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Repinotanova souprava

Oblast techniky

Vynalez se tykd soupravy obsahujici farmaceutickou
kompozici obsahujici repinotan nebo fyziologicky
pfijatelnou sGl repinotanu a prostfedek pro stanoveni
koncentrace repinotanu nebo jeho metabolitd v télnich
tekutinach, JjakoZz 1 novych farmaceutickych kompozic
obsahujicich repinotan nebo fyziologicky p¥ijatelnou sul

repinotanu a zplsobu Jjejich vyroby.

Dosavadni stav techniky

Pro akutni lé&eni neurodegenerativnich onemocnéni, mezi
ktera patti zachvat mrtvice a poranéni lebky a mozku, ktera
u pacientd d&asto vedou k dlouhodobym neurologickym a
funkénim deficitim, a? dosud nebyl ve svété prijat jako
G&inny Zadny lécebny princip. Krom€ nasazeni thrombolytik
(naptiklad t-PA) v prvnich t¥ech hodinach po ischemickém
zachvatu mrtvice, popfipad& pouZiti nimodipinu u pacientd s
traumatickym subarachnoidalnim krvécenim jesté neexistujl
$4dné medikamentézni pristupy, které by v patologické

kaskadé poskytovaly dostaedny zéchranny mechanismus.

Patentovy dokument EP-A-0 352 613 popisuje pouziti 2-
—[4—({[(2R)—chroman—2—y1]methyl}amino)butyl]—l,2—benziso—

thiazol-3(2H)-on-1,1-dioxidu (generické jméno: repinotan) a
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repinotanovych soli pro 1lécdeni nemoci centrélni nervové

soustavy, zejména zachvatu mrtvice.

V patentovém dokumentu DE-A-195 43 476 Jje popsana
vhodnost repinotanu a jeho soli pro léceni mozko-lebecénich

poranéni.

Repinotan prokézal p¥i detnych klinickych studiich
velmi dobrou sné3enlivost zdravymi probandy a pacienty po
zéchvatu mrtvice nebo po mozkolebednim poranéni. Kromé toho
je ze ziskanych klinickych Gdajd patrné, Ze neufologické a
funk&ni deficity mohou byt zlepSeny (po 3, popfipade 6
mé&sicich, podle indikace). Zejména u pacientd s dosaZenymi
koncentracemi v krevni plazmé& v rozmezi od asi 5 do 20
mikrogramd na litr byl vysledek vyrazné lep3i neZ u

pacientll, kterym bylo podano placebo.

Podstata vynalezu

Obzvlastd dobrého vysledku 1lécdeni je moZné dosahnout
pouZzitim soupravy podle vynalezu, ktera zahrnuje
farmaceutickou kompozici obsahujici repinotan nebo
fyziologicky ptrijatelnou stl repinotanu a prostfedek pro
stanoveni koncentrace repinotanu nebo Jjeho metabolitd v

krevnich tekutinach.

PouZiti soupravy podle vynadlezu umoZniuje aplikovat
lé¢ivo, které obsahuje jako Gc¢innou latku repinotan ve
form& volné baze nebo ve formeé adiéni soli s kyselinou, a v
kratké dobé stanovit skutecdné koncentrace repinotanu nebo
jeho metabolittl v télnich tekutinadch lécdeného pacienta. V



disledku toho Jje moZné bez ztréty casu a pfi nepatrnych
nadrocich na persondl a zatizeni pfizplsobit davky podavané
u¢inné latky tak, aby bylo dosaZeno optimalni terapie.
Souprava podle vynalezu takto predstavuje vyrazny pokrok v
akutni terapii neurodegenerativnich onemocnéni, =zejména

zadchvatu mertvice a mozkolebeéniho poranéni.

