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tfedkty obsahujicich porfyrinové slouceniny se-
lektivni va&i tumorim, pouzitelné ve fotodyna-
mické terapii a diagnostice. Lyofilizovany pros-
tFedek je vhodny pro injekeéni podéni. PFipravuje
se z vodniho roztoku polyhemaporfyrinovych elhe-
ri/estertt, ktery neobsahuje chlorid sodny, zmra-
zenim a nasledné se lyofilizuje p#i zvySené le-
ploté az do ziskani bezpetného obsahu zbytkové
vihkosti, t.j. nizsf jako 1 *

% .



PYedloZeny vyndlez se tykd lyofilizovanych pF¥ipravki,

obsahujicich porfyrinové sloueniny selektivni k tumorim,
které jsou pouZitelné ve fotodynamické terapii. Zv1asté
vjhbdné se‘pfedloéenj vynédlez tykd lyofilizovanych p¥ip-
ravki, obsahujicich polyhematoporfyrinovy ether/esterovy
p¥ipravek nazyvany jako PHOTOFRIN’IIR a gzpusobd pripravy
lyofilizovaného pripravku.

Fotodynamickd terapie, pouZivajici porfyriny a podobné
slouleniny je v oboru JiZ uréitou dobu zndmé&, JiZ od roku
1940 je znémo, Ze porfyrin md schopnosti fluorescence v tu-
morovych tkdnich. U porfyrind bylo zji&téno, Ze mohou lo-
kalizovat tumorovou tkén tim, %e absorbuji svétle o urdi-
tjch vlinovych délkdch p¥i ozareni a umoznuji detekovat tu-
mor lokalizaci fluorescence. Freto jsou’pfipravky obsahu-
jici porfyriny vhodné pro diagnoZu a detekeci takovych tu-
morovych tkéni. Délebmohou porfyrino%é slouCeniny také roz-
ruSovat tumorovou tkéﬁ, jestliZe jsou ozareny pTi vhodné
vlinové délce, coZ je ﬁmoénéno tvorbou jednoduchého kysliku
/Weishaupt K.R., a kol., Cancer Research /1976/ str. 2326—
2329/,

rouziti téchto sloudenin absorbujicich svétlo, zejména
sloudenin podobnych porfyrinim, miZe byt uzndvéno jako 1lé-
teni tumorld, jestliZe jsou tyto latky podévény sysEmicky.
Pouzitelnost téchto élouéenin je odvozena od jejich schop-

nosti se lokalizovet v neoplastické tkéni, zatimco z nor-



mélni okolni tkéné se odstrani /viz nap¥. Dougherty T.d.

a spol., "Cancer:Principles and Fractice of Oncology" /1982/,
V.T.de Vita Jr. a kol., eds., str.1836 - 1844/,

.Navic k systemickému pouziti pro 1é8eni tumort méd vi-
ce neddvnych publikaci specifikované alternativni pouZiti
pro porfyrinové sloueniny. Nap¥iklad pouziti porfyrind
pri lédeni kozZnich chorob byle popsano v US patentu Ce
4753958, fouziti fotosenzitivnich sloulenin pro sterilaci
biclogickych vzorki, obsahujicich infek&ni prganismy jako
ijsou bakterie a viry bylo uvedeno v US patentu €. 4727027,
kde je fotosenzitivni léatkou furokumarin a jeho derivaty.
Fotosenzitivni porfyriny jsou vhodné pri detekei a 1léCeni
atherosklerotickych plakl, jak je popsano v US patentech
Ee 4512762 a 4574682+ Déle US patenty &. 4500507 a 4485806
popisuji pouiti radioaktivné znatengkh porfyrinovych slou-
enin pro zobrazeni tumorwu. |

Fotosenzitivni pripravek Sircce pouzivany p¥i Casnych
stadifeh fotodynamické terapie pro detekei i 1é8bu obsa-
huje surovy derivat hematoporfyrinu, také nazyvany jako
nematoporfyrinovy derivat, HpD, nerco Iipson derivat, pripra-

kolg, Vv J.Natl.Cancer

s}

veny postupem popsanym Lipsonem
Inst./1561/26:1-8. Byla provedena vyznarnd préce, kterd po-
u¥ila tento pripravek & o vouZiti tohoto derivétu p¥i 1é-

teni wmalignity bylo rozsdnle referovéno /Cancer Hes.



