido efektas prie$ Cryptosporidium parvum
eksperimentidkai infekuotose pelése. Nitazoksanidas buvo gautas i$ Romark
Laboratories, L.C. in Tampa, Florida.

Visa Zmonéms skiriama dozé (1 g/per dieng, 7 dienos, ty. 7 g) buvo
pritaikyta panaudojimui peléms pagal Paget ir Barnes. Zmonéms skiriama
dozé buvo padauginta i$ 0,0026 peléms (sverianCioms mazdaug 20 gramy),
gaunant bendrg vaisto kiekj, kurio reikia kiekvienam individui rytg ir vakarg 7
dienas i$ eilés. Kiekviena pelé gavo 2,6 mg/per dieng (7000 mg x 0,0026/7).
Dozés buvo jvedamos per gerkle, naudojant plastikinj Svirksta su apvaly galg
turinCia adata.

DvideSimt dviejy dieny amziaus Zindancios pelés buvo infekuotos
jvedant peroraliniu bGdu 100000 Cryptosporidium parvum oocysty, gauty i$
infekuoty verSeliy. PrieS jvedant peléms, oocistos buvo sukoncentruotos,
panaudojant cukraus tirpalg pagal Fayer ir Ellis apradyta metodika. IS -
kiekvienos pelés buvo imami tepinéliai i$ tiesiosios Zarnos ir tiriami kasdien,
naudojant modifikuota Niehl-Neelsen nudazymo metodikg, kurig aprase
Graczyk et al. Praéjus 2 dienoms po peroralinio infekavimo, iSmatose
pasirodé oocysty apvalkalai. TreCig dieng po gyvuliuky infekavimo 10 peliy
gavo 1,3 mg nitazoksanido ryte ir vakare 7 dienas i$ eilés, o 10 likusiy peliy
buvo laikoma kontrolei be gydymo. Kasdien buvo imami tepinéliai i$
tiesiosios Zzarnos 7 gydymo dienas ir 7 dienas po gydymo. Oocistos buvo

suspenduojamos alyvoje ir mikroskopu skaiCiuojamas jy kiekis 100 laukeliy.

Rezultatai:

Rezultatai, parodyti toliau duodamoje lenteléje, aidkiai rodo, kad
nitazoksamido 2,6 mg/per dieng dozeé, vartojama 7 dienas iS eiles, buvo
efektyvi prieS Cryptosporidium parvum, sumazindama oocysty apvalkaly
skai¢iy infekuoty peliy iSmatose, lyginant su kontroliniais gyvuliukais.

Tiriamasis vaistas sumazino oocisty apvalkaly skaiciy 6 is 10 gydyty peliy
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treCiosios gydymo dienos gale. Septintosios gydymo dienos gale visiskai
sumazéjo oocisty apvalkaly kiekis, visy gydyty gyvuliuky iSmaty tyrimas buvo
neigiamas, lyginat su negydytomis kontrolinemis pelémis. Sis efektas tesési
maziausiai 7 dienas po gydymo, kas buvo parodyta gaunant neigiamus
rezultatus, tiriant treCig ir septintg dieng po gydymo pabaigos.

Oocisty, rasty alyvos imersiniame laukelyje, skai¢ius
3-Cig gydymo paskutine 3-Cig dieng po | 7-ta dieng po

dieng gydymo dieng gydymo gydymo
Pelés | kontr. | gydyt | kontr. | gydyt | kontr. | gydyt | kontr. | gydyt
Nr. grupé a grupé a grupé a grupé a
grupé grupé grupe grupeé

3.0 0.0 5.0 0,0 4,0 00 20 0,0
4,0 0,0 4,0 0,0 3,0 0.0 1,0 0,0
6,0 0,0 50 0,0 4,0 0.0 0,5 0,0
3.0 2,0 3,0 0.0 20 0.0 1,0 0.0
5,0 2,0 3,0 0,0 3,0 0.0 0,5 0,0
3,0 0,0 4,0 0,0 50 0,0 20 00
3,0 0,0 50 0,0 4,0 0.0 1,0 0,0
50 1,0 50 0,0 1,0 0.0 05 0,0 -
3,0 3,0 3.0 0.0 20 0,0 1.0 00 gz
10 0.0 50 0.0 2.0 0.0 0.5 0.0

OCoONOOUIA WND —

Viso 35 8,0 42 0,0 30 0,0 10 0,0

Vidurkis | 3.5 0.8 4.2 0.0 3.0 0,0 1,0 0,0

Efekty-

vumas 60 % 100 % 100 % 100 %1

VIl pavyzdys
MYCOBACTERIUM

Nitazoksanidas buvo lyginamas su antibiotiku izoniazidu. Metodikoje
mycobacterium kamienu naudota BCG (Bacile de Calmette et Guerin). Sio
kamieno jautrumas buvo toks pat kaip ir M. tuberculosis, bet Sis kamienas
yra maziau kenksmingas ir todél nereikalauja dideliy tuberkuliozinio agento
Kiekiu.

