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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Gegenstand der Erfindung ist eine wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B von geringer To-
xizitat. Gegenstand dieser Erfindung ist insbesondere die wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B
von geringer Toxizitat, die zur parenteralen Verabreichung geeignete Phospholipide enthalt.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Amphotericin B ist ein antifungales Polyen-Antibiotikum, das bei der Behandlung invasiver Pilzinfekti-
onen nutzlich ist. Es besitzt jedoch eine hohe Nephrotoxizitat.

[0003] Die Toxizitdt des Amphotericins B wird durch verschiedene Verfahren reduziert; von diesen werden (a)
Einschluss des Arzneimittels in Liposomen und (b) Umwandlung des Arzneimittels in einen HDLC-Komplex
(,high drug:lipid complex"; Komplex mit hohem Arzneimittelanteil:Lipid) haufig verwendet.

Herstellung von liposomalem Amphotericin B

[0004] In US-Patent 4973465 (1990) wurde die Herstellung von HDLC beschrieben, worin Sterole wie Cho-
lesterol entweder allein oder in Kombination mit nattrlichen Phospholipiden, Phosphatidylcholin, verwendet
werden.

[0005] In US-Patent 5616334 (1997) wurde ein Verfahren zur Herstellung von liposomalem Amphotericin B
beschrieben, das initial die Herstellung roher multilamellarer Vesikel (MLV) und dann Mischen der MLV mit be-
schallter Amphotericin B-Suspension in Wasser beinhaltet. Dieses Verfahren beinhaltet nicht die Verwendung
irgendwelcher Lésungsmittel. Anhand dieses Verfahrens wird jedoch spezifisch liposomales Amphotericin B,
das toxischer als Amphotericin B-HDLC ist, hergestellt. Das Verfahren beinhaltet die Extrusion roher Liposo-
men zur Grolkentrennung, zehnmal, immer wieder, durch gestapelte Polycarbonatfilter. Es beinhaltet auch die
Entfernung von nicht inkorporiertem Amphotericin B durch Zentrifugation nach dem Arzneimittel-Loading.

[0006] Dieses US-Patent beschreibt auch ein Verfahren zur Herstellung von HDLC in ,Arzneimittel-Lipid-Sys-
temen von geringer Toxizitat". In diesem Patent wurde ein Verfahren zur Herstellung eines Amphotericin B-Li-
pid-Komplexes beschrieben. Dieses Verfahren lauft im Allgemeinen wie folgt ab:

Herstellung von HDLC

[0007] Zuerst wird das Arzneimittel Amphotericin B in einem Lésungsmittel, wie zum Beispiel Dimethylsulfo-
xid (DMSO) oder Methanol, 16slich gemacht. Die Lipide, bevorzugt Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) und
Dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG) in einem Molverhaltnis von 7 : 3 werden in Lésungsmitteln, wie zum
Beispiel Methanol, Ethanol, chlorierten Kohlenwasserstoffen, I6slich gemacht. Die Arzneimittellésung und die
Lipidldsung werden gemischt. Die Losungsmittel werden unter reduziertem Druck verdampft, was in einem
dinnen Lipid-Arzneimittel-Film resultiert. Der Film wird mit einer wassrigen Lésung, wie zum Beispiel Wasser,
Kochsalzldsung, phosphatgepufferter Kochsalzlésung oder Glycinpuffer, zur Bildung von HDLC hydratisiert.

[0008] In einer Variation des vorstehenden Verfahrens wird der resultierende Trockenlipid-Arzneimittel-Film
in einem Loésungsmittel, wie zum Beispiel Methylenchlorid, resuspendiert und vor dem Hydratisieren des Films
unter reduziertem Druck wieder verdampft.

[0009] In einer anderen Variation des vorstehenden Verfahrens wird der Trockenlipid-Arzneimittel-Film zur
Bildung von Flocken dehydratisiert; die Flocken werden dann mit wassriger Lésung hydratisiert.

[0010] In einem anderen Verfahren wird die wassrige Lésung, wie zum Beispiel Kochsalzlésung, Puffer oder
Wasser, der das Arzneimittel und das Lipid enthaltenden Lésung zugefiigt, und dann wird das Losungsmittel
zum Erhalt von HDLC abgedampft. In diesem Verfahren ist die Bildung eines dinnen Films aus den Phospho-
lipiden nicht erforderlich.

[0011] In einem alternativen Verfahren zur Bildung der in diesem US-Patent beschriebenen HDLC werden Li-

pidpartikel (oder Liposomen), enthaltend bioaktive Mittel, wie zum Beispiel Amphotericin B, durch zuerst Her-
stellung multilamellarer Vesikel (MLV), enthaltend von 6-50 Mol-% des bioaktiven Mittels, gebildet. Dann wer-
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den die MLV einem Erhitzungszyklus von ca. 25°C bis ca. 60°C, am bevorzugtesten ca. 60°C ausgesetzt. Ein
derartiger Zyklus bildet einen héher geordneten und weniger toxischen Amphotericin B-Lipid-Komplex.

[0012] In diesem US-Patent wurde auch ein anderes alternatives Verfahren zur Herstellung des Amphotericin
B-Lipid-Komplexes beschrieben. In diesem Verfahren werden Lipide mit Natriumchloridlésung (0,9%) beige-
mischt und unter Verwendung eines Homogenisators homogenisiert. Amphotericin B wird in DMSO aufgel6st
und der Lipidldsung wahrend des Homogenisierens zugefligt und ca. 30 Minuten weiter homogenisiert, bis die
PartikelgroRe auf ungefahr weniger als 10 Mikron, bevorzugt ca. 10 Mikron, reduziert ist. Die resultierenden
Lipidpartikel werden nach der Tangentialflussfiltration nach GrolRe ausgewahlt. Der Nachteil dieses Verfahrens
besteht darin, dass das verwendete Lésungsmittel, DMSO, einen hohen Siedepunkt aufweist und folglich
schwer aus dem Produkt zu entfernen ist. Im Endprodukt bleiben weiter Spurenmengen von DMSO zurtick. Es
ist nicht erwlinscht, dass ein derartiges L6sungsmittel in Spurenmengen in der Zusammensetzung zur intrave-
ndsen Verabreichung vorliegt, da Uber dieses Losungsmittel berichtet wurde, dass es hepatotoxisch ist (The
Journal of Infectious Diseases 1991: 164, S. 418 bis 421).

[0013] HDLC sind nitzliche Praparationen zur Reduktion der Toxizitat von Amphotericin B, aber die in US-Pa-
tent 5616334 (1997) beschriebenen Verfahren erfordern die Verwendung groRer Mengen organischer Lo6-
sungsmittel, da Amphotericin B in den meisten allgemein verwendeten und parenteral vertraglichen organi-
schen Losungsmitteln eine geringe Loslichkeit besitzt. Das Verfahren beinhaltet folglich die Entfernung groRRer
Mengen organischer Losungsmittel mittels Verdampfung. Alternativ werden aprotische Losungsmittel, wie zum
Beispiel Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, auch zur Auflésung von Amphotericin B verwendet. Diese apro-
tischen Losungsmittel besitzen einen hohen Siedepunkt, und Spuren dieser Lésungsmittel bleiben unweiger-
lich in der Endzusammensetzung zurtick. Da Uber diese aprotischen Lésungsmittel berichtet wird, dass sie he-
patotoxisch sind, ist die Verwendung dieser Lésungsmittel im Herstellungsverfahren nicht erwiinscht.