/1978/38: 2628-2635; J.Natl.Cancer Inst./1979/ 62:231-257/.

Dougherty a spolupracovnici pTripravili uéinnéjs$i for-
mu hematoporfyrinového derivatu, priprava byla provedena
ultrafiliraci HpD za ﬁéelem_sniéeni'obsahu ldtek o nizké
mulekulové hmotnosti. Tato prdce je podstatou US patentu
8. 4645151, zde je uvedena jako odkaz v predloZené pri-
hld&ce, kterd ddle popisuje podrobné metody pro fototera-
peutické léCeni pacienta za pouZiti zde popsanych prostfed-
k. Tato forma jéciva jelkomplexmd smési obsahujici porfy-
rinové jednotky spojené etherovymi mustky /Doughertx ?OJ.
a kol., Adv.Exp.Med.Biol./1983/ 160:3-13/ a esterovémmﬁst—
kxy /Kessel, D. a kol., Photochem.Photobiol. /1$87/ 36:463 -
568/ Tato‘komplexni smés, oznalend zde jako polyhemato- |
porfyrinové ethery/estery /'"PHE"/ je dostupnd pod obchod-

nim oznadenim PHOTOFRIN ITX

a je podstatou pfedloéeného vy~
nélezue.

PHE mGZe byt poddvén jako 2,5 mg/ml nebe 5 mg/ml roz-
tok obsahujici PHE v normédlnim salinickém roztoku. PHE se
rychle rogzkldda, jestlizZe je vystaven teplu a2 Jje proto rela-
tivné nestabilni p¥i teploté mistnosti.V souladu s tim jJe
tedy t¥eba roztok uchovavai zmraZeny pro zachovani jeho
sily. Naviec roztok mad tendeci ke tvorbé Cdstic pri vyssich
teplotéeh, coZ je nezddouci pro pouiiti pro injekce, pokud
neni uchovéven zmraZeny a neroztaje piimo pred pouZitim.

Youziti takovych zmraZenjch roztokd md mnoho nevyhod.

Jeliko? mé& byt uchovdvan zmraZeny, musi byt umistén a ucho-

vévan ve zmrazeném stavu, coZ vyZaduje pouZiti zvld&tnich



podminek chlazeni. Nap¥iklad produkt musi byt uloZen ve

zvla&tnich kontejnerech za pouZiti suchého ledu nebo podob-
ného chladiciho media. To je hlavni nevyhodou spoleCn€ s ce-
nou a logistikou pouZiti produktu. Do doby pouziti musi
byt zmrazeny roztok uchovavan pri —ZQJOC, coZz je teplota
ni?8i ne% jsou pracovui teploty nékterych mrazniCek, pak jJe
putné zvlédtni mrazici zatrizeni. Ddle musi zmrazeny produkt
projit periodou téni a neni proto pfimo pouzZitelny pro pa-
cienta.

Je proto potfevany priprevek PHE, ktery je stabilni
p¥i teploté mistnosti po deldi Zasové obdobi, nemusi byt
uchovavan zmrazeny a proto neni t¥eba Zddnych zvldsStnich
skladovacich a uklédacich podmineka

¥ oboru je zndmo, Ze lyofilizace produktu, ktery je
relativné nestaobilni ve vodném roztoku miZe vést k produktu,
ktery je stébilni a md proto prodlouZenou Zivetnost, nez ve
vodném roztoku. Dile md lyofilizovany produkt proti produk-
tu v prdskové form& tu vyhodu, %e je rychle rozpustny a
spadndji rekonstituovatelny p¥ed injeklnim poddnim. Jinou
vyhodou lyofilizovaného produktu nestabilniho ve vodném roz-
toku je to, Ze miZe byt pripraven & plnén do davkovych obe-

1% v kapalném stavu, suSen p¥i nizkjcn teplotéch, cimZ se

(]

dstrani ne?ddouci tepelné vlivy a uchovdvan Vv suchém stawn
. s~ . g . Y v s . . L4 - . o
¢imZ je stabiln&jii./Viz Remington s Phermaceutical ccien~

ces, 15.vyddni, str. 1483-1485 /1975//. Lyofilizace je tak



idedalni metodou pro ziskdni pripravku PHE, ktery neni nut-

no uchovévat zmrazeny a ktery md poZadovanou stabilitu pri
teploté mistnosti.