Pelems buvo duodama 4 mg/pelei per dieng preparato 02 ml
saulégrazy aliejaus. Peliu gydymo nitazoksanidu rezultatai buvo lyginami su

diupe, Javusia iculliadiug,.
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10’ 10°
Bluznis | Kepenys | Plaugiai | Bluznis | Kepenys | PlauCiai
Nitazo 1575000 | 1575000 | 57000 68250 70000 50
800000 | 1550000 | 122500 65000 87000 75
875000 | 1550000 | 30000 75000 35000 150
950000 | 750000 75000 60000 60000 50
INH 475000 | 1050000 11000 20000 21250 50
255000 | 750000 5750 15250 27500 125
200000 | 975000 4000 60000 52500 50
20000 37500 50
PBS 1500000 | 2125000 | 92000 102500 | 195000 750
1525000 | 1800000 | 98000 140000 | 175000 800
1925000 | 1750000 | 177500 98000 150000 500
1675000 | 1800000 | 117500 | 105000 | 150000 750
IX pavyzdys
FASCIOLA HEPATICA

Buvo tirtas nitazoksanido ir deacetil-nitozaksanido efektyvumas in vitro

prie$ Fasciola hepatica.

Subrendusios F. hepatica buvo iSgautos i§ 3 verseliy, pasmerkty kristi
del fascioliozés Luizianos veterinarinés medicininés  diagnostikos
laboratorijoje Hardy Meat Packers, Bunkie, LA, kepeny tulzies lataky.
Trematodos buvo plaunamos steriliu fiziologiniu tirpalu 1 val, po to
sudedamos | sterily fiziologinj tirpalg arba RPMI (pH 7.4) ir palaikomos dar 3
val. Tada trematodos laikomos steriliame RPMI-triuSio serume (50:50 t/t) arba
steriliame RPMI (pH 7.4) per naktj 37 °C temperatdroje, esant 5 % COo.

Kultivavimas in vitro (37 °C, 5 % CO,) vykdomas pagal modifikuota
lbarra and Jenkins (Z. Parasitenkd. 70:655-661, 1984) metoda. Naudojant
sterilia metodika, trematodos buvo plaunamos du kartus 2-3 min. Hank'o
subalansuotu druskos tirpalu (pH 7,2) ir sudedamos atskirai | 6 duobuciy
Linbro kultivavimo ploksteliy duobutes, kuriose yra 10 ml alikvotos norimos
koncentracijos vaisto tirpalo kultivavimo terpeje. Si terpé buvo sterilus 50:50

t/t RPMI-triudio serumas su 2 % triusio kraujo plius 100 m.d. penicilino ir 100

Py POV NT AT sy ) e YENTeaE N X R
LA, ClUeplemicine, SUVO nauaoRmor i o

PO ALOOON KOS T
ez os ) K0s Tures

normaly aktyvumg ir morfologija.
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NTZ arba jo metabolito D-NTZ, gauty i§ Romark, pagrindiniai tirpalai
buvo pagaminti DMSO (2000 mg/ml) ir praskiesti kultivavimo terpe, naudojant
100 ml! talpos matavimo kolbas, gaunant tiksliai apibréztas vaisto
koncentracijas (100, 50, 25, 10, 5, 3, 1 ug/ml). Kiekvienam dublikatui imamos
dvi kontrolinés trematodos - viena Kultivavimo terpéje su RBC be vaisto ir
viena kultivavimo terpéje be RBC ir be vaisto.

Norint nustatyti gydymo vaistu efekta, buvo tiriamas trematody
Zuvimas, judrumo sutrikimai arba morfologiniai pokyciai, lyginant su
nepaveiktomis vaistu kontrolinémis trematodomis, naudojant ap$viestg i$

prieSingos puseés panele ir 3x didinancius lesius.