Farmaceutické kompozice obsaZené v soupraveé podle
vyndlezu mohou byt napfiklad ve formeé tablet, draZzZé,
pilulek, granulatt, aerosoll, sirupl, emulzi, suspenzi,
roztokll nebo lyofilizatd, které mohou byt rekonstituovany
do formy roztoku. Tyto farmaceutické kompozice obsahuji
jako UG&innou latku repinotan nebo fyziologicky pfijatelnou
sl repinotanu. V této kompozici by méla byt uvedend Gcéinna

Q

latka obsaZena v koncentraci asi 0,05 aZz 95 % hmnotnosti,
vyhodné v koncentraci asi 0,5 aZ 90 % hmotnosti, vztaZeno
na celkovou hmotnost smési, tj. v mnoZstvich, ktera jsou
dostatecéné& k tomu, aby bylo dosaZeno uvedeného davkovaciho
rozmezi. Vedle Uc¢inné latky  obsahuji farmaceutické
kompozice Jje&té inertni, netoxické, farmaceuticky vhodné

pomocné latky.

Repinotan mad nasledujici strukturni vzorec:
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Fyziologicky p¥ijatelné soli repinotanu mohou byt
tvoreny solemi  repinotanu s minerdlnimi kyselinami,
karboxylovymi  kyselinami nebo sulfonovymi  kyselinami.
Vyhodné jsou soli repinotanu s kyselinou chlorovodikovou,

kyselinou bromovodikovou, kyselinou sirovou, kyselinou



fosforednou, kyselinou methansulfonovou, kyselinou ethan-
sulfonovou, kyselinou toluensulfonovou, kyselinou
benzensulfonovou, kyselinou naftalendisulfonovou, kyselinou
octovou, kyselinou propionovou, kyselinou mlécnou,
kyselinou vinnou, kyselinou citronovou, kyselinou
fumarovou, kyselinou maleinovou nebo kyselinou benzoovou.

Vyhodnou soli repinotanu je repinotan hydrochlorid.

Volba pomocnych léatek Jje zavislad na typu formulace.
Jako pomocné latky lze uvést napfriklad vodu, netoxicka
organickia rozpoudtédla, Jako parafiny (nap¥iklad ropné
frakce), rostlinné oleje (napriklad podzemnicovy
olej/sezamovy olej), alkoholy (nap¥iklad ethylalkohol,
glycerin), nosicové latky, Jjako napfiklad p¥irodni
horninové moudky (napfiklad kaoliny, hlinky, talek, k¥idy),
syntetické horninové hlinky (napt¥iklad vysoce disperzni
kyselina k¥emidita, k¥emiditany, cukry (naptriklad t¥tinovy,
mlédny a hroznovy cukr), emulga¢ni c¢inidla (napfiklad
estery polyoxyethylenu a mastnych kyselin, ethery
polyoxyethylenu a mastnych alkoholtd), dispergacni <cinidla
(naptiklad lignin, sulfitové louhy, methylceluldza, Skroby
a polyvinylpyrrolidon) a maziva (napriklad stearat

hotednaty, talek, kyselina stearova a siran sodny).

Vyhodné souprava podle vynalezu obsahuje Jjako
farmaceutickou kompozici infuzni roztok obsahujici tdinnou
latku nebo pevnou farmaceutickou kompozici, ze které miZe
byt ziskadn infuzni roztok pfidanim vody nebo isotonického
roztoku elektrolytu.

Obzvladté vyhodnou pevnou farmaceutickou formulaci Jje
lyofilizéat, ktery miZe byt prfidanim vody nebo isotonického
roztoku elektrolytu rekonstituovédn napfiklad na infuzni




roztok. V lyofilizatu mé& ucinnd latka zvySenou skladovaci
stabilitu, p¥idemZ z lyofilizé&tu miZe byt snadno a rychle
za sterilnich podminek ziskan roztok prosty pevnych c&astic,
ktery miZe byt p¥imo pouzit p¥i lécdeni nemocnych, napriklad
ve form& infuzniho roztoku. Kromé udinné 1latky vyhodné
lyofilizat obsahuje dal$i farmaceuticky vhodné pomocné

latky, zejména strukturotvorna c¢inidla.