Weinstein a spol., v B patentu &« 4753958 popisuje
topicky pripravek obsahujici hematoporfyrinovyj derivat pro
léCeni psoriesy a jingch kutdnnich chorob, ktery je pripra-
ven lyofilizaci sclného roztoku PHE o koncentraci 5 mg/ml
a je rekonstituovdn ve vhodném topickém vehikulu.

Ackoliv lyofilizace zmraZeného salinického roztoku
miZe byt uCelnd pro p¥ipravu produktu vhodného pro topickou
aplikaci, bylo autory predloZeného vyndlezu zji¥t&na, Ze
vznikaji urfité problémy, kdyZ mé byt lyofilizoveny sali-
nicky roztok byt preveden na prostfedek, co? je obtizné

a vysledny produkt je nepfijatelny pro injekéni poddni.
P¥i provedeni pokush o lyofilizaci koncentraovanéhoe salinic-
kého roztoku, obsahujiciho 15 mg/ml PHE a 5,4 % chloridu
sodného /mno¥stvi chloridu sodného nezbytné pro ziskdni
isotonického roztoku po rekonstituci vodou pro injekce na
2,5 mg/ml PHE roztoku/ se vyskytlo Sdstedné vysrdZeni /vy-
soleni/ PHE aktivni slozky. Ddle, jako disledek vysréZeni,
Je provedeni filtrace koncentrédtu extrémné nesnadné a vy-
Zaduje Castou vyménu filtru. Léco aktivni sloZky se zachyti

ra filtru. L:zle lyofilizoveny predukt neni

%enni a ob-

(@)

hemo
téch
sahuje oddélené chlorid sodny a PHi. Cdd€leni/fédzi pravdé-

podobné vznikd béhem zmraZeni v dlisledku rozdilné krystali-

Zace .



Alternativnd, salinick§ roztok cbsahujici 2,5 mg/ml

THE by mohl byt lyofilizovdanm ale lyofilizaéni proces by
byl velmi dlouhy, jelikoZ by bylo t¥eva odstrenit vice vo-
dy. Ddle by mohly vznikat urlité problémy s filtraci a vy-
srdZenim b&hem procesugy které jsou zpisobeny pY¥itomnosti
chloridu sodného v roztoku,

Je proto potY¥eoné priprevit prostPfedek obsahujici PHE, -
ktery je p¥i teploté mistnosti stabilni po prodlouZenou do-
bu a nevyZaduje zmrazeni, ale ktery prekondva problémy spo-
jené s lyofilizaci vodného salinického roztoku.

Cilem pPedloZeného vyrndlezu je poskytnout zplsob pri-
pravy p¥ipravku PHE, ktery je relativné nestabilni ve vod=-
ném roztoku, takovym postupem, Ze se ziskd produkt stabilni
pri teploté mistnosti po prodlouZenou dobu.

Cilem predloZeného vyndlezu je poskytnout PHE pripra-
vek, ktery je homogenni a vhodny pro injekéni poddni.

Del&im cilem pPfedloZeného vyndlezu Je poskytnout zpli-
sob lyofilizace PHE roztoku, ktery vylufuje problémy spoje-
né s lyofilizaci PHE salinického roztoku.

Tyto a dal8i objekty a prednosti predloZeného vyndlezu
tudcu odbornikim zrejmé z nédsledujiciho popisu.

———y

FredloZeny vynédlez je zaloZen na codbjevu,Ze FHE fotosen~

<

zitivnl pripravek, ktery je stebilni pri teploté mistnosti
béhem delsiho Cssového obdobi, miZe byt pripraven lyofilize-
ci. Ddle je zaloZen na objevu, %e problémy spojené s lyo-

filizaci PHE salinického roztoku mohou byt odstranény vylou-



Cenim chloridu sodného z roztokw a lyofilizaci PHE z vod-

ného roztoku a pak rekonstituci nesalinickym Tedidlem jako
je 5% dextroza pro injekce. |

S prekvapenim bylo objevena, Ze p¥ipravek ebsahujici
polyhemataporfyrin ether/ester, ktery je stabilni pZFi tep-
loté mistnosti b8hem deliiho dasového obdobi, miZe byt pIri-
praven lyofilizaci fotosenzitivii 1l4tky z nesalinického
roztoku a rekonstituci lyofilizovaného produktu nesalinic-
kym Yedidlem. EFedloZeny vyndlez poskytuje épﬁsob;pfipravy
lyofilizovanéhe PHE, ktery je rychle uskutednitelny, ne-
bot md maly polatelni objem, vyluCuje srazenl PHE sloZzky

v podstaté

a ktery vede k produktu/homogennimu.