[0014] Es besteht deshalb ein Bedarf an einer Verbesserung des Verfahrens zur Herstellung solcher Ampho-
tericin B-Zusammensetzungen in groRem Maflstab durch Reduktion der Mengen von verwendetem Losungs-
mittel. Dadurch werden auch die Herstellungskosten herabgesetzt.

[0015] Die erfindungsgemalle Hauptaufgabe besteht in der Entwicklung einer parenteralen wassrigen Zu-
sammensetzung von geringer Toxizitat, enthaltend Amphotericin B und Phospholipide im Hinblick auf eine ein-
fache Herstellung und die Reduktion der Herstellungskosten. Eine weitere Erweiterung der erfindungsgema-
Ren Hauptaufgabe besteht in der Entwicklung einer parenteralen wassrigen Zusammensetzung von geringer
Toxizitat, die Amphotericin B und Phospholipide enthalt und die keine Spuren von DMSO und/oder chlorierten
Kohlenwasserstoffen enthalt.

Zusammenfassung der Erfindung

[0016] Demgemal ist der Gegenstand der vorliegenden Erfindung eine parenterale Dimethylsulfoxid-freie
wassrige Zusammensetzung von geringer Toxizitat, die Amphotericin B, Natriumchlorid und Phospholipide ent-
halt.

[0017] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiter ein Verfahren zur Herstellung einer parenteralen,
Dimethylsulfoxid-freien wassrigen Zusammensetzung von geringer Toxizitat, die Amphotericin B, Natriumchlo-
rid und Phospholipide enthalt, umfassend die Schritte von:
(i) Auflésen von einem oder mehr Phospholipid(en) in einem oder mehr parenteral vertraglichen organi-
schen Lésungsmittel(n), wie zum Beispiel Methanol, Ethanol, Isopropylalkohol, Chloroform, Kohlenstoffte-
trachlorid und Methylenchlorid, und dann Entfernen der Losungsmittel durch Verdampfung unter reduzier-
tem Druck zur Bildung eines Trockenfilms aus den einzelnen oder gemischten Phospholipiden;
(i) Suspendieren von Amphotericin B in einer parenteral vertraglichen wassrigen Phase, die kein Natrium-
chlorid enthalt, oder Suspendieren von mikronisiertem Amphotericin B in einer parenteral vertraglichen
wassrigen Phase, die Natriumchlorid enthalten kann;
(i) Zufigen der wassrigen Phase, enthaltend am Ende von Schritt (ii) gebildetes suspendiertes Amphote-
ricin B zu genanntem Film aus Phospholipiden, der am Ende von Schritt (i) erhalten wurde und Mischen der
beiden zum Erhalt einer Suspension von genanntem Amphotericin B zusammen mit genannten Phospho-
lipiden in genannter wassriger Phase;
(iv) Einstellen des pH der am Ende von Schritt (iii) erhaltenen genannten Suspension auf 6,0-8,0 und dann
ihr Homogenisieren, bis sie durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtrierbar ist;
(v) Zufugen von ausreichender Natriumchloridlésung in Wasser am Ende von Schritt (iv), damit der Natri-
umchloridgehalt des Endproduktes mindestens 0,1% (w/v) betragt.
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(vi) Filtrieren der am Ende von Schritt (v) erhaltenen genannten homogenisierten Suspension durch ein
Glasfaserfilter von 2 p und Flllen des Filtrats in Glasflaschchen unter einer Stickstoffdecke, festes Ver-
schlieen der Flaschchen und Sterilisieren der fest verschlossenen Flaschchen mittels Autoklavieren zum
Erhalt des Endproduktes, das zur parenteralen Verabreichung geeignet ist.

[0018] Gegenstand der Erfindung ist auch eine parenterale wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B
von geringer Toxizitat, die mindestens 0,1% (w/v) Natriumchlorid und Phospholipide wie hierin beschrieben
und durch das erfindungsgemafe Verfahren, wie hierin vorstehend beschrieben, hergestellt enthalt.

Ausfuhrliche Beschreibung der erfindungsgemafRen Ausfihrungsformen

[0019] Der Gehalt von Amphotericin B in der erfindungsgemafen Zusammensetzung variiert von 0,1% (w/v)
bis 1,0% (w/v) der Zusammensetzung, wobei der Gehalt von Amphotericin B bevorzugt bei 0,5% (w/v) der Zu-
sammensetzung liegt.

[0020] Der Gesamtgehalt von Phospholipiden variiert von 0,1% (w/v) bis 1,0% (w/v) der Zusammensetzung.
Der bevorzugte Gehalt betragt von ca. 0,4% bis ca. 0,6% (w/v).

[0021] Das Gewichtsverhaltnis von Amphotericin B zu Phospholipiden betragt von ca. 1 : 0,5 bis ca. 1: 1,5.
Das bevorzugte Gewichtsverhaltnis betragt von ca. 1: 0,8 bisca. 1: 1,2.

[0022] In diesem Verfahren werden die Phospholipide aus Eiphosphatidylcholin oder einem Gemisch aus Di-
myristoylphosphatidylcholin (DMPC) und dem Natriumsalz von Dimyristoylphosphatidylglycerin (DMPG) ge-
wahlt. Wenn ein Gemisch aus zwei Phospholipiden, DMPC und DMPG, verwendet wird, dann liegt das Ge-
wichtsverhaltnis von Phospholipiden, DMPC : DMPG, zwischen 7 : 1 und 7 : 15, bevorzugt 7 : 3.

[0023] Die zum Auflésen der Phospholipide verwendeten Losungsmittel werden aus alkoholischen Lésungs-
mitteln, wie zum Beispiel Ethanol, Methanol, Isopropylalkohol mit oder ohne Zusatz von chlorierten Kohlenwas-
serstoffen, wie zum Beispiel Chloroform, Methylenchlorid und Kohlenstofftetrachlorid, ausgewahlt. Alkoholi-
sche Ldsungsmittel allein oder chlorierte Kohlenwasserstoffe allein kbnnen zum Auflésen der Phospholipide
verwendet werden. Alternative alkoholische Lésungsmittel und chlorierte Kohlenwasserstoffe konnen in Kom-
bination zur Auflésung der Phospholipide auch verwendet werden. Wenn keine chlorierten Kohlenwasserstoffe
ausgewahlt werden, ist die Zusammensetzung frei von chlorierten Kohlenwasserstoffen. Ein zum Auflésen der
Phospholipide bevorzugtes Lésungsmittel ist Ethanol.

[0024] Mikronisiertes Amphotericin B, wann immer es erfindungsgeman verwendet wird, wird unter Verwen-
dung einer Luftstrommiuhle zu einer PartikelgréRe von weniger als 10 Mikron mikronisiert.

[0025] Der pH der zum Dispergieren von Amphotericin B verwendeten wassrigen Phase wird unter Verwen-
dung von verdunnter Natriumhydroxid-Lésung auf 6,0-8,0 eingestellt, wann immer keine Pufferlésung in der
Zusammensetzung verwendet wird.

[0026] Die zum Suspendieren von Amphotericin B verwendete wassrige Phase ist ein parenteral vertragli-
ches Vehikel, wie zum Beispiel Wasser oder Phosphatpuffer. Wenn mikronisiertes Amphotericin B verwendet
wird, kann es sich bei der zur Suspension von Amphotericin B verwendeten wassrigen Phase um Kochsalzl6-
sung, phosphatgepufferte Kochsalzlésung, Wasser oder Phosphatpuffer handeln.