Rezultatai:
1_eksperimentas: D-NTZ atveju 50 ir 100 ug apdorotos trematodos

buvo negyvybingos arba negyvos per vieng valanda. Apdorojus 25 ug, 4i8 7
trematoduy buvo negyvybingos, dvi buvo aktyvios, o viena buvo nerangi ..
pirmajg valanda; po trijy valandy visos buvo negyvos, idskyrus dvi nerangias
trematodas, o po Keturiy valandy liko tik viena nerangi trematoda. Imant 10 ..
1ug. sumazejes aktyvumas buvo pastebétas po 1, 3 ir 4 val., ir visos buvo -
negyvybingos arba negyvos po 7 val. Sumazintas Kkai Kkuriy individy -
aktyvumas buvo stebimas po 24 val. 5 pg ir 3 ug grupése, esant Siek tiek -
letesniam efektui 3 pg grupeje; po 50 val. 3 ug ir 5 png grupese Vvisos
trematodos buvo negyvos idskyrus po vieng nerangig trematoda kiekvienoje
grupéje. Sioks toks aktyvumo suletéjimas buvo pastebétas 1 ug grupéje po
42-74 valandy, o 91 val. i8liko gyvos tik 3 aktyvios ir viena negyvybinga
trematoda; po 115 valandy tik viena nerangi trematoda liko 1 pg grupéje.
Nugaisimas kontrolinéje grupéje su RBC buvo pastebétas 66 val. (viena
trematoda), 91 val. (viena trematoda) ir 115 val. (Keturios trematodos).
Kontrolinéje grupéje be RBC 91 val. visos trematodos buvo gyvos ir viena
negyva 115 val.

2 eksperimentas: NTZ atveju Siek tiek didesnis aktyvumas buvo

nastehetas nradiniame laikotarpvie i iudrumo rodikli ir nuaaidima B8-se

dublikatuose, lyginant su D-NTZ rezultatais. 100, 50 ir 25 png grupése Vvisos
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trematodos buvo negyvos arba negyvybingos per 1 val., iSskyrus vieng 25 ng
grupeje, kuri buvo negyva 3 val. Kiekvienoje kitoje vaistu paveiktoje grupéje,
pradedant nuo 1 val., buvo matomas priklausantis nuo dozés judrumo
sumazéjimas. Paveikus 10 ug, tik viena trematoda iSgyveno iki 16 val. Penkiy
1g grupéje tik 3 trematodos buvo aktyvios 6 val. ir nei vienos nebuvo aktyvios
16 val. Po 23 val. 3 ug grupéje tik 2 nerangios trematodos liko gyvos; jos
nugaiso 41 val. Vieno pg grupéje viena trematoda nugaiso 16 val., trys - 41
val. ir penkios - 74 val; 3 trematodos iSliko aktyvios iki 91 val ir viena
trematoda buvo aktyvi 115 val. Kontrolinéje grupéje su RBC 7 i$ 8 kirméliy
buvo gyvos 74 val., 3 buvo gyvos 91 val. ir 2 iSgyveno iki 151 val. Kontrolineje
grupéje be RBC 6 i§ 8 trematody buvo aktyvios iki 74 val., 4 buvo aktyvios iki
91 val. ir 2 i8liko aktyvios iki 115 val.

Trematody nugaisimas dideliy doziy (25, 50, 100 pg) grupése buvo
greitas ir susijes su susitraukimu ir ventraliniu “susivijimu”. Esant mazesniems
vaisto kiekiams, dauguma trematody tam tikrg laikg suletéjo ir buvo labiau
atsipalaidave ir “susiploje”, kai buvo negyvybingos arba negyvos. Kai
kuriuose dublikatuose, pradedant nuo 91 valandos, eksperimentinius
rezultatus limitavo uZsiterSimas. D-NTZ bandymo atveju dviejose
dublikatinése plokstelése 115 val. uzaugo daug bakterijy ir grybeliy ir atsirado
su tuo susijgs nugaiSimas. NTZ eksperimento atveju nenormaliai greitas
uZaugimas ir trematody nugai$imas istisose dubliuotose plokstelése atsirado
91 (du dubliai) ir 115 (5 dubliai) valandg. 139 val. stebéjimai laikomi

nebevertingais dél daugelio ploksteliu bendro uztersimo.

ISvados:

Eksperimentiniai duomenys rodo abiejy vaisty stipry prieStrematodin;
efektyvuma. Buvo pastebétas Siek tiek didesnis nitazoksanido
prieStrematodinis efektyvumas prieS F. hepatica, lyginant su pagrindiniu jo
metabolitu - deacetil-nitazoksanidu, kuris laikomas aktyviu kepeny lygmenyije.

Greitas trematody nugaisimas atsiranda per 1 val. in vitro, esant D-NTZ

~A0) g, e oa YT 1y 10 =f vl - G ) Drasi iy AN T i1 1
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vienkartine tikslinio vaisto jvedimo norma, jeigu farmakokinetiniai duomenys
rodo, kad po vienkartinio jvedimo audiniuose jis i$silaiko >6-8 val.

Abiejuose eksperimentuose, imant 3 ir 5 nug dozes, pastebeétas stiprus
priedtrematodinis aktyvumas per 74 val (3 dienas). Imant 1 ug dozes, buvo
pastebéta pailgéjusi idgyvenimo trukme, artéjanti (bet nelygi) kontrolinems
trematodoms: todél §io vaisto kiekio jvedimas kepeny audiniuose esan¢ioms
trematodoms 3-4 dieny laikotarpyje gali turéti neadekvaty terapinj efektg |

parazitus.