¥ opis FHE aktivni sloZky podle pfedloZeného vynédlezu
a zphsob jeji pripravy je popsén v uvedeném US patentu C.
4649151, | | |

Podle predlofenéha vyndlezu se lyofilizovany PHE pTi-
pravek vyrobi z koncentrdtu obsahujiciho pFibliZpé 15 mg/ml
PHE ve vodé. Tento koncentrit se pak podreobi lyofilizack
a vysledny produkt je vhodny pro skladovéni a transport. ILy-
ofilizovany produkt se pred pouZitim rekonstituuje vhodnym
nesalinickym roztokem jako je 5% dextroza pro injekce a zis-
kd se 2,5 mg/ml roztok pro pouziti p¥i léfeni neba diagno-
zu pacientae

Ve vjhodném_provedeni,pfedloZenéhg.vynélezu.se da
vhodné nidokky pro lyofilizaci umisti pZibliZné 5 ml pFib-

1i%n& 15 mg/ml PHE koncentrdtu. ¥ kaZdé lahvilce je tak 75



mg polyhematoporfyrinovych etheri/esterli. £azda Sml lah-

vitka se pak zmrazi v lyofilizaéni komlrce na teplotu -35 o
nebo ni%#i na dobu_dostatéénou_pro Gplné zmrazeni produktu.
Ten se pak lyofilizuje p¥i zvySené skladevaci teploté, az

se ziskd produkt s bezpe&nym obsahem vlhkosti, pak se tlak
komory vyrovnd s atmosférickym tlakem a lahvitky se pak utés-
ni. Pteto¥e vychozi objem je maly /5 ml/, je produkt rych-

le lyofilizovén, obvykle b&hem 24 hodinevého obdobi. Tate
skute&nost vyrazn& sniZuje ndklady ve srovndni s lyofili-
zaci velkjch objeml z¥ed&n¥jiich roztoki, V§sledny produkt
miZe byt skladovan pfi teploté mistnosti po dobu delfi nei

6 mésicl bez patrné ztrdty Udinnosti. F¥ed poddnim pacien—
tovi se lyofilizovany produkt rekonstituuje 30 ml 5% dex-
trozy pro injekce, &imZ se ziskd isotonicky roztok o kon-
centraci 2,5 mg/ml.

Redidlem pouZitym pro rekonstituci. lyofilizovanéhe
produktu.je vyhodn& 5% dextroza pro injekce, ale mohou byt
pouzita i jind nesalinickd Yedidla jako jJe sterilni voda,

JestliZe se lyofilizovany produkt rekonstituuje normél-
nim salinickym roztokem a filtruje za pouziti 0,2 /um filtrh,
je moZno pod optickym mikroskopem pozorcvat velké mnozstvi
nefddoucich ddstic. Nevjyzramnéd tvorba Céstic je pozcrovena
p¥i rekonstituovani produkiu dextrozou pro injekce. Froto
je Zédouci pouZit nesalinicky rozitoke

$¥edpoklddd se, Ze do pripravku podle predloZeného vy-
nélezu mohou byt zahrnuty daldi slofky. Lyto zahrnuji puf-

ry pro upravu pH roztoku, smdleci nebo emulgadni &inidla,



antimikrobidlni ¢inidla a/nebe ochranné latky, podle potfeby.

Tak je mozZnoe pouzit pro hruby produkt neelektrolytickyfch

¢inidel jako je mannitol nevc dextroza pro zlepSeni chazrak-

teristik lyofilizovaného koladle. Jsou moZné dalsi varizce
mimo vySe uvedenych, pokud jde o dalii vhodnd vehikula a ty-
to variace budou pro ocdporniky zYejmé. VSechny takové varia-
ce Jsou vsouladu s rozsahem pfedloZeného vyrdlezu.
Ndsledujici p¥iklady prindSeji porovndni lyofilizované-

ho pripravku s dostupnym zmrazenym roztokem. F¥iklady Z4dnym

zpUsobem neomezuji rozsah pfedloZeného vyndlezue

Priklad 1

Koncentrovany PHE vodny roztok obsahujici p¥ibliZné& 15
mg/ml polyhematoporfyrin ethert/esterii se p¥ipravi v souladu
s postupem popsanym Doughertym v US patentu 8. 464%151, Kon-
centrat se uchovdvd gzmaZeny a roztavi se pred lyofilizaci v
ldzni studené vody e teplotd 3 °C /+ 2 °c/ = postupnym tave-
nim. Roztaveny koncentrdt se pak zvaZi a nalije do tdrova-
né sklenéné michaci nddobky chriénéné pred svétlem. Vsddka
se pak michd do dosaZeni hemogenitye.