Strukrotvornymi ¢inidly v ramci vynalezu Jjsou
aminokyseliny, Jjako naptriklad glycin, alanin nebo kyselina
asparagova, peptidy, Jjako Zelatina, kolagen nebo albumin,
monosacharidy, jako glukbéza nebo laktédza, disacharidy, jako
maltbéza, sachardza nebo trehalbdza, oligosacharidy, jako
cyklodextriny nebo maltodextriny, polysacharidy, Jjako
Skroby a derivaty sSkrobu nebo celuldza a derivaty celulbdzy,
polymerni strukturotvornd c¢inidla, jako polyvinylpyrrolidon
nebo polyethylenglykol, soli, 3jako <chlorid sodny nebo
uhliditan vépenaty, alkoholické cukry, jako mannit, sorbit
nebo xylit. Vyhodnymi strukturotvornymi <¢inidly Jsou
mannit, kuchynisk& sal, glycin, sachardéza, maltdza nebo
laktbéza. Obzvlasté vyhosnym strukturotvornym dinidlem Jje

mannit.

V ptripadé, Ze se 1lyofilizat rekonstituuje na infuzni
roztok, je takto ziskany roztok vyhodné isotonickym
roztokem. Toho miZe byt dosaZeno tim, Ze JjiZ lyofilizat
obsahuje dostate¢né mnoiZstvi elektrolytu, jakym  Jje
napriklad kuchyriskd stl, mannit nebo glukdéza, nebo tim, Ze
se k rekonstituci a =ztedéni roztoku pouZije isotonicky

roztok elektrolytu.




Isotonickymi roztoky elektrolytd jsou napriklad vodné
0,9% (hmotn.) roztoky kuchynské soli nebo 5% (hmotn.)
roztoky glukdzy.

Podil G&inné latky v infuznim roztoku by mé&l &init asi
0,1 mikrogramu/ml aZ 1 miligram/ml, vyhodné asi 0,5 aZ O°

mikrogrami/ml.

Vyroba repinotanu a soli repinotanu Je popsana Vv
patentovém dokumentu EP-A-0 352 613. Repinotan hydrochlorid
v tomto dokumentu odpovida p¥fikladu 92H.

Soli podle vynédlezu mohou byt kromé& toho ziskany tak,
Ye se repinotan ve formé volné baze uvede v reakci ve
vhodném rozpoustédle se stechiometrickym nebo
nadstechiometrickym mnoZstvim p¥islusné kyseliny  pfi
teplot& 0° C a%¥ teplot& varu rozpoudté&dla. Vhodnymi
rozpoudté&dly jsou nap¥iklad voda, alifatické alkoholy, Jjako
methanol, ethanol nebo 2-propanol, alifatické ethery s
otev¥enym ¥et&zcem nebo alifatické cyklické ethery, jako
diethylether, terc.butyl-methylether, dioxan,
tetrahydrofuran nebo alifatické ketony, jako 2-propanon,
2-butanon, JjakoZ i jejich smé&si. Uvedené soli se ziskaji
p¥imo z reak&éni smési, pripadné po castecném nebo Uplném
oddestilovani rozpoudtédla, ve formé& pevné latky; ziskané
soli mohou byt predist&ny rekrystalizaci nebo presréaZzenim,
napriklad za pouziti vySe wuvedenych rozpoustédel nebo

Jjejich smési.

Farmaceutické kompozice podle vynadlezu obsaZené v
soupravé mohou byt ziskany Jjako smé€si repinotanu a Jjeho
soli nebo jako smési rtznych soli repinotanu.