[0027] Natriumchlorid wird nach der Homogenisierung und vor der Filtration als Lésung in Wasser zugefiigt.
Natriumchlorid kann jedoch auf jeder Stufe (ii) bis (v) der unter ,Zusammenfassung der Erfindung" spezifizier-
ten Herstellung zugefligt werden, wenn mikronisiertes Amphotericin B verwendet wird.

[0028] Die Konzentration von Natriumchlorid betragt von ca. 0,1% bis 0,9% (w/v) der Zusammensetzung, be-
vorzugt 0,4% bis 0,9% (w/v) der Zusammensetzung.

[0029] Die Homogenisierung wird mithilfe eines Hochdruckhomogenisators bei nicht weniger als 5000 psi
durchgefiihrt, bis das Produkt durch ein Glasfaserfilter von 2 Mikron filtrierbar ist.

[0030] In einer anderen erfindungsgeméafien Ausfihrungsform wird die Lipidsuspension von Amphotericin B

vor dem Homogenisieren in einem Bad-Beschallungsgerat beschallt, um nach Einstellung des pH auf ca.
6,0-8,0 eine gleichféormige Suspension zu erhalten. Zum Einstellen des pH wird verdiinnte Natriumhydro-

4/17



DE 601 05322 T2 2005.09.15

xid-Lésung verwendet, wann immer in der Zusammensetzung keine Pufferlésung verwendet wird.

[0031] Die homogenisierte Amphotericin B-Lipidsuspension wird nach dem Ublichen Filtrationsverfahren un-
ter Druck, entweder unter Verwendung von filtriertem Stickstoff oder filtrierter Kompressionsluft, durch Glasfa-
serfilter von 2 p filtriert.

[0032] Nach der Filtration wird die homogenisierte Suspension unter einer Stickstoffdecke in Flaschchen ge-
fullt und anhand von konventionellem Autoklavieren bei 110°C bis 121°C, bevorzugt 20 Minuten bei 121°C oder
40 Minuten bei 110°C sterilisiert. Die Sterilisation kann auch durch ein Spezialautoklavierverfahren durchge-
fuhrt werden, bei dem die Zeit des Erhitzungs- und Abkihlungszyklus durch Schnellerhitzungs- und Schnel-
labkihlungssysteme reduziert ist.

[0033] Im friheren Verfahren zur Herstellung von HDLC, wie in US-Patenten 4973465 (1990) und 5616334
(1997) beschrieben, wird Amphotericin B in sehr groRen Mengen organischer Lésungsmittel aufgelost. In ei-
nem der Beispiele in US-Patent 5616334 (1997) wird zur Herstellung von 1 Flaschchen mit 20 ml Amphotericin
B-Lipid-Komplex, der 100 mg Amphotericin B entspricht, ein Liter Methanol verwendet. In einem anderen Bei-
spiel wurden zum Vermindern des Lésungsmittelvolumens 5 ml DMSO fiir 100 mg Amphotericin B verwendet,
DMSO wird jedoch nicht als Lésungsmittel zur intravendsen Injektion empfohlen, weil DMSO Berichten zufolge
hepatotoxisch ist.

[0034] Wahrend das konventionelle Verfahren DMSO zum Auflésen von Amphotericin B verwendet, wird Am-
photericin B im erfindungsgemafRen Verfahren in keinerlei Lésungsmitteln aufgeldst.

[0035] Wenn im erfindungsgemaflen Verfahren das in einer wassrigen Phase suspendierte Amphotericin B,
enthaltend Natriumchlorid, dem Lipidfilm zugefligt und homogenisiert wurde, wurde beobachtet, dass es Ag-
gregate bildete, und das homogenisierte Produkt war anhand des Ublichen Filtrationsverfahrens nicht durch
ein Glasfaserfilter von 2 Mikron filtrierbar.

[0036] Nach umfangreicher Experimentierung fanden wir, wenn die wassrige Phase zum Suspendieren von
Amphotericin B ohne Zufligen von jeglichem Natriumchlorid darin hergestellt wurde, dass die Homogenisie-
rung ohne jegliche Aggregation der Suspension glatt ablief und der homogenisierte Grof3teil filtrierbar war.

[0037] Wahrend des erfindungsgemalen Verlaufs fanden wir jedoch, dass Natriumchlorid zur Reduktion der
Toxizitat in der Zusammensetzung wesentlich ist. Wassrige Zusammensetzungen von Amphotericin B, die ver-
schiedene Natriumchlorid-Konzentrationen in einer Dosis von 80 mg/kg Kérpergewicht enthalten, wurden einer
aus 8 Mausen bestehenden Gruppe injiziert. Die wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B ohne jed-
wedes Natriumchlorid, wie in den nachstehenden Beispielen beschrieben, wurde hergestellt und getrennt inji-
ziert. Vor jeder Injektion wurde ein Volumen, das einer Dosis von 80 mg/kg Kérpergewicht entspricht, mit 5 ml
5%iger Dextrose zur Injektion auf 0,5 verdiinnt, um sie isotonisch zu machen. Die am Ende von 72 Stunden
beobachtete Mortalitat (%) ist in Tabelle 1 ersichtlich.

Tabelle 1

Natriumchlorid-Konzentration in Herstellung Mortalitiit (%) in
der wiissrigen Zusammensetzung -~ - nach Beispiel: M iusen bei einer Dosis
von Amphotericin B von 80 mg/kg

0,9 % (w/v) I 0

0,7 % (w/v) v 0

0,4 % (w/v) A% 0

0,1 % (w/v) VI 50 %

0 X1 87,5 %

[0038] Aus Tabelle 1 geht deutlich hervor, dass zur Reduktion der Toxizitat eine Mindestkonzentration von
0,1% Natriumchlorid wesentlich ist. Deshalb wurde wahrend der Hydratation des Phospholipidfilms die wass-
rige Phase ohne jegliches Natriumchlorid verwendet, um die Homogenisierung glatt und die Filtration durch ein
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Glasfaserfilter von 2 p leicht zu machen. Natriumchlorid wurde nach dem Homogenisierungsverfahren als eine
Lésung zugefligt. Das Zufligen von Natriumchlorid zur erfindungsgemafen Zusammensetzung ist zur Reduk-
tion der Toxizitat von Amphotericin B wesentlich. Trotzdem ist mit dem Zufiigen von 0,1% (w/v) Natriumchlorid
(die LD, betrug 80 mg/kg) diese LD, sehr viel hoher als die der konventionellen Amphotericin B-Préparatio-
nen, die Natriumdesoxycholat enthalten, von dem berichtet wird, dass es bei ca. 4 mg/kg vorliegt.

[0039] Nach vielen weiteren Experimenten fanden wir, dass die Reduktion der durchschnittlichen Partikelgro-
Re von Amphotericin B auf weniger als 10 Mikron durch Mikronisieren bei der Begegnung des Aggregations-
problems wahrend der Homogenisierung half. Die PartikelgréRenanalyse von Amphotericin B vor und nach der
Mikronisierung wurde mit dem Sympatic HELOS Particle Size Analyser durchgeflhrt.

[0040] Die Mikronisierung von Amphotericin B half auch bei der Begegnung des Filtrationsproblems, das mit
dem Vorliegen von Natriumchlorid in der homogenisierten wassrigen Suspension, enthaltend nicht mikronisier-
tes Amphotericin B und Phospholipid, einhergeht.