Kdyz se ziskéd homogenni smés, zméri se pH roztavenédho

H 7,2 - 7,8 5%

hodnotu

Q)

surového koncentratu a upravi se n

3

chlorovodikovou kyselinou nebo 5% vodnym roztokem hydroxi-
du sodnéhe, je-1li to Zadouci. Kcncentrat se pak sterilné
filtruje 2za pouZiti dvoustupnového filtradniho procesu, kte-

ry zahrnuje 0,45 /v polyvinylidendifluoridovy predfiltr nédsle-
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dovany 0,2 /um sterilni filtr stejného typu.

Yo ukonéeni filtrace koncentratu se do 30 ml nddobek
umisti vhodny objem tak, aby bylo doseaZeno hodnoty 75 mg
na nédobku, NAdobky se pak umisti do lyofilizacni komory.
Sterilni koncentrét se zmrazi na teplotu produktu -35 °C
nebo niZg&i pa dobu nejméné& 2 hodin. Pak se lyofilizuje p¥i
teploté +35 ®c dokud teplota produktu nedosahne +20 °¢ az
+25 % a udrZzuje se na této teploté 5 hedin. Komora se
pak vgrovnd s atmosférickym tlakem vpudténim bezvodého du-
siku, nadobky se uzaviou, vyjmou z komory a utésnie.

¥¥ed pouzitim ve fotodynemické terspii pacienta se obsah
sklenéné nédobky rekonstituuje 30,0 ml 5% dextrozy pro in-

jekces

- Priklad 2

ILyofilizovany PHE s obsahem vlhkosti méné nez 1 % sta-
novenou metodou Karl Fischera se pripravi postupem podle p¥ik-
ladu 1 s pPfidavnym stupném. Yo uchovédvidni produktu p¥i teplo-
t& +20 °C az +25 °C po dobu 5 hodin se teplota produktu zvy-
g1 na +33 °C az +37 %C a produkt se pri teto teploté uchova-

véd po dobu 6 - 10 hodin. Komora se pak vyrovnd s atmosfé-

rickym tlakem jako v p¥ikladu 1 & nadcbky se uzeviou a utés-

.
Nnia

Prikled 3

Lyofilizovany PHE se pripravi postupem podle pPikladu



-19=-

1. Testuje se pak stabilita produktu p¥i rlznych teplotdch
a &asovych intervalech za pouZiti vysokotlaké kapalinové
chromatografie /HPIC/ za nésledujicich podminek:

Mobilni féze A: sm8s 1:1:1 tetrahydrofuranu, methanolu
a vody, obsahujici 0,02 % ledové kyseliny
octové, pH upraveno na 5,0 az 5,1 NaCH.

iobilni faze B: 90% tetrahydrofuran ve vodé.

Kolona: Ultrasphere 0ODS, 5 /um tastice
velikost 150 x 4,6 mm /Beckman/.

Teplota: okoli.

Eritokovd rychlost: 1,0 ml/minutu.

Cbjem ndast¥iku: 20 mel

Zptsob detekce: UV absorbance pri 430 nm.

Program mobilni féze: 100% mobilni fdze A dokud protopor-
fyrinovy pik neni kompletné eluovan /asi G,5
az 13 minut/

— lineadrni program pro 10C% mobilni fazi B
po dobu jedné minuty

- 10C% mobilni faze B dokud PHE neni komplet-
n& eluovan /asi 16 aZ 25 minut/

- linedrni progrem pro 100% mobilni fézi A
po dobu t¥i minut

-stsbilizace 10C% mebilni fazi A nejméné po
dobu 5 minut mezi ndstriky.