X pavyzdys
FASCIOLA GIGANTICA

Buvo tiriamas nitazoksanido poveikis j nesubrendusias ir subrendusias
Fasciola gigantica eksperimentiskai infekuotuose triudiuose.

Fasciola gigantica inkapsuliuotos metacerkarijos (EMC) buvo surinktos -
ant celofano lapo praéjus 28-35 dienoms po L. calludi gyvacdiy uzkretimo
Fasciola gigantica miracidijumi, panaudojant Abdel-Ghany apradytg «
metodika, kurioje gyvatés buvo palaikomos kasdien dirbtinéje Sviesoje 30 -
min. &variame dechlorintame vandentiekio vandenyje. Gautos inkapsuliuotos «
metacerkarijos buvo laikomos 4 °C temperatlroje Saldytuve 5-8 dienas po
vandeniu iki panaudojimo eksperimentiniams gyvuliukams infekuoti.

Tyrimui buvo panaudota 40 Boscat veislés triusiy, sverianéiy po 1,5-2
kg, kurie buvo padalinti | dvi grupes po 20 gyvuliuky.

Pirmos grupés gyvuliukai buvo infekuoti peroraliniu budu, jstumiant 35-
40 suvynioty | salotos lapg inkapsuliuoty metacerkarijy ant gyvuliuky liezuvio
Saknies. Gyvuliuky Ziaunos buvo uzéiaupiamos ranka ir laikomos tol, kol jie
praryja inkapsuliuotas metacerkarijas. Sios | grupés gyvuliukai buvo
naudojami tirti nitazoksanido efektyvumui pries nesubrendusiy stadijy (4-5
savaidiy amziaus) Fasciola gigantica. ‘

Antros grupés gyvuliukai buvo infekuoti auk$Ciau aprasytu peroraliniu
By 40 4R inlanentioat metacarbariin ir hijvo nandoiami tirti nitazoksanido

efektyvumui prie§ ankstyvosios brandos (>10 savaiciy amziaus) trematodas.
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Dedimt | grupés gyvuliuky gavo 35 mg nitazoksanido ryte ir vakare 7
dienas i8 eilés pragjus 4 savaitéms po jy uskrétimo nesubrendusios stadijos
pararazitu. Desimt likusiy | grupés gyvuliuky buvo laikomi kontrolei.

Desimt Il grupés gyvuliuky gavo 35 mg nitazoksanido ryte ir vakare 7
dienas ié eilés praéjus 10 savaiCiy po jy uzkretimo subrendusios stadijos
pararazitu. Desimt likusiy Il grupés gyvuliuky buvo laikomi Kontrolei.

Visi gyvuliukai buvo Zeriami sausu pasaru iki eksperimento pabaigos.

Praéjus 7 dienoms po paskutings nitazoksamido dozés jvedimo, visi
kiekvienos grupés triudiai buvo papjauti. Buvo tiriamas kepeny pavirsius,
norint nustatyti ar yra nekroziniy keliaujanCiy  vageliu, ypatingai
nesubrendusio parazito stadijoje. Sie nekroziniai ploteliai buvo tiriami
naudojant dvi chirurgines adatas, norint isimti jaunas keliaujancias
trematodas pagal El-Bahy aprasytg metodika. Po to kepenys raikomos
mazais gabaliukais, ypatingai apie keliaujan&ias vageles, ir mirkomos po
mikroskopu, norint iStraukti esandias trematodas. Pilvo ertmé ir viduriy
pavir$iai plaunami $iltu vandeniu. Po to vanduo surenkamas, perleidziamas
per tinklelj, ir tiriama, ar yra trematody jaunikliy. Visi surinkti parazitai, o taip
pat ir jy dalys suskaiCiuojamos gydytiems ir negydytiems gyvuliukams
abiejose | ir Il grupése. Gyvos trematodos yra ry$kiai roZines spalvos,
permatomos, turi sveika apvalkalg, yra lengvai iSimamos i$ kepeny audinio
panaudojant $ilta vanden], tuo tarpu negyvos trematodos yra pitkdvos
spalvos, palaidos ir turi suardytg nekrozinj pavirsiy. Nitazoksanido
efektyvumas apskaiciucjamas panaudojant zemiau duotg formule:

a-b
a

efektyvumo % = x 100,

kurioje: = j$gauty i§ kontroliniy gyvuliuky atmaty trematoduy skaicius,

a
b = iSgauty i§ gydyty gyvuliuky atmaty trematody skaicius.