[0041] Filtration des unter Verwendung von mikronisiertem Amphotericin B hergestellten homogenisierten
Grolteils ist leicht, und uUblicherweise verwendete Filter kdnnen verwendet werden; im Verfahren im Stand der
Technik, wie zum Beispiel in US-Patent 5616334 (1997), wird das Filtrieren von HDLC Uber einen umstandli-
chen Weg oder direkt durch ein Membranfilter, wie zum Beispiel ein Polycarbonatfilter, durchgefihrt.

[0042] In einer erfindungsgemalen Ausfihrungsform konnten wir folglich dem Problem mit der Aggregation
und Filtration unter Verwendung von nicht mikronisiertem Amphotericin B durch Vermeidung des Zufiigens von
Natriumchlorid zur wassrigen Phase begegnen. Wir fanden jedoch, dass das Zufligen von Natriumchlorid in
mindestens einer Mindestkonzentration von 0,1% (w/v) zur Reduktion der Toxizitat der wassrigen Zusammen-
setzung von Amphotericin B wesentlich ist. Wir I6sten das Aggregations- und Filtrationsproblem mit dem darin
vorliegenden Natriumchlorid dadurch, dass wir das Zufligen von Natriumchlorid bis zum Homogenisierungs-
schritt verschoben.

[0043] Demgemal istin der ersten erfindungsgemaflen Ausfiihrungsform im Verfahren zur Herstellung einer
sterilen wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin B von geringer Toxizitat, enthaltend mindestens 0,1%
(w/v) Natriumchlorid, die zum Dispergieren von nicht mikronisiertem Amphotericin B verwendete wassrige
Phase Wasser oder Phosphatpuffer, das/der kein Natriumchlorid enthalt. Natriumchlorid wird kurz nach der Ho-
mogenisierung der wassrigen Suspension, enthaltend nicht mikronisiertes Amphotericin B und die Phospholi-
pide, zugeflgt.

[0044] In der zweiten erfindungsgemafen Ausfihrungsform wurde das Aggregations- und Filtrationsproblem
der Suspension des Phospholipids und der wassrigen Phase, enthaltend Amphotericin B, unter Verwendung
von mikronisiertem Amphotericin B geldst.

[0045] In Kombination der beiden Ausfiihrungsformen, wenn das verwendete Amphotericin B mikronisiert und
in einer wassrigen Phase, die kein Natriumchlorid enthalt, suspendiert ist, wird Natriumchlorid der wassrigen
Phase vor, wahrend oder nach dem Homogenisierungsschritt zugefiigt.

Beispiele
[0046] Die Erfindung wird nun durch Beispiele erlautert. Die Beispiele sind lediglich Erlauterungen und

schranken in keiner Weise den erfindungsgemafen Umfang ein. Wie nachstehend in Tabelle 2 beschrieben
wird, gibt es 4 Gruppen von Beispielen.
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Tabelle 2
Gruppe Beispiel Amphotericin B Zum Dispergieren von Zugabe von Erfindungs-
Nr. Amphotericin B Salz gemiifle
verwendete wiissrige Ausfiihrungsform
Phase
A I-11 Nicht mikronisiert Enthilt kein Salz Nach dem Erste
Homogeni-
sierungsschritt
B III-VI ) Mikronisiert EnthdltSalz ~ = e Zweite
VIII - IX)
VII* Mikronisiert EnthdltSalz = e Zweite
C X -XII Mikronisiert Enthilt kein Salz Wihrend/nach  Erste und zweite
dem Homogeni-
sierungsschritt
D X1 Mikronisiert i
- — Enthilt kein Salz =~ —e- Nicht erfindungs-
XIv Nicht mikronisiert gemal

‘Das zum Auflésen der Phospholipide verwendete Losungsmittel ist nur Ethanol.

[0047] Alle in diesen Beispielen verwendeten Rohmaterialien waren von parenteralem Gltegrad. Bei den ver-
wendeten Geraten handelte es sich um die Ublichen. Die gesamte Verarbeitung wurde in einem Bereich mit
zur Herstellung steriler Produkte erforderlicher kontrollierter Umgebung durchgefiihrt.

[0048] In diesen Beispielen verwendetes Amphotericin B war von parenteralem Gutegrad und wurde von Al-
pharma in Compliance mit den USP-Spezifikationen bezogen. Wann immer in diesen Beispielen verwendet,
wurde mikronisiertes Amphotericin B durch Mikronisierung von Amphotericin B unter Verwendung einer Luft-
strommiihle auf eine PartikelgréRe von weniger als 10 Mikron hergestellt.

[0049] Die in den Beispielen verwendeten Phospholipide, DMPC und DMPG, waren von parenteralem Giite-
grad und wurden von Avanti Polar Lipids bezogen.

[0050] Das in den Beispielen verwendete Phospholipid, Eiphosphatidylcholin, war von parenteralem Giite-
grad und wurde von Lipoids bezogen.

[0051] In den Beispielen verwendete organische Losungsmittel waren p. a. (pro analysi). d. h. von analysen-
reinem Gitegrad.

[0052] In den Beispielen verwendeter Phosphatpuffer wurde nach der Indischen Pharmakopde hergestelit.
[0053] Die im Beispiel verwendete phosphatgepufferte Kochsalzlésung von pH 7,4 wurde durch Auflésen von
1,19 g Dinatriumhydrogenorthophosphat, 0,095 g Kaliumdihydrogenorthophosphat und 4 g Natriumchlorid in
400 ml Wasser hergestellt. Zum Aufflillen des Volumens auf 500 ml wurde Wasser zugefligt.

GRUPPE A: Beispiele | und Il

[0054] Die in diesen Beispielen verwendeten Bestandteile sind in Tabelle 3 ersichtlich:
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Tabelle 3
Beispiel I Beispiel I1
a) Amphotericin B 1,00 g 1,00 g
b) DMPC 0,68 g 0,68 g
c) DMPG 0,30 g 0,30 g
d) Ethanol* 200 ml 200 ml
€) Chloroform* 10 ml 10 mi
f) pH - bei der Dispersion 6,95%* 7,2
vor der Homogenisierung 6,80%* 7,2
g)  Natriumchlorid 1,80 g 1,80 g
h) Wasser q.s. auf 200 ml -
i) Phosphatpuffer pH 7,2 q.s. auf -- 200 ml
;Bleibt nicht im Endprodukt zurtick

Einstellung mit 0,1 n Natriumhydroxid-Losung

Verfahren

[0055] In Beispiel | wurde Amphotericin B in 150 ml Wasser unter Rihren und Durchperlen mit Stickstoff sus-
pendiert. Der pH wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Lésung auf ca. 6,95 eingestellt.

[0056] In Beispiel Il wurde Amphotericin B in 150 ml Phosphatpuffer (pH 7,2) unter Rihren und Durchperlen
mit Stickstoff suspendiert.

[0057] Die Phospholipide, DMPC und DMPG, wurden in Chloroform in einem Rotationskolben aufgelost.
Nach der vollstandigen Auflosung der Phospholipide wurde Ethanol zugefiigt und unter Rotation des Kolbens
bei maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff mischen lassen. Diese alkoholische Lésung wurde
unter reduziertem Druck bis zur vollkommenen Trockenheit rotationsverdampft. Nach vollstandiger Entfernung
der Lésungsmittel wurde 30 Minuten lang Stickstoff durchgesplilt.

[0058] Der Trockenlipidfilm wurde im Rotationskolben mit der wassrigen Suspension von Amphotericin B, die
wie vorstehend hergestellt wurde, wobei der Kolben unter kontinuierlicher Rotation unter kontinuierlichem Flus-
hing mit Stickstoff gehalten wurde, hydratisiert. Der pH der in Beispiel | erhaltenen Amphotericin B-Lipidsus-
pension wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Losung auf ca. 6,80 eingestellt. Der Inhalt des Kolbens wurde 1 hin
einem Bad-Beschallungsgerat beschallt. Das Volumen wurde mit Wasser in Beispiel | und mit Phosphatpuffer
(pH 7,2) in Beispiel Il auf 180 ml aufgefillt.