Vysledky jsou uvedeny ddle v tabulce Te



Tapulka 1

Lyofilizovany FHE
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Obsah PHE, ploSnd procenta HPIC

¥ odminky Sarze

1 2 3 4 5
potdtedni 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
-20%,6m 95,2 95,6 98,7 - -
5%, 3m 95,2 95,6 100,09 101,0  100,2
3%, 6m 93,9 92,8 58,0 - -
23 %, 1w 95,2 93,7 98,9 96,5 96,6
23 %, 3m 93,4 93,5 93,5 94,1 %4, T
23 °¢, 6m 93,0 93,7 93,0 - -
37 %, 1m 93,2 9,7 93,6 93,4 a2,6
37 %, 3m 90,1 89,9 89,7 R 44 91,4

V tabulce 2 jJjsou uvedeny hodnoty

stability zjisténé

HPIC pro gmraZeny PHE roztok za stejnych podminek:

Tabulka 2

PHE zmraZeny roztok

Obsah PHE, plo&nd procenta HPIC

P odminky Sarze
2 >
potdtedni 100, 10C 100
-20 %, 6 m 92,9 101,3 -
+5 %, 3 m 83,2 93,4 85,2
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Yavtulka 2 /pokradovdni/

5%, 6§ 81,4 86,9 84,1
5%, 9 Ty 1 81,9 77,9
25 %, 3 n 82,4 ¢1,2 83,8
25 %, 6 o 86,4 93,9 87,8
25 °%c, 9 m 17,1 91,5 88,8

Vysledky = tabulkdch 1 a 2 dokazuji, %e lyofilizo-

’,

vany pripravek PHE podle p¥edloZeného vyndlezu vykazuje
vyS88i a konzistentnd J8f stebilitu ne%# zmraZeny roztok a udr-

uje si svoji uCinnost po dobu pejméné 6 m&siclh p¥i teplotd

NY¢

mistnosti.

Priklad 4

Lypfilizovang PHE pYripravek byl pripraven podle pr¥ikla-
du 1 a testovdn na obsah Cdstic za pouZiti HIAC poditade.
Byly ziskény nésledujici vysledky:
Tabulka 3
Lyofilizovany PHE
x

Essticovd analyjza

fodet ddstic na nddobku /30 ml/, Sarie &. /u stability/

P odminky garze
1 2 3 4 >
Focatetni - - - 200 300
3%, 3 o - - - 400 300

3 °%C,6 m 4600 1400 5G0 - -
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Tebulka 3 /pokracovéni/

25 %, 3 m - - - 400 400
25 %, 6 m 5700 1500 600 - -

VSechny hodnoty uddvaji Castice > 10 /o

XNg¥eni byla provedena pfistrojem.HIAG;

Ggaticova analyjza zmrazeného roztoku za pouZiti Coulter
poéitéée je uvedena v tabulce 4.
Tabulka 4

Zmrazeny roztok PHE

fasticovd analjzax
foéet géstic na naddobku /30 ml/, SarZe €. /u stability/
Y odminky garze
1 2 3
Poddtedni L - 1163 -
-20 %, 6 m 2038 4184 605
+5 %, 3 m 6372 16664 4555
5 %, 6m 9565 28768 7160
5%, 9m 19406 42730 21104
25 % , 3 m 14059 18457 10519
25 %, 6m 10211 5332 9742
25 °c, 9m 32197 14338 £%501

MéY¥enil bylo provedeno pocitalem Coulter.
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Vyhodnoceni vyge uvedenych udajlt prokazuje, Ye lyo-
filizevany produkt vykazuje mno¥stvi E¢dsticovych dtvart
v hodnotdch pod hodnotami uddvanymi v USP pro gnjekce, v
mnoZstvi ne vy3&im neZ 10000 84stic vét3ich nebeo ravnych 10
/um na nadobku, pridemz zmrazeny roztok vykazuje vyraznou
tvorbu Cdstic p¥i teplotdch nad -20 %¢ v intervalech tak

nizkych jako jsou 3 m&sice.