Rezultatai.
Tyrimy rezultatai, kaip matyti i§ 7 lentelés, rodo Zymy nesubrendusiy

trematodu, idgauty i$ gydytos grupes triusiy kepeny, skaiciaus sumazejima,
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lyginant su kontroline grupe. ApskaiCiuotas vidutinis procentinis sumazéjimas

yra 46,77 % (40-60 % intervalas).

7 lentelé:  Nitazoksanido efektyvumas prie§ nesubrendusias (4 savaiciy
amziaus) F. gigantica eksperimentidkai infekuotiems triuSiams

13imty I$ kepeny trematody skaitius:
Triusio Nr. | Kontroliniai triusiai Gydyti triudiai Efektyvumo %
1 7 4 42 %
2 7 4 42 %
3 6 3 50 %
4 8 4 50 %
5 5 3 40 %
6 5 2 60 %
7 5 3 40 %
8 6 3 50 %
9 8 4 50 %
10 5 3 40 %
Vidurkis 6.2 3.3 46,77 %

Ankstyvoje ju infekcijos subrendimo stadijoje nitazoksanidas turéjo
pilng poveikj (100 % sumazinimas) ir jokiy trematody nebuvo rasta istyrus
gydyty triusiu kepenis, lyginant su negydytais kontroliniais gyvuliukais, kaip ‘

parodyta 8 lenteléje.

8 lentelé: Nitazoksanido efektyvumas prieS ankstyvosios brandos (10
savaiCiy amziaus) F. gigantica eksperimentiSkai infekuotiems

triuSiams
ISimty IS Kepenu trematody skaicius:
Triusio Nr. | Kontroliniai triuSiai Gydyti triuSiai Efektyvumo %
1 4 0.0 100 %
2 4 0,0 100 %
3 3 0.0 100 %
4 3 0.0 100 %
5 2 0.0 100 %
6 2 0.0 100 %
7 2 0,0 100 %
8 3 0.0 100 %
9 3 0.0 100 %
10 3 0.0 100 %
Vidurkis 2.9 0,0 100 %
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Nitazoksanidas, duodamas 70 mg/per dieng dozémis 7 dienas i$ eiles
yra vidutinio efektyvumo prie$ nesubrendusios stadijos Fasciola gigantica ir

pilnai efektyvus prie$ subrendusios stadijos parazita.

Xil pavyzdys
SCHISTOSOMA

Buvo tiriamas nitazoksanido poveikis prie§ Schistosoma mansoni ir
Schistosoma hematobium eksperimentiskai infekuotose pelese.

Keturiasdedimt baltyjy peliu, sverianciy po 30-50 g, buvo padalinta |
dvi eksperimentines grupes po 20 gyvuliuky. Pirmos grupes gyvuliukai buvo
infekuoti 300-500 Schistosoma mansoni laisvomis aktyviomis cerkarijomis,
suspenduotomis 0,25 ml distiliuoto vandens, suleidziant po pilvapléve
kiekvienai pelei. Antroji grupé buvo infekuota tokiu paciu bddu tik
Schistosoma hematobium cerkarijomis. Sios grupés buvo laikomos
laboratorijoje 70 dieny.

Pragjus 70 dieny po gyvuliuky uzkrétimo, po 10 peliy iS kiekvienos
grupés buvo gydoma 7 dienas i$ eilés peroraliniu bldu 1,3 mg nitazoksanido
doze, jvedama ryte ir vakare. Praéjus 7 dienoms nuo gydymo pabaigos,
didelés pelés buvo numarinamos ir i$ kiekvieno gyvuliuko kepeny isimamos
kirmelés perfuzijos bldu panaudojant drungng vandenj (37 °C). ISimtos
Sistosomos suskaidiuojamos visiems gydytiems ir kontroliniams gyvuliukams.

Nitazoksanido efektyvumas apskaiCiuojamas panaudojant Zemiau duotg

formule:
efektyvumo % = a;b x 100,
kurioje: a = i$gauty i$ kontroliniy gyvuliuky atmaty Sistosmy skaicius,
b = i$gauty i$ gydyty gyvuliuky atmaty Sistosomy skaicius.
Rezultatai:
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duodant jo 2,6 mg/per dieng doze 7 dienas i$ eilés, buvo efektyvesnis pries
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Schistosoma hematobium, kur buvo stebimas 82,85 % kirméliy skaiCiaus
sumazéjimas lyginant su kontroliniais gyvuliukais, tuo tarpu kai bandyme
prie§ Schistosoma mansoni kirméliy skaiCiaus sumazéjimas sieké tik 59,91 %,
lyginant su kontrolinémis pelémis. Sie rezultatal atitinka Abaza et al.
apra$ytus rezultatus, kur nitazoksanidas buvo neefektyvus pries S. manson,

kaip parodé teigiamy kiausinéliy skaiciavimas po gydymo nitazoksanidu.