[0059] Die Amphotericin B-Lipidsuspension wurde dann unter Verwendung eines APV-Hochdruckhomogeni-
sators homogenisiert, bis das homogenisierte Produkt durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtrierbar war.

[0060] Natriumchlorid wurde in Wasser aufgelost und in Beispiel | mit Wasser auf 20 ml verdiinnt. Natrium-
chlorid wurde in Beispiel Il aufgeldst in und mit Phosphatpuffer (pH 7,2) auf 20 ml verdiinnt. Diese Natriumchlo-
rid-Lésung wurde der homogenisierten Amphotericin B-Lipidsuspension unter Rihren bei niedriger Geschwin-
digkeit und Flushing mit Stickstoff zugefligt. Dieses Produkt wurde an den Homogenisator zuriick transferiert
und 5 Minuten ohne Druckbeaufschlagung rezirkuliert. Dann wurde es durch ein Glasfaserfilter von 2 y filtriert
und unter Stickstoff in Glasbehaltnisse gefiillt, fest verschlossen und 40 min bei 110°C autoklaviert. In Beispiel
Il wird das Autoklavieren 40 min bei 110°C mit einem Schnellerhitzungs- und Schnellabkiihlungszyklus durch-
geflhrt.
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GRUPPE B

1) Beispiele Il bis VI

[0061] Die in diesen Beispielen verwendeten Bestandteile sind in Tabelle 4 ersichtlich, wobei bei dem nach-
stehenden Verfahren die zugefligte Natriumchloridmenge von 1,8 g auf 0,2 g geandert wurde.

Tabelle 4
Beispiele
m Iv A\ VI
a) Amphotericin B (mikronisiert) lg lg lg lg
b) DMPC 0,68 g 0,68 g 0,68 g 0,68 g
c) DMPG 0,30 g 0,30g 0,30¢g 0,30 g
d) Natriumchlorid 1,80g - 1,40 g 0,80 g 0,20 g
e) Ethanol* 200 ml 200 ml 200 ml 200 ml
f)  Chloroform* 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
g) pH - beiDispersion 7,20 ** 7,15%* 7,05%* 7,20%*
vor der Homogenisierung 7,00** 7,10%* 7,15%* 7,00%*
h) Wasser q.s. auf 200 ml 200 mi 200 ml 200 ml
"Bleibt nicht im Endprodukt zuriick.
“Einstellung mit 0,1 n Natriumhydroxid-Lésung
Verfahren

[0062] Die Phospholipide, DMPC und DMPG, wurden in Chloroform in einem Rotationskolben aufgeldst.
Nach vollstandiger Auflésung der Phospholipide wurde Ethanol zugefugt und unter Rotation des Kolbens bei
maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff mischen lassen. Diese alkoholische Losung wurde unter
reduziertem Druck bis zur vollkommenen Trockenheit rotationsverdampft. Nach vollstadndiger Entfernung der
Lésungsmittel wurde 30 min lang Stickstoff durchgespuilt.

[0063] Natriumchlorid wurde in 175 ml Wasser aufgeldst. Stickstoff wurde 15 min in diese Losung geperlt. Mi-
kronisiertes Amphotericin B wurde dann in der Natriumchlorid-Lésung unter Rihren und unter Durchperlen von
Stickstoff suspendiert. Der pH wurde durch Zufligen von 0,1 n Natriumhydroxid auf die wie in Tabelle 4 fiir jedes
Beispiel gezeigten Werte eingestellt.

[0064] Der Trockenlipidfilm wurde im Rotationskolben mit wie vorstehend hergestellter wassriger Suspension
von Amphotericin B hydratisiert, wobei der Kolben unter kontinuierlicher Rotation mit kontinuierlichem Flushing
mit Stickstoff gehalten wurde.

[0065] Der pH dieses erhaltenen Amphotericin B-Lipid-Komplexes wurde wie in Tabelle 4 ersichtlich einge-
stellt. Der Kolbeninhalt wurde 1 h in einem Bad-Beschallungsgerat beschallt.

[0066] Das Volumen wurde mit Wasser auf 200 ml aufgefullt.

[0067] Die Amphotericin B-Lipidsuspension wurde dann unter Verwendung eines Hochdruckhomogenisators
homogenisiert, bis das Produkt durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtrierbar war.

[0068] Die homogenisierte Amphotericin B-Lipidsuspension wurde durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtriert
und unter Stickstoff in Glasbehaltnisse gefiillt, fest verschlossen und 40 min bei 110°C mit einem Schnellerhit-
zungs- und Schnellkiihlungszyklus autoklaviert.

[0069] Toxizitatsstudien an Mausen mit dem Produkt von Beispielen lll, IV und V bei einer Dosis von 80 mg/kg
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Korpergewicht lieR® keine Mortalitat erkennen, wahrend die von Beispiel VI eine 50%ige Mortalitat zeigte.
Gruppe B (Fortsetzung)
2) Beispiele VIl bis IX

[0070] Die in diesen Beispielen verwendeten Bestandteile sind in Tabelle 5 mit dem nachstehend angegebe-
nen Verfahren ersichtlich.

Tabelle 5
Beispiele
v vl IX
a) Amphotericin B (mikronisiert) lg lg lg
b) DMPC 0,68 g -- 0,68 g
c) DMPG 0,30¢g -- 0,30 g
d) Eiphosphatidylcholin -- 090 ¢g --
e) Natriumchlorid 1,80 g 1,80 g *okok
f)  Ethanol* 300 ml 200 ml 200 ml
g) Chloroform* -- 15 ml 10 ml
h) pH - beiDispersion 7,15%* 7,15%* 7,40
vor der Homogenisierung 7,05%* 6,95** 7,40
i)  Wasser q.s. auf 200 ml 200 ml --
j)  Phosphatgepufferte Kochsalzlosung q.s. auf - -- 200 ml
;Bleibt nicht im Endprodukt zurlck.
**!Einstellung mit 0,1 n Natriumhydroxid-L6sung
ca. 2 g werden von PBS beigetragen.
Verfahren

[0071] In Beispiel VII wurden die Phospholipide, DMPC und DMPG, in Ethanol in einem Rotationskolben
durch Rotation des Kolbens bei maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff aufgeldst.

[0072] In Beispiel VIl wurde Phospholipid, Eiphosphatidylcholin, in Chloroform in einem Rotationskolben auf-
gel6st, und in Beispiel IX wurden die Phospholipide, DMPC und DMPG, in Chloroform in einem Rotationskol-
ben aufgeldst. Nach der vollstandigen Aufldsung der Phospholipide in Chloroform wurde Ethanol zugefiigt und
durch Rotation des Kolbens bei maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff mischen lassen.

[0073] Indiesen Beispielen wurden die so erhaltenen Phospholipid-Lésungen unter reduziertem Druck bis zur
vollstandigen Trockenheit rotationsverdampft. Nach der vollstandigen Entfernung des Ldsungsmittels wurde
30 min lang Stickstoff durchgespuilt.