Repinotan nebo jeho fyziologicky p¥ijatelné soli mohou
byt prevedeny o sobé& znamym zpusobem na obvyklé formulace,
jakymi Jjsou nap¥iklad tablety, drazé, pilulky, granule,
aerosoly, sirupy, emulze, suspenze a roztoky, a to za
pouziti inertnich, netoxickych, farmaceuticky vhodnych
nosiéd nebo rozpoudt&del. Vyhodné jsou roztoky Gcinné latky
nebo pevné farmaceutické kompozice, které mohou Dbyt
pfevedeny do roztoku a kterymi jsou naptiklad lyofilizaty.
P¥itom bude terapeuticky G&innad latka vidy k dispozici v
koncentraci asi 0,05 aZ% 95 % hmotnosti, vyhodné asi 0,5 aZ
90 % hmotnosti, vzta¥eno na celkovou hmotnost smé€si, tj. v
mno¥stvi, které je dostatedné k tomu, aby bylo dosaZeno

uvedeného davkovaciho rozmezi.

Uvedené formulace budou napt¥iklad vyrobeny nastavenim
aéinnych 1latek rozpoudt&dly nebo/a nosic¢i, pfipadneé za
pouZiti emulga&nich d&inidel nebo/a dospergacnich cinidel,
p¥idem? nap¥iklad v pf¥ipadé pouziti vody jako fedidla mohou
byt pripadn& jako pomocnd solubilizacdni <cinidla pouzZita

organické rozpoustédla.

Krom& toho souprava podle vynadlezu obsahuje prostfedek
pro stanoveni koncentrace repinotanu nebo jeho metabolita v

télesnych tekutinach.

Ma%e byt vvhodné stanovit jako analyt namisto pouZité
G&inné 1latky metabolit repinotanu. Metabolity repinotanu

jsou popsané v literature.

T&lnimi tekutinami jsou v ramci vynalezu napfiklad moc,

krev a z krve ziskané frakce, jako sérum a plazma. Vyhodné




jsou krev a z krve ziskané frakce, obzvlasté vyhodné krevni

plazma.

Stanoveni koncentrace repinotanu se provadi v krvi nebo ve

frakcich ziskanych z krve, vyhodné v krevni plazme.

Jako prost¥edky pro stanoveni koncentrace repinotanu
jsou vhodné nap¥iklad chromatografické postupy, jakymi Jsou
kapalinovad nebo plynova chromatografie a k tomu pot¥ebna
za¥izeni, kterid mohou byt ptripadné spojena s hmotovym
spektrometrem (LC-MS nebo GS-MS). RovnéZz jsou k tomu vhodné
prost¥edky, které pracuji na bézi imunologickych metod,
jako naptriklad stanoveni ELISA (Enzyme linked Immunosorbent

Assays) . Prostt¥edky tohoto typu jsou zname.

Obzv1asté vyhodné Jjsou prostredky, které mohou byt
pouzity pf¥imo v mist&, kde probih& léceni (bedside- nebo
poin-of care-tests), protoZe v tomto pripadé miZe byt bez
&asového zpo?d&ni urdeno davkovani, které je prizpusobené k

dosaZeni optimélni terapie.

Vyhodn& se v soupravé podle vynélezu pouzijl prostrfedky
pro stanoveni koncentrace analytd popsané v patentovém
dokumentu WO-A-99/46591. Tato za¥izeni mohou byt vyrobena a
pouZita zpusobem rovnéZ popsanym v uvedeném dokumentu a
umoziiuji bez dasového zpoZdéni a p¥i malych narocich na
persondl a zatizeni prizplsobit pot¥febné davkovani ucinné

latky poZadavklm optimalni terapie.



Obzvlasté& vhodnd je souprava podle vynadlezu pro akutni
lé&eni neurodegenerativnich onemocnéni, zejména zachvatu

mrtvice nebo mozkolebedniho poranéni.