9lentelé:  Nitazoksanido efektyvumas prie$ subrendusius (13 savaiciy
amziaus) Schistosoma mansoni peléms

ISimty i§ kepeny trematody skaicius;
Pelés Nr. Kontrolinés pelés Gydytos pelés
1 21 10
2 29 9
3 32 10
4 26 11
5 24 13
6 19 10
7 20 9
8 24 12
9 22 8
10 30 7
Viso 247 99
Vidurkis/pelei 247 9.9
Efektyvumas 59,91

10 lentele:  Nitazoksanido efektyvumas prie$ subrendusius (13 savaiCiy
amZiaus) Schistosoma hematobium peléms

ISimty i3 kepeny trematody skaicius:
Pelés Nr. Kontrolinés pelés Gydytos pelés

1 18 3

2 16 3

3 14 2

4 19 2

5 12 4

6 10 4

7 13 2

8 12 2

9 17 0,0

10 9 2

Viso 140 24
Vidurkis/pelei 14 24

. Ffektywumas § | 88 )
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Peroralinio vartojimo farmaciné kompozicija, besiskirianti
tuo, kad joje, kaip veiklusis agentas, yra bent vienas junginys, pasirinktas is
grupés, susidedancios i$:
junginio, kurio formulé (1):

OH

T 0
ON S)—NH-CO 0

ir junginio, kurio formulé (il):
0 -CO-CH,

N
I
ON S)—NH-CO (u)'

2. Kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad minétas
veiklusis junginys yra aktyviy daleliy formos, kuriy dydZiai yra mazesni nei
200 um, o vidutinis daleliy dydis yra didesnis nei 10 pm.

3. Kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad minety
aktyviyjy daleliy vidutinis dydis yra tarp 10 ir 100 um.

4. Kompozicija pagal 2 punkta, besiskirianti tuo, kad minéety
aktyviyjy daleliy vidutinis dydis yra tarp 20 ir 50 um.

5. Kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo, kad joje
maziau nei 10 masés % minéty aktyviyju daleliy yra didesnés nei 100 um
dydzio.

6. Kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo, kad joje bent
50 masés % minéty aktyviyjy daleliy yra mazesneés nei 50 pm dydzio.

7. Kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo, kad joje
maziau nei 10 masés % minéty aktyviyjy daleliy yra mazesnés nei 5 pum
dydio. |

8. Kompozicija pagal 2 punktg, besiskirianti tuo, kadj jg jeina
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formulés junginio masés kiekis (I) formulés ir (ll) formulés junginiy mases
kiekiy atzvilgiu yra tarp 0,5 ir 20 %.

9. Kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad joje yra
dar ir bent vienos farmaciskai priimtinos rtgsties.

10. Kompozicija pagal 9 punkta, besiskirianti tuo, kad minetg
farmaciskai priimting rlgst] pasirenka i grupés, susidedanCios i5 citriny
rigéties, glutamo ragsties, gintaro ragsties, etansulfonrigsties, acto ragsties,
vyno ragsties, askorbo riigsties, metansulfonrdigsties, fumaro ragsties, adipo
ragsties, obuoliy rdgsties ir jy misiniy.

11. Kompozicija pagal 9 punktg, besiskirianti tuo, kad joje
minetas veiklusis agentas yra aktyviy daleliy formos, kuriy dydZiai yra
mazesni nei 200 pum, vidutinis daleliy dydis yra didesnis nei 10 um, o
farmaciSkai priimtinos ragsties ir minéty kiety daleliy masiy santykis yra tarp
0,01ir0,5.

12. Kompozicija pagal 11 punktg, besiskirianti tuo, kad joje”
farmaciSkai priimtinos ragsties ir minéty aktyviyjy kiety daleliy masiy santykis -
yratarp 0,03 ir 0,2.

13. Farmacinés kompozicijos, kurioje kaip veiklusis agentas yra bent -
vienas junginys, pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$ junginio, kurio
formulé (1):

OH

T
OZN S/‘—NH-CO (n

ir junginio, kurio formule (il):
0-CO-CH,

T
02N S/L-NH-CO (1

panaudojimas vaisto susilpnintg imunine sistema turinCiy zinduoliy infekcijy,
kurias sukelia mikroorganizmai, pasirinkti iS grupés, susidedancios i$
Cryptosporidium  parvum, Isospora belli, Enterocytzoon  bieneusi,

Encephalitozoon intestinalis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
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avium intracellulare, Pneumocystis carinii ir Toxoplasma gondii, gydymui,
gamyboje.

14. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punktg, besi
-skiriantis tuo, kad minétas veiklusis agentas yra daleliy formos, kuriy
vidutinis dydis yra tarp 10 ir 200 pm.

15. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punktg, besi
skiriantis tuo, minétas veiklusis agentas yra daleliy formos, kuriy
vidutinis dydis yra tarp 20 ir 50 um.

16. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punkta, besi
-skiriantis tuo, kad minétoje farmacinéje kompozicijoje yra bent vienos
farmaciskai priimtinos ragsties.

17. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 16 punktg, besi
sskiriantis tuo, kad minétg farmacisSkai priimting rdgstj pasirenka i$
grupés, susidedancios i$ citriny ragsties, glutamo rdgsties, gintaro ragsties,
etansulfonrigsties, acto ragsties, vyno rlgsties, askorbo rdgsties,
metansulfonrigsties, fumaro ragsties, adipo rugsties, obuoliy ragsties ir ju
misiniy.

18. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punkta, be s
-skiriantis tuo, kad minetas veiklusis agentas yra (I) formulés junginys.

19. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punktg, be s
-sKiriantis tuo, kad minétas veiklusis agentas yra (Il) formulés junginys.

20. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 13 punkta, be s i
-skiriantis tuo, kad minétas zinduolis yra Zmogus ir kad skiriamas
mineto veikliojo agento kiekis yra 500-2000 mg per diena.

21. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 20 punktg, be s
-skiriantis tuo, kad skiriamas minéto veikliojo agento kiekis yra 1000-
1500 mg per diena.

22. Farmacines kompozicijos, kurioje kaip veiklusis agentas yra bent
vienas junginys, pasirinktas i§ grupés, susidedandios i$ junginio, kurio

formulé (1):
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OH
/El /'T—NH-CO ()
ONT S

ir junginio, kurio formule (ll):
0-CO-CH,

N
I
ON S )—NH-CO (1

panaudojimas vaisto parazitiniy infekcijy, kurias sukelia trematodos,
pasirinktos i§ grupés, susidedancios iS Schistosoma Fasciola, Fasciolopsis,
Dicrocoelium, Heterophyes ir Metagonimus, gydymui, gamyboje.

23. Farmacinés kompozicijos, kurioje kKaip veiklusis agentas yra bent
vienas junginys, pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$ junginio, kurio
formulé (I):

OH

[
02N S/L—NH—CO "

ir junginio, kurio formule (11):
0 -CO-CH,

|
02N S/I—NH-CO (1

panaudojimas vaisto parazitiniy infekciju, kurias sukelia trematodos,
pasirinktos iS grupés, susidedanCios iS Schistosoma haematobium,
Schistosoma mekongi, Schistosoma japonicum, Schistosoma intercalatum,
Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, Fasciolopsis biski, Dicrocoelium
dendriticum, Heterophyes heterophyes ir Metagonimus yokogawa, gydymui,
gamyboje.

24. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 23 punktg, besi
-skiriantis tuo, kad minétas veiklusis agentas yra daleliy formos, kuriy

vidutinis dydis yra tarp 10 ir 200 um.
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25. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 24 punkta, besi
.skiriantis tuo, kad minétas veikiusis agentas yra daleliy formos, kuriy
vidutinis dydis yra tarp 20 ir 50 um.

26. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 23 punktg, besi
.skiriantis tuo, kad minetoje kompozicijoje yra bent vienos farmaciskai
priimtinos rdgsties.

27. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 26 punktg, besi
skiriantis tuo, kad minétg farmacidkai priimting rigstj pasirenka is
grupeés, susidedangios i$ citriny rGgsties, glutamo rlgsties, gintaro rlgsties,
etansulfonrigéties, acto rlgsties, vyno ragsties, askorbo ragsties,
metansulfonrigsties, fumaro ragsties, adipo ragsties, obuoliy rlgsties ir jy
misiniy.

28. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 26 punktg, besi
-skiriantis tuo, kad $ioje kompozicijoje farmacidkai priimtinos rlgsties ir
minéty aktyviuju kiety daleliy masiy santykis yra tarp 0,01 ir 0,5.

29. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 23 punkta, besi
-skiriantis tuo, kad minétas veiklusis agentas yra (I) formulés junginys.

30. Farmacinés kompozicijos panaudojimas pagal 23 punktg, besi
-skiriantis tuo, kad minétas veiklusis agentas yra (Il) formulés junginys.

31. Vietinio vartojimo farmaciné pasta, besiskirianti tuo, kadj
ja. kaip veiklusis agentas, jeina bent vieno junginio, pasirinkto i$ grupes,
susidedancios is:
junginio, kurio formulé (1):

OH

0
oN S/LNH-CO (1)

ir junginio, kurio formule (ll):
0-CO-CH,

N
|| l
oN" s }NH-CO (IN)
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kietos dalelés, kuriy dydZiai yra mazesni nei 200 um, o vidutinis daleliy dydis
yra didesnis nei 10 um;

bent vienas tirStinimo agentas;

bent vienas drékinimo agentas; ir

bent viena farmaciskai priimtina druska; Sios pastos pH yratarp 2 ir 6.