Priklad 5

Lyofilizovany PHE pFipraveny postupem podle pFikladu
1 byl testavén na biologickou Gdinnost za pouziti postupu
Popsaného T.Doughertym a kol,, J.Nat.Cabcer Inst. 55:115,
Todle tohoto postupu byly SMT-F tumory z "donorovych" DRA/2Ha
implantovany DEA/2HA my$im pro testovéni. Po implantaci by-
lo vybrano deset myS5i s tumory rozmérd 4 mm X 4 mm az 6.mm;x
€ mm & bylo jim intraperitonedlnd injektaovane 4,2 mg/kg
" PHE roztoku pYipravenéhe rekonstituovéanim lyofilizovanéhe
PHE 5% dextrozou ve vods. Dvacetétiy¥i hodiny po davece byly
tumory ozafovdny t¥icet minut xenonovou arc lampou za pouZi-
ti Cerveného svétla 630 nm ze vzdalenosti, kterd odpovid4
svételné intenzitd 157,5 mW/cmz, odecteno na mé¥icim p¥istro-
Ji. Vyhovujici vysledky Jsou interpretovény jako neviditel-
n§ nebo nehmatatelng tumor u 50 % neba Vice z deseti testo-
vanych my¥{ 7 dni po ozaYovéni. Vysledky biostudie za pouZi-
ti rekonstituovangho lyofilizovaného PHE jsou uvedeny ddle

v taoulce 5.
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Tabulka 5

Biostudie lyofilizovanéhe PHE

Vysledky biostudie, &islo BarZe pP¥i stano—

veni stability

poéétek vyhy vyhe  Vyhe vyhoe Vyhe

-20 °C, 6m vyh. vyh. - - -
3% y 3 m  Vyhe vyhe - vyho vyhe
3°¢ , 6m vyh. vyhe  Vyhe - -

23 Oc , 1 m vyh. Vyhae Vyhe Vyha Vyha
23 °C,v 2 m Vyh. Vyhe - vyh. Vihe
23 0C, 6 m Vvyhe vyhe. vyh. - -
37 eC, 1m vyh. vyhe  Vyhe vyhe vyhe
37 OC, 3, Vyh. vyhe. - vyh. Vyhe
xvyhovujici

Vysledky biostudie PHE zmrazeného roztoku za pouZiti
stejného postupu, jako je vyde uvedeny, jsou uvedeny v ta-

bulce ©.
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Tabulka 6

PHE zmrazeny roztok, biostudie

Vysledky biostudie pro SarZe

Fodminky 1 2 3
polatek vyhf Vyh, -

20 OG, 3 m - - Vyhe
-20 OC, & m nevyh, ¥ Vyh. -
-20 OC, S m nevyvh, V¥he nevyha.

5 OC, 3 m Vvyhe vyhe nevyhe.
5 OC, 6 m nevyh, nevyh. nevyh,
5 OC, 9m vyhe nevyh.  vyh.

25 °C, S m nevyh, Vyhae vyh.

25 OC, &6 m nevyhs. nevyh, nevyh.

25 OG, Sm vyh. nevyh. nevyh.

Srovndnim vysledkd z tabulek 5 a 6 je z¥ejmé,%e lyofi-
lizovany PHE podle p¥edloZeného vyndlezu si udrZuje svoji.
biologickou aktivitu v testech in vivo v intervalu ne jméné
6 mésicd pri teplotd mistnosti, pFidemZ zmraZeny roztok

vykazuje znacnou variabilitu v biologické sktivité za ste j-

nych podminek.

Priklad 6

Lyofilizovany PHE obsahujici mannitol jako zahus¥ova-

ci &inidlo se pripravi podle prikladu 1 pridénim takového
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mpo%stvi mannitolu, které je rovno hmotnosti PHE, k tozté-

tému koncentratu ve csklendné michaci nadobce.

. F¥iklad 17
Iyofilizovany FHE obsanujici dextrozu jako zahui¥ova-

ci ¢inidlo, se pY¥ipravi podle pr¥ikladu 6 s tim, Ze se manni-

tol nanradi dextrozou.



PATENTOUVE NAROKY

13 Farmaceuticky prost¥edek,vyznaujici se tim, Ze

obsahuje lyofilizovany piipravek sloZek hematoporiyrino-

<

jch derivatd, které jsou fototoxické k tumorovym tkdnim
¥ ’ )

o ar ’

YidenZ lyofilizovany pFipravek neobsahuje chlorid sodny.

[la]

2o Prostiedek podle bodu 1, vyznadujicl se tim, Ze

uvedenymi sloZkami hematoporfyrinovych derivatl jsou smé-

si hematoporfyrinovych ethert a estexri.