Podani kompozice podle vynadlezu se provadi obvyklym
zpUsobem, napfiklad oré&lné nebo parenteralné, =zejména
perlngvaln& nebo intravendézné. V pripadé pouZiti oralniho
podani mohou samoztrejmeé tablety vedle jmenovanych
nosidovych latek obsahovat také prisady, Jjakymi Jjsou citran
sodny, uhliditan vépenaty a hydrogenfosforednan vapenaty
spolednd s dal8imi rtznymi prisadami, Jjakymi Jsou Skroby,
nap¥iklad bramborovy &krob, Zelatina a podobné latky. Dale
zde mohou Dbyt pti tabletizaci soucdasné pouZita maziva,
jako naptriklad stearat hofecnaty, laurylsulfat sodny a
talek. V ptipadé vodnych suspenzi mohou byt k ucinnym
latkédm krom@& 7JjiZ vysSe uvedenych pomocnych 1latek pridany
také rtzné p¥isady zlepsujici chut’ nebo barviva. V pripade
parenterdlniho podéni mohou roztoky ucinné latky obsahovat

vhodné kapalné nosicové materialy.

Obecné se jako vvhodné p¥i intravendznim podéni ukazalo
podat za Uelem dosaZeni G&innych vysledkd G&innou léatku v
mno¥stvi od asi 0,01 pg/kg/h do 10 ug/kg/h (Ug nebo mg na
kilogram té&lesné hmotnosti za hodinu), vyhodné asi 0,05
ug/kg/h az 2 ug/kg/h.

P¥i or&lnim podéni <¢ini denni davka ucinné latky 0,001
az 0,2 mg/kg té&lesné hmotnosti, vyhodné 10 aZz 100 upg/kg
télesné hmotnosti.

Presto miZe byt nékdy Zadouci odchylit se od uvedenych
mnozstvi a sice v zéavislosti na télesné hmotnosti,
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poptripadé typu zpusobu podani, individualnim snéaseni
léciva, zpsobu jeho formulovani a dobé&, popripade
intervalu, ve kterém se podéni provadi. Tak miZe byt v
ndkterych p¥ipadech dostatedné vychazet z mnoZstvi, ktera
jsou mendi neZ vySe uveden&d nejniZsi mnoZstvi, =zatimco v
jinych ptripadech musi byt prekrodena vySe uvedena horni
hranice. V pFfipadé podani vétSich mnoZstvi lze doporudit
rozdélit takova mnoZstvi do né&€kolika dilcich mensich davek

podanych v prébéhu dne.

Aby byla u pacientil nastavena terapeuticky pt¥iznivéa
koncentrace repinotanu, podd se pacientim definovana
vychozi davka repinotanu a po uplynuti urdité predem urdené
doby se zkontroluje pomoci prost¥edkd podle vynélezu
koncentrace repinotanu a potom se pripadné davkovani upravi
na zakladé takto stanovené koncentrace repinotanu.

Pacienti se nap¥iklad podrobi infuzi roztokem, ktery
obsahuje repinotan hydrochlorid, ptricemZ se infuze provadi
takovou rychlosti, Ze pacienti p¥ijmou 1,25 mg repinotanu
za den. Po 8esti hodinadch se pomoci prost¥edkl podle
vynalezu stanovi, zda koncentrace repinotanu v plazme leZi
nad nebo pod asi 17 ug/l. V ptipadé, Ze koncentrace
repinotanu v krevni plazmé leZi pod wuvedenou hranicéni
koncentraci, provadi se dal3i infuze zvySenou rychlosti.
JestliZe naopak prestoupi koncentrace repinotanu v krevni
plazmé uvedenou hranic¢ni koncentraci sniZi se rychlost
difuze tak, aby poskytovala 0,5 mg repinotanu za den. 12
hodin od podatku infuze se koncentrace repinotanu v krevni
plazmé stanovi znovu, p¥icemZ se zachova infuzni rychlost v
pripadé, Ze koncentrace repinotanu v krevni plazmeé leZi pod
17 ung/l, a tato rychlost se naopak zvySe na 0,625,
popfipadé 0,25 mg repinotanu za den Vv ptipade, Ze

koncentrace repinotanu v krevni plazmé prekrodi uvedenou
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hrani&ni hodnotu asi 17 pg/l. Timto zpdsobem se u
maximdlniho podtu pacientl poda¥i udriZet koncentraci
repinotanu v krevni plazmé v priznivém terapeutickém

davkovém rozmezi, které se pohybuje od asi 5 do 20 pg/l.