[0074] In den Beispielen VII und VIII wurde Natriumchlorid in 175 ml Wasser aufgeldst. Diese Lésung wurde
15 min mit Stickstoff durchperlt. Dann wurde mikronisiertes Amphotericin B in der Natriumchlorid-Lésung unter
Ruhren und unter Durchperlen von Stickstoff mikronisiert, der pH wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Losung auf
ca. 7,15 eingestellt.

[0075] In Beispiel IX wurde mikronisiertes Amphotericin B in 175 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (pH
7,4; PBS) unter Riihren suspendiert. Stickstoff wurde flir die Dauer von 15 Minuten durchgeperlt. PBS tragt zu
ca. 2 g Natriumchlorid bei.

[0076] Der Trockenlipidfilm wurde im Rotationskolben mit wassriger Suspension von wie vorstehend herge-
stelltem mikronisiertem Amphotericin B hydratisiert, wobei der Kolben unter kontinuierlicher Rotation mit kon-
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tinuierlichem Flushing mit Stickstoff gehalten wurde. Der pH dieser erhaltenen Amphotericin B-Lipidsuspensi-
on wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-L6sung in Beispiel VIl auf 7,05 und in Beispiel VIII auf 6,95 eingestellt.

[0077] Das Volumen wurde in Beispiel VII und VIII mit Wasser auf 200 ml aufgefullt.

[0078] Das Volumen wurde in Beispiel IX mit phosphatgepufferter Kochsalz-Ldsung (pH 7,4) auf 200 ml auf-
gefllt.

[0079] Die Amphotericin B-Lipidsuspension wurde dann unter Verwendung eines APV-Hochdruckhomogeni-
sators homogenisiert, bis das homogenisierte Produkt durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtrierbar war.

[0080] Die homogenisierte Amphotericin B-Lipidsuspension wurde durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtriert
und unter Stickstoff in Glasbehaltnisse gefilllt, fest verschlossen und 20 min bei 121°C in Beispiel IX und 40
min bei 110°C in Beispielen VII und VIII autoklaviert.

[0081] Die in Beispiel VIl erhaltene sterile wassrige Zusammensetzung aus Amphotericin B wurde Toxizitat-
studien an Mausen und Stabilitdtsstudien unterzogen. Die Ergebnisse der Toxizitatsstudie sind in Tabelle 6 und
die von der Stabilitatsstudie in Tabelle 7 ersichtlich.

Analyse der PartikelgroRe
[0082] Die in Beispiel VIl erhaltene Partikelgrofie der wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin B wur-
de am Modell 770 AccuSizer von Particle Sizing Systems, Inc., USA, bewertet. Es wurde ermittelt, dass die
GrolRe von 95% der Partikel unter 1,63 p und die Grofe von 90% der Partikel unter 1,28 p lag.
Toxizitatsstudie an Mausen
[0083] Die Toxizitatsstudie mit der in Beispiel VIl erhaltenen wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin

B wurde an Mausen zusammen mit einem konventionellen Amphotericin B-Produkt, enthaltend Natriumdeso-
xycholat untersucht. Die angestellten Beobachtungen gehen aus Folgendem hervor:

Tabelle 6
Akute Toxizitatsstudie an Mausen

LDs, (intravends)
Amphotericin B, konventionelles Produkt

Amphotericin B, wéssrige Zusammensetzung von
Beispiel VII - >80 mg/kg Korpergewicht

3,5 mg/kg Korpergewicht

[0084] Die LD, der in diesem Labor hergestellten wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin B nach
einer Einzelinjektion betrug bei Mausen > 80 mg/kg. Dies war mehr als 20mal hoéher als die LD4, nach einer
Einzelinjektion des konventionellen Amphotericin B-Produkts, enthaltend Natriumdesoxycholat.
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Tabelle 7
Stabilitatsdaten fir die wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B von Beispiel VII bei der empfohlenen
Lagertemperatur von 2°C-8°C

PERIODE AUSSEHEN AMPHOTERICIN B-
GEHALT
Initial - Gelbfarbige Suspension, die sich bei 100,6 %

Stehenlassen absetzt und sich bei leichtem
Schiitteln gleichmaBig dispergiert

6 Monate Gelbfarbige Suspension, die sich bei 100,3 %
Stehenlassen absetzt und sich bei leichtem
Schiitteln gleichmiBig dispergiert

1 Jahr Gelbfarbige Suspension, die sich bei 99,8 %
Stehenlassen absetzt und sich bei leichtem
Schiitteln gleichméBig dispergiert

18 Monate  Gelbfarbige Suspension, die sich bei 98,3 %
Stehenlassen absetzt und sich bei leichtem
Schiitteln gleichmiBig dispergiert

2 Jahre Gelbfarbige Suspension, die sich bei 96,5 %
Stehenlassen absetzt und sich bei leichtem
Schiitteln gleichmaBig dispergiert

[0085] Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass die parenterale wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B,
die — wenn sie durch das erfindungsgemalRe verbesserte Verfahren hergestellt wird — selbst keine Spur von
DMSO oder chloriertem Kohlenwasserstoff aufweist, dort wo diese Lésungsmittel Uberhaupt nicht verwendet
werden, den allgemeinen Anforderungen an ein vermarktbares injizierbares Suspensionsprodukt entspricht.
Die anhand des Verfahrens von Beispiel VIl hergestellte neue wassrige Zusammensetzung ist vollkommen frei
von schadlichen Lésungsmitteln, wie zum Beispiel DMSO und chlorierten Kohlenwasserstoffen.

GRUPPE C: Beispiele X bis XII

[0086] Die in diesen Beispielen verwendeten Bestandteile sind in Tabelle 8 mit dem nachstehend gegebenen
Verfahren ersichtlich
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Tabelle 8
Beispiele
X X1 X1
a) Amphotericin B (mikronisiert) lg lg lg
b) DMPC 0,68 g 0,68 g 0,68 ¢
c) DMPG 0,30 g 0,30 g 0,30 g
d) Natriumchlorid 1,80 g 1,80 g 1,80 g
e) Ethanol* 200 ml 200 ml 200 ml
f) Chloroform* 10 ml 10 ml 10 ml
g) pH - DbeiDispersion 7,15%* 7,30%* 7,2
vor Homogenisierung 6,90** 7,00%** 7,2
h) Wasser q.s. auf 200 ml 200 ml -
1)  Phosphatpuffer pH 7,2 q.s. auf -- -- 200 mt
"Bleibt nicht im Endprodukt zurick.
“Einstellung mit 0,1 n Natriumhydroxid-L6sung.
Verfahren

[0087] Die Phospholipide, DMPC und DMPG, wurden in Chloroform in einem Rotationskolben aufgelost.
Nach der vollstandigen Auflosung der Phospholipide wurde Ethanol zugefligt und unter Rotieren des Kolbens
bei maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff mischen lassen. Diese alkoholische Lésung wurde
unter reduziertem Druck bis zur vollkommenen Trockenheit rotationsverdampfen lassen. Nach der vollstandi-
gen Entfernung von Lésungsmitteln wurde 30 min lang Stickstoff durchgespllt. Mikronisiertes Amphotericin B
wurde in Beispielen X und Xl in 150 ml Wasser und in Beispiel XII in 150 ml Phosphatpuffer (pH 7,2) unter
Ruhren und unter Durchperlen mit Stickstoff suspendiert. Der pH wurde durch Zufligen von 0,1 n Natriumhyd-
roxid auf die Werte wie in Tabelle 8 fiir die Beispiele X und Xl ersichtlich eingestellt.