3 Biologicky aktivni lyofilizovany prostT¥edek, ktery

je fluorescentni, fotosenzitivni a md schopnost se lokali-
vzovat v a zadrZovat v nddorovych tkdnich po dobu del$i neZ
ve tkdnich normdlnich, vyznalujici se tim, Ze obsahuje dvé
nebo vice kovalentn& spcjenych porfyrinovych molekul, p¥i-

demz alespon nékteré z uvedenych molekul obsahuji jednu ne-
bo vice vin&lovjch skupin a tento lyofilizovany prostfe-

dek neobsahuje chlorid sodny.

4. Farmaceuticky prost¥edek, vyznalujici se tim, Ze ob-
sahuje hlavn& lyofilizovany prostfedek podle bodu 1 jako

ektivni sloZku spolu s farmaceuticky piijatelngu

risadous.
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5. Lyofilizovany farmaceuticky prostiedek podle bodu 1,

vyznatujici se tim, Ze obsahuje méné nez 1 % zbytkové vody.

Zpusob p¥ipravy lyofilizovaného Prostfedku pro pouZi-

ot (o)
oty ®

ve fotodynamické terapii nebo diagnostice pacienty, vyzna-
Cujici se tim, Ze se pFfipravi vodny roztok sloZek hemato-
porfyrinovych derivati, které jsou fototoxické viEi tumoro-
vé tkédni, pricemZ uvedeny vodny roztck neobsahuje chlorid

sodny a tento vodny roztok se lyofilizuje.

Te ZpUsob podle bodu 1%, vyznatujici se tim, Ze uvede-
nd sloZka hematoporfyrinovych derivatd obsahuje sm&s hemato-

porfyrinovych etherd a estert.

8. ZpUsob pripravy lyofilizovaného prost¥edku pro foto-

dynamickou terapii nebo diagnostiku pacienta, vyznalujici

se tim, Ze zahrnuje stupné

a/ p¥ipravy vodného roztoku polyhematoporfyrinovych etherd/es-
tert, ktery neobsahuje chlorid sodny,

b/ sniZeni teploty uvedeného roztoku aZ do jeho Uplného
zmrazeni a

¢/ lyofilizaci zmraZeného roztoku pri zvySené teploté a% do

ziskédni bezpedného cbsahu zbytkové vlhkostie

9, Zptsob podle bodu &, vyznaiujici se tim, Ze se zmra-
Zeny roztok lyofilizuje p¥i zvySené teplotd asi +35 OC’ dokud

se neziskd produkt e teploté asi +20 %G ay +25 % a pak se
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tato teplota produktu udrzuje po dobu asi 5 hodin.

10. Zptisob podle bodu 8, vyznadujici se tim, Ze lyo-
filizovany prostfedek mé obsah vlhkosti ni%3i ne? jedno

procento, priemZ postup zahrnuje daldi stupeﬁ, pri _ .
kterém se po udréovéni'teploty produktu na asi +20 °C .
ar +25 °C po dobu asi 5 hodin, zvys$i teplota produktu

na asi +33 °C a% +37 °C a produkt se na této teplotd udr-

Yuje po dobu asi 6 a% 10 hodin.

11. ZpGsob pripravy prostredku pro fotodynamické lé&e-
ni nebo diagnozu pacienta, zahrnujici stupné pripravy
roztoku polyhematoporf¥rinovych ethert/esterd ve vodé&

a sniZeni teploty tohoto roztoku aZ do jeho uUplného zmra-
zenl, vyznadujici se tim, Ze se pak zmrazeny roztok lyofi-
lizuje pri zvy3ené teploté do ziskéni produktu s bezped-
nym obsahem zbytkové vlhkosti.

12. Zptsob podle bodu 11, vyznalujici se tim, Ze lyofi-
lizace zmrazeného roztoku se provédi p¥i zvySené teploté
asi 35 C dokud se ne21ské produkt o teploté 331 +20 %

az +25 % a tato teplota produktu se pak udrzuge po dobu

asi 5 hodin.

13. Zptsob podle bodu 12, kde lyofilizovany prostre-

dek mé obsah vlhkosti mendi neZ Jjedno procento, vyznalu-

jici se tim, %e zahrnuje dalSi stupen po udrZovéni teplo-
ty produktu na asi +20 °¢ az +25 °c po dobu asi 5 hodin,

kde se zvy3i teplota produktu na asi +33 °c az +37 °C

a produkt se na této teplotd udrZuje po dobu asi 6 aZ 10

v LA J »

hodin.
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