V ramci daldiho p¥fedmétu vynalezu se vynalez tykd pevné
farmaceutické Kkompozice obsahujici repinotan nebo Jjeho
fyziologicky pf¥ijatelnou sul a fyziologicky prijatelnou

kyselinu.

S ptekvapenim se ukazuje, Ze ptidavek fyziologicky
p¥ijatelné kyseliny zvy3uje skladovaci stabilitu pevnych
farmaceutickych kompozic obsahujicich repinotan nebo jeho

fyziologicky p¥ijatelné soli.

Fyziologicky ptrijatelnymi solemi jsou v ramci vynalezu
napfiklad kyselina jablecné, kyselina asparagova, kyselina
askorbovéa, kyselina benzoova, kyselina jantarova, kyselina
pyrohroznova, kyselina citronova, kyselina fumarova,
kyselina glutamova, kyselina glykolovéa, kyselina hippurova,
kyselina maleinova, kyselina mléc¢na, kyselina sirova,
kyselina sorbova, kyselina vinnd nebo kyselina skoricova.
Vyhodnymi fyziologicky prijatelnymi kyselinami jsou
kyselina jabledna, kyselina pyrohroznova, kyselina
citronovéa, kyselina fumarova, kyselina maleinova, kyselina
mlécnd a kyselina vinna. Obzvlasté vyhodnymi fyziologicky
ptijatelnymi kyselinami jsou kyselina citronova a kyselina

vinné.

U&inku podle vynalezu se zejména dosdhne u pevnych
farmaceutickych kompozic, u kterych obsah 0¢inné latky,
t.j. repinotanu nebo Jjeho fyziologicky prijatelnych soli
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¢ini 0,01 aZ 15 % hmotnosti a obsah fyziologicky prijatelné
kyseliny &ini 0,5 aZ 15 % hmotnosti, vztaZeno na celkovou

hmotnost kompozice.

Obzv1l4sté& vyhodné Jjsou pfitom pevné farmaceutické
kompozice obsahujici repinotan hydrochlorid a kyselinu

citronovou nebo kyselinu vinnou.

Pevné farmaceutické kompozice mohou byt pZfipraveny

obvyklymi zpuisoby.

Daldi predmét vynédlezu se tyka lyofilizatd obsahujicich
repinotan nebo jeho fyziologicky prijatelné soli a
fyziologicky pZ¥fijatelnou kyselinu, p¥icdemZ Jjako G&innou
latku tento 1lyofilizé&t obsahuje repinotan hydrochlorid a
jako fyziologicky pf¥fijatelnou kyselinu tento lyofilizat
obsahuje kyselinu jablecénou, kyselinu  pyrohroznovou,
kyselinu citronovou, kyselinu fumarovou, kyselinu
maleinovou, kyselinu mlécénou a kyselinu vinnou, pticem?Z
obzvldsdté vyvhodnymi fyziologicky pfijatelnymi kyselinami
jsou v daném pripadé kyselina citronovad a kyselina vinna.
Dodateéné  mohou tyto lyofilizaty  vyhodné obsahovat
farmaceutické pomocné latky, Jjakymi Jsou napfiklad vyse

uvedend strukturotvorna cinidla.

P¥i pripravé 1lyofilizatu se napfiklad vyse uvedena
mnozstvi repinotanu nebo soli repinotanu, fyziologicky
prijatelné kyseliny a pfipadneé dalsSich farmaceutickych
pomocnych latek rozpusti ve vodé nebo/a dalSich vhodnych
rozpoustédlech, =ziskany roztok se sterilizuje, potom se
naplni do vhodnych  nadobek, ve kterych se potom
lyofilizuije.
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Vhodnymi rozpoudt&dly v ramci vynalezu Jsou napriklad

kyselina octové& nebo terc-butanol.