[0088] Der Trockenlipidfilm wurde im Rotationskolben mit wie vorstehend hergestellter mikronisierter Ampho-
tericin B-Suspension unter Verwendung des Rotationsverdampfers mit kontinuierlichem Flushing mit Stickstoff
hydratisiert. Der pH der erhaltenen Amphotericin B-Lipidsuspension wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Lésung
wie in Tabelle 8 gezeigt eingestellt. In Beispielen X und Xl wurde das Volumen mit Wasser auf 180 ml aufgefilllt,
wahrend das Volumen in Beispiel XII mit Phosphatpuffer (pH 7,2) auf 180 ml aufgefiillt wurde. In Beispiel X
wurde der Inhalt des Kolbens 1 Stunde in einem Bad-Beschallungsgerat beschallt.

[0089] In Beispielen X und Xll wurde die Amphotericin B-Lipidsuspension dann unter Verwendung eines
APV-Hochdruckhomogenisators homogenisiert, bis das homogenisierte Produkt durch ein Glasfaserfilter von
2 y filtrierbar war.

[0090] Natriumchlorid wurde in Wasser aufgeldst und auf 20 ml mit Wasser in Beispiel X verdinnt. Natrium-
chlorid wurde in Phosphatpuffer mit einem pH von 7,2 aufgeldst und in Beispiel XII mit Phosphatpuffer mit ei-
nem pH von 7,2 auf 20 ml verdiinnt. Diese Natriumchlorid-Losung wurde der homogenisierten Lipidsuspension
unter Rihren bei niedriger Geschwindigkeit und Flushing mit Stickstoff zugefiigt. Dieses Produkt wurde zurlick
an den Homogenisator transferiert und ohne Druckbeaufschlagung 5 Minuten rezirkuliert.

[0091] In Beispiel XI wurde die Amphotericin B-Lipidsuspension nach der Beschallung dreimal unter Druck
unter Verwendung eines APV-Hochdruckhomogenisators durch einen Homogenisator gegeben. Natriumchlo-
rid wurde in Wasser aufgel6st und mit Wasser auf 20 ml verdiinnt. Diese Natriumchlorid-Lésung wurde bei ge-
ringer Mischgeschwindigkeit der am Ende von 3 Durchlaufen erhaltenen Amphotericin B-Lipidsuspension zu-
gefligt. Dieses Produkt wurde zurlick an den Homogenisator transferiert und ohne Druckbeaufschlagung 5 Mi-
nuten rezirkuliert. Dies wurde wieder unter Druck homogenisiert, bis das Produkt durch ein Glasfaserfilter von
2 y filtrierbar war.
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[0092] Das Produkt wurde dann durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtriert. Das filtrierte Produkt wurde unter
Stickstoff in Glasbehaltnisse gefllt, dicht verschlossen und 40 Minuten bei 110°C mit einem Schnellerhitzungs-
und Schnellkiihlungszyklus autoklaviert.

GRUPPE D: Beispiele Xl und XIV

[0093] Die in diesen Beispielen verwendeten Bestandteile sind in Tabelle 9 mit dem nachstehend angegebe-
nen Verfahren ersichtlich.

Tabelle 9
Beispiel XTI Beispiel XIV
a) Amphotericin B (mikronisiert) lg --
b) Amphotericin B (nicht mikronisiert) -- lg
c) DMPC 0,68 g 0,68 g
d) DMPG 0,30 g 0,30 g
e) Ethanol* 200 ml 200 ml
f) Chloroform* 10 ml 10 ml
g) Wasser q.s. auf 200 ml 200 ml
h) pH - beiDispersion 7,25%* 7,20%**
vor Homogenisierung 7,15%* 7,10%*
"Bleibt nicht im Endprodukt zuriick
“Einstellung mit 0,1 n Natriumhydroxid-Lésung
Verfahren

[0094] Die Phospholipide, DMPC und DMPG, wurden in Chloroform in einem Rotationskolben aufgeldst.
Nach der vollstandigen Auflésung der Phospholipide wurde Ethanol zugefiigt und unter Rotation des Kolbens
bei maRiger Geschwindigkeit unter Flushing mit Stickstoff mischen lassen. Diese alkoholische Lésung wurde
unter reduziertem Druck bis zur vollstdndigen Trockenheit rotationsverdampfen lassen. Nach der vollstandigen
Entfernung von Lésungsmitteln wurde 30 min lang Stickstoff durchgespililt.

[0095] In Beispiel Xlll wurde mikronisiertes Amphotericin B in Wasser unter Rihren und unter Durchperlen
von Stickstoff suspendiert. In Beispiel XIV wurde nicht mikronisiertes Amphotericin B unter Riihren und unter
Durchperlen mit Stickstoff in Wasser suspendiert. Der pH wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Losung wie in Ta-
belle 9 ersichtlich eingestellt.

[0096] Der Trockenlipidfilm wurde im Rotationskolben mit wie vorstehend hergestellter Amphotericin B-Sus-
pension unter Verwendung des Rotationsverdampfers mit kontinuierlichem Flushing mit Stickstoff hydratisiert.
Der pH wurde mit 0,1 n Natriumhydroxid-Losung wie in Tabelle 9 ersichtlich eingestellt. In Beispiel XIV wurde
der Inhalt des Kolbens 1 h beschallt. Das Volumen wurde mit Wasser auf 200 ml aufgefillt.

[0097] Die Amphotericin B-Lipidsuspension wurde dann unter Verwendung eines APV-Hochdruckhomogeni-
sators homogenisiert, bis das homogenisierte Produkt durch ein Glasfaserfilter von 2 p filtrierbar war.

[0098] Die homogenisierte Amphotericin B-Lipidsuspension wurde durch ein Glasfaserfilter von 2 y filtriert.
Das filtrierte Produkt wurde unter Stickstoff in Glasbehaltnisse geflillt, fest verschlossen und autoklaviert. Das
Autoklavieren wurde 20 Minuten bei 121°C durchgeflihrt.

Toxizitatsstudie an Mausen
[0099] Die Toxizitat der in Beispielen Xlll und XIV erhaltenen wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin
B (ohne Natriumchlorid) wurde an M&usen zusammen mit der wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin

B, enthaltend Natriumchlorid wie nach Beispiel lll, untersucht. Im Folgenden sind die angestellten Beobach-
tungen ersichtlich:
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Tabelle 10
Akute Toxizitatsstudie an Mausen

LDs (intravends)

Amphotericin B, wissrige Zusammensetzung (mit
Natriumchlorid) wie nach Beispiel III - >80 mg/kg Korpergewicht

Amphotericin B, wissrige Zusammensetzung (ohne
Natriumchlorid) nach Beispielen XII und XIV - 40 mg/kg Koérpergewicht

[0100] Die LD,, der wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin B, die nach den Beispielen Xl und XIV
ohne Natriumchlorid hergestellt wurde, betrug nach einer Einzelinjektion bei Mausen 40 mg/kg Kérpergewicht
im Vergleich zu > 80 mg/kg mit der wassrigen Zusammensetzung von Amphotericin B, die mit Natriumchlorid
nach Beispiel lll hergestellt wurde. Damit konnte belegt werden, dass Natriumchlorid zur Bildung der wassrigen
Zusammensetzung von Amphotericin B von geringer Toxizitat erforderlich ist.