32. Farmaciné pasta pagal 31 punktg, besiskirianti tuo, kad |
ja jeina dar ir bent vienas priedas, pasirinktas i8 grupés, susidedancios i$
cetilo alkoholio, gliceridy, propilenglikolio ir jy misiniy.

33. Peroralinio vartojimo farmaciné kompozicija, besiskirianti
tuo, kad | jg jeina veiklusis agentas, granuliuotas esant granuliavimo agentui,
kurioje minétas veiklusis agentas yra bent vieno junginio, pasirinkto i$
grupeés, susidedancios is:
junginio, kurio formulé (1):

OH

N
I
OZN S/I—NH-CO (N

ir junginio, kurio formule (1l):
0-CO-CH,

T
OZN S/l—NH-CO (i

Kiety daleliy formos, ir kurioje minéty aktyviyjy daleliy dydziai yra mazesni nei
200 pm, o vidutinis daleliy dydis yra didesnis nei 10 um.

34. Kompozicija pagal 33 punktg, besiskirianti tuo, kad minétg
granuliavimo agentg pasirenka i$ grupés, susidedancios i$ polivinilpirolidono,
vandens, alkoholio, sacharozés, hidroksilceliuliozés ir ju misiniu.

35. Kompozicija pagal 33 punkta, besiskirianti tuo, kad
minetose granuliuotose aktyviosiose dalelése yra bent vienos farmacidkai
priimtinos ragsties.

36. Kompozicija pagal 35 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta
farmaciskai priimting rlgst] pasirenka i§ grupés, susidedancios i§ citriny

ugslies, giutamo rugsues, giilaio tugsies, elansuiioniugsues, acio rugstes,
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vyno rgsties, askorbo ragsties, metansulfonragsties, fumaro rgsties, adipo
rigéties, obuoliy ragsties ir jy misiniy.

37. Farmacine kompozicija pagal 35 punkta, besiskirianti tuo,
kad farmaciskai priimtinos ragsties ir minéto veikliojo agento masiy santykis
yratarp 0,01ir 0,5.

38. Peroralinio vartojimo farmaciné kompozicija, besiskirianti
tuo, kad | ja jeina veiklusis agentas, drékinimo agentas ir krakmolo darinys,
kurioje minétas veiklusis agentas yra bent vieno junginio, pasirinkto i$
grupés, susidedancios is:
junginio, kurio formule (1):

OH

N
|
o I . M nreco 0

ir junginio, kurio formule (l1):
0 -CO-CH,

N
I
ON" s )—NH-CO (1N

kietu daleliy formos ir kurioje minéty aktyviyjy daleliy dydZiai yra maZesni nei
200 um, o vidutinis daleliy dydis yra didesnis nei 10 pm.

39. Farmaciné kompozicija pagal 38 punktg, besiskirianti tuo,
kad joje yra dar ir bent vienos farmaci$kai priimtinos rugsties.

40. Farmaciné kompozicija pagal 38 punktg, besiskirianti tuo,
kad aktyviosios dalelés yra granuliuotos esant granuliavimo agentui, gaunant
granuliuotg veiklyji agenta, turintj nuo 2 iki 99,97 masés % minéto veikliojo
junginio ir nuo 0,03 iki 10 masés % granuliavimo agento.

41, Farmaciné kompozicija pagal 40 punktg, besiskirianti tuo,
kad minétg granuliavimo agentg pasirenka i§ grupés, susidedancios i$
polivinilpirolidono, vandens, alkoholio, sacharozés, hidroksilceliuliozes ir jy
misiniy.

42, Peroralinio vartejimo clysta veiklio

12 Peroral j i

skirianti tuo, kad| jgjeina:
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» kaip veiklusis agentas, bent vieno junginio, pasirinkto i grupés,
susidedancios is:
junginio, kurio formule (I):
OH

0
OZN S)—NH-CO (h

ir junginio, kurio formule (I1):
0 -CO-CH,

N
I
OZN S/J——NH—CO (1)

kietos daleles, kuriy dydziai yra maZesni nei 200 um, o vidutinis daleliy dydis
yra didesnis nei 10 um; ir

» bent viena farmaciskai priimtina rtgstis; Sios suspensijos pH yra tarp
2ir6.

43. Suspensija pagal 42 punkta, besiskirianti tuo, kad jos pH
yratarp 3ir 5.

44, Suspensija pagal 42 punkta, besiskirianti tuo, kad joje yra

dar ir granuliavimo agento.
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