Uvedeny roztok miZe byt obvykle pfipraven pri teplotéach
5 az 35 °C, vyhodn& p¥i teplot& 20 aZz 25 °C. Sterilizace
roztoku v ramci vynalezu znamenéd prevedeni roztoku do
sterilniho stavu, nap¥iklad sterilizujici filtraci skrze
filter majici nejv&tsi &Sitku péra 0,2 ug a zhotoveny z
vhodnych materialy, mezi které napriklad patri

polyethersulfon nebo nylon 6.6.

Vhodnymi néadobkami pro lyofilizaci jsou naptfiklad
léhvi&ky z hutniho skla nebo trubkového skla. Plnici objem
roztoku se pohybuje mezi 0,2 ml a 20 ml, vyhodn€ mezi 0,5
ml a? 5 ml a obzvlasté vyhodné& mezi 0,7 ml a 3,0 ml.

Roztok se v néadobkach lyofilizuje. Za tim uGcelem se
néddobky s roztokem uloZi do pfedem vychlazenych nebo predem
nevychlazenych stojant a zmrazi. Nasledna lyofilizace se
provadi p¥i tlaku ve vakuové komote 0,005 a 0,18 kPa a
teploté -40 aZ 60 °C. Dale se lyofilizace provadi p¥i tlaku
ve vakuové komote 0,1 Pa aZ 0,18 kPa a teploté =20 aZz 70

e]

C.

Alternativnd miZe byt lyofilizadni proces proveden
zpisobem popsanym v mezindrodni p¥ihlasce PCT/EP00/07034.
Lyofilizaci se zisk& stabilni skladovatelny lyofilizat vyse

uvedené kompozice.

Kromée toho se vynalez tyka infuzniho roztoku

obsahujiciho repinotan nebo fyziologicky p¥ijatelnou sul
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repinotanu a jednu nebo vice kyselin zvolenych z mnoZiny
zahrnujici kyselinu JablecCnou, kyselinu pyrohroznovou,
kyselinu citronovou, kyselinu fumarovou, kyselinu
maleinovou, kyselinu mlédnou a kyselinu vinnou, vyhodné

kyselinu citronovou nebo kyselinu vinnou.

Infuzni roztoky podle vynélezu maji neocekavane vysokou

skladovaci stabilitu.

Tnfuznim roztokem je v ramci vynadlezu roztok, ktery
obsahuje Jjako rozpousté&dlo prevaine vodu a normalné& ma
osmolalitu v rozmezi 250 a% 500 mOsmol/kg, vyhodné 280 az
350 mOsmol/kg. Vyde uvedené osmolality muZe byt docileno
tim, %e slo?ku pevné farmaceutické kompozice jiZ tvofi
potfebné mnoZstvi nap¥iklad kuchynské soli, mannitu nebo
glukbézy a ¥e se potom tato pevna farmaceutické kompozice
rekostituuje vodou nebo/a ztedi wvodou, nebo tim, Ze se
pot¥ebné mno%stvi uvedenych latek pridaéd spolecné s
rekonstitudnim nebo z¥edovacim médiem. Koncentrace
repinotanu v uvedeném infuznim roztoku ¢ini obvykle 0,1 aZz
500 Mg repinotanu v ml roztoku, pficemZ tato koncentrace
vyhodn& &ini 0,5 aZz 5 pg/ml infuzniho roztoku. Uvedeny
roztok obsahuje takové mnoZstvi kyseliny, Ze Jeho hodnota
pH p¥i teplot& 20 °C &ini 3,5 aZz 5, vyhodn& asi 4.

Normaln& se d&je pridavek t&chto roztoku pri teploté

mistnosti.

V nasledujici &asti popisu bude vynadlez bliZe objasnén
pomoci konkrétnich p#ikladd jeho provedeni, pricemz tyto

priklady maji pouze ilustradni charakter a nikterak
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neomezuji rozsah vynadlezu, ktery Je jednoznadné vymezen

definici patentovych narokd a obsahem popisné casti.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Lyofilizat kompozice obsahujici repinotan hydrochlorid

Sm&s 55 mg repinotan hydrochloridu (odpovida 50 mg
repinotanu), 20 mg mannitu a 3,7 kyseliny citronové se
doplni vodou na objem 1000 ml. Ziskany roztok se
sterilizadng zfiltruje pres filtr s maximdlni 8Sirkou pord
0,2 pm zhotoveny z polyethersulfonu a naplni do lahvicdek z
trubkového skla. Ka¥da lahvicka obsahuje 1 ml roztoku.

Roztok se v uvedenych lahvidkach lyofilizuje. Za tim
G&elem se lahvidky s roztokem p#¥i teploté mistnosti uloZi
do stojanu lyofilizadniho za¥izeni a zmrazi pf¥i teplote -40
°c. Naslednd mrazovad sublimace se provadil pf¥i tlaku v
lyofilizad&ni komo¥e 0,02 kPa a teploté stojannového bloku 0
°c. Dal&i mrazovd sublimace se provadi p¥i tlaku v
lyofilizadni komo¥e 1 Pa a teploté& stojanoveho bloku 40 °c.
Takto provedenou lyofilizaci se ziska stabilni

skladovatelny lyofilizat.

Alternativné miZe byt lyofilizace provedena zpusobem,
ktery je popsan v mezindrodni p¥ihlégce PCT/EP00/07034.
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Analogicky jako v p¥ikladu 1 se za pouZiti potrebnych
mno¥stvi mannitolu, kyseliny citronové a vody pripravi
lyofilizaty s obsahem 0,26 g, 0,681 g, 1,36 g a 2,73 ¢
repinotan hydrochloridu, coZ odpovidd 0,25 g, 0,625 g, 1,25

g, resp. 2,5 g repinotanu.

Priklad 2

Infuzni roztok obsahujici repinotan hydrochlorid

7z lyofilizovaného produktu ziskaného v pf¥ikladu 1 se
pripravi infuzni roztok schopny okamZitého pouZiti tak, zZe
se uvedeny lyofilizat rekonstituuje pomoci 0,9% (hmotn.)
roztoku chloridu sodného, nadeZ se tento roztok zfedli na
celkovy objem 500 ml. Ziskany roztok schopny okamzitého
pouziti Jje chemicky stabilni p¥i skladovani po dobu 30
hodin p¥i teploté& mistnosti, coZ znamend, Ze tento roztok
po skladovani za uvedenych podminek obsahuje je3té alespon

90 % nerozloZeného repinotanu.

Priklad 3

Stanoveni repinotanu pomoci testu ELISA na mikrotiotracni

plotné

Tento test se provadi na bazi konkurec¢niho stanoveni
ELISA. Proteinovy konjugadt haptenu, ktery je analogicky s
repinotanem se v konstatnim mnoZstvi privede do reakce s
konstatnim mnozstvim monoklonalni nebo polyklonélni

protilatky fragmentu Fab nebo Fab2, ktery je specificky k
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chemické struktufe repinotanu, a konstantnim objemem vzorku
obsahujiciho repinotan. 2 pomeéru vazaného a volného
proteinového konjugatu miZe byt potom stanovena na zaklade
paralely s kalibradni k¥ivkou ziskanou p¥i stanoveni
znédmych koncentraci repinotanu koncentrace repinotanu ve

zkoumaném vzorku.

Kozi IgG byl chemicky navazan k dale uvedenému
repinotanovému analogu V molérnim poméru 1:7,5. Tento
konjugat byl inkubovén v 0,1 molarnim natriumkarbonatovém
pufru s pH=9,6 po dobu jedné hodiny pi¥i teploté& 37 °C na
mikrotitraéni plotn& (naptiklad na plotné Dynex Immulon
2