ERFINDUNGSGEMASSE VORTEILE

[0101] Die erfindungsgemafien Vorteile sind nachstehend angegeben:
i) Die wassrige Zusammensetzung von Amphotericin B wurde erfindungsgemaf ohne die Verwendung von
DMSO hergestellt, von dem berichtet wurde, dass es hepatotoxisch ist.
ii) Aufgrund der geringen Loslichkeit von Amphotericin B in parenteral vertraglichen organischen Lésungs-
mitteln (0,1 mg/ml in Methanol) ist ein groRes Volumen an organischem Lésungsmittel erforderlich, wodurch
das Verfahren langwieriger, zeitaufwendiger und kommerziell nicht durchfiihrbar wird. Fir das erfindungs-
gemale Verfahren ist das Aufldésen von Amphotericin B in irgendeinem organischen Lésungsmittel nicht
erforderlich.
iii) Das Verfahren im Stand der Technik erfordert ein Spezialverfahren zur Filtration wie die Tangentialfluss-
filtration oder Extrusion. Im erfindungsgemafen Verfahren wird die konventionelle Filtration verwendet.
iv) Das anhand des erfindungsgemaRen Verfahrens hergestellte Produkt ist bei Sterilisation mittels Auto-
klavieren stabil, wodurch es folglich zum intravendsen Gebrauch geeignet ist.

[0102] Das erfindungsgemafRe Verfahren ist einfach und kostenwirksam und stellt gegeniiber dem Verfahren
im Stand der Technik eine Verbesserung dar. Das wichtigste Merkmal des erfindungsgemaRen Verfahrens ist
das erhaltene Produkt von grofdter Reinheit ohne das Risiko des Zuriickbleibens irgendwelcher Spuren schad-
licher Losungsmittel, weil in diesem Verfahren keinerlei dieser Lésungsmittel verwendet werden.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung einer parenteralen, Dimethylsulfoxid-freien wassrigen Zusammensetzung von
geringer Toxizitat, die Amphotericin B, Natriumchlorid und Phospholipide enthalt, umfassend die Schritte von:
(i) Aufldsen von einem oder mehr Phospholipid(en) in einem oder mehr parenteral vertraglichen organischen
Lésungsmittel(n) und dann Entfernen der Lésungsmittel durch Verdampfung unter reduziertem Druck zur Bil-
dung eines Trockenfilms aus den einzelnen oder gemischten Phospholipiden;

(i) Suspendieren von Amphotericin B in einer parenteral vertraglichen wassrigen Phase, die kein Natriumchlo-
rid enthalt, oder Suspendieren von mikronisiertem Amphotericin B in einer parenteral vertraglichen wassrigen
Phase, die Natriumchlorid enthalten kann;

(iii) Zufigen der wassrigen Phase, enthaltend am Ende von Schritt (ii) gebildetes suspendiertes Amphotericin
B zu genanntem Film aus Phospholipiden, der am Ende von Schritt (i) erhalten wurde und Mischen der beiden
zum Erhalt einer Suspension von genanntem Amphotericin B zusammen mit genannten Phospholipiden in ge-
nannter wassriger Phase;

(iv) Einstellen des pH der am Ende von Schritt (iii) erhaltenen genannten Suspension auf 6,0-8,0 und dann ihr
Homogenisieren, bis sie durch ein Glasfaserfilter von 2 y flitrierbar ist; und

(v) Zufigen von ausreichender Natriumchloridlésung in Wasser am Ende von Schritt (iv), damit der Natrium-
chloridgehalt des Endproduktes mindestens 0,1% (w/v) betragt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiter umfassend:
(vi) Filtrieren der am Ende von Schritt (v) erhaltenen genannten homogenisierten Suspension durch ein Glas-
faserfilter von 2 p und Fullen des Filtrats in Glasflaschchen unter einer Stickstoffdecke, festes Verschlielen der
Flaschchen und Sterilisieren der fest verschlossenen Flaschchen mittels Autoklavieren zum Erhalt des End-
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produktes, das zur parenteralen Verabreichung geeignet ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die Phospholipide aus Eiphosphatidylcholin (EPC) oder einem
Gemisch aus Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) und dem Natriumsalz des Dimyristoylphosphatidylglyce-
rols (DMPG) ausgewahlt sind.

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin das genannte organische Lésungsmittel
aus alkoholischen Lésungsmitteln, chlorierten Kohlenwasserstoffen und Gemischen davon ausgewahlt ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin genanntes organisches Lésungsmittel aus Methanol, Ethanol, Isop-
ropylalkohol, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff und Methylenchlorid ausgewahilt ist.

6. Verfahren nach Anspruch 4, worin genanntes organisches Lésungsmittel Ethanol ist.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, worin der Amphotericin B-Gehalt von ca. 0,1%
bis 1% (w/v) der Zusammensetzung betragt.

8. Verfahren nach Anspruch 7, worin der Amphotericin B-Gehalt 0,5% (w/v) der Zusammensetzung be-
tragt.

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin der Natriumchlorid-Gehalt zwischen 0,1%
bis 0,9% (w/v) der Zusammensetzung betragt.

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin der Natriumchloridgehalt zwischen 0,4% bis 0,9% (w/v) bezogen auf
die Zusammensetzung betragt.

11. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin der Gehalt an Phospholipiden von ca.
0,1% bis 1% (w/v) der Zusammensetzung betragt.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin der Gehalt an Phospholipiden 0,4% bis
0,6% (w/v) der Zusammensetzung betragt.

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin das Gewichtsverhaltnis von Amphotericin
B zu Phospholipiden von ca. 1 : 0,8 bis ca. 1 : 1,2 betragt.

14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin Phospholipide Dimyristoylphosphatidyl-
cholin (DMPC) und Dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG) in einem Gewichtsverhaltnis von DMPC : DMPG
von ca. 7 : 1 bis ca. 7 : 15 darstellen.

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin das Gewichtsverhaltnis von DMPC : DMPG 7 : 3 betragt.

16. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin nicht mikronisiertes Amphotericin B ver-
wendet wird und die in Schritt (ii) nach Anspruch 1 verwendete parenteral vertragliche wassrige Phase Wasser
oder Phosphatpuffer darstellt.

17. Verfahren nach einem der Anspruiche 1 bis 15, worin mikronisiertes Amphotericin B verwendet wird und
die in Schritt (ii) nach Anspruch 1 verwendete parenteral vertragliche wassrige Phase Wasser, Phosphatpuffer,
Kochsalzldsung oder phosphatgepufferte Kochsalzlésung darstellt.

18. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin der pH der zur Suspension von Ampho-
tericin B in Schritt (ii) verwendeten genannten wassrigen Phase auf 6,0-8,0 eingestellt ist.

19. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Sterilisation der homogenisierten filtrier-
ten Suspension mittels konventionellen Autoklavierens durchgeflhrt wird.

20. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die Sterilisationstemperatur 110°C be-
tragt.

21. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 18 und 20, worin die Sterilisation mittels eines Spezialau-
toklavierverfahrens durchgefiihrt wird, worin die Erhitzungs- und Abkiihlungszeit mittels eines Schnellerhit-
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zungs- und Schnellabkuhlungszyklus reduziert wird.

22. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 15 und 17 bis 21, worin das Amphotericin B mikronisiert
wird und Natriumchlorid in einem der Schritte (ii) bis (iv) zugefiigt wird, damit der Natriumchlorid-Gehalt des
Endproduktes mindestens 0,1% (w/v) betragt.

23. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin das Produkt der wassrigen Zusammen-
setzung vollkommen frei von jeglichem chlorierten Kohlenwasserstoff ist.

24. Parenterale, Dimethylsulfoxid-freie wassrige Zusammensetzung von geringer Toxizitat, enthaltend Am-
photericin B, Natriumchlorid und Phospholipide, die mittels eines Verfahrens nach einem der vorangehenden
Anspriche erhaltlich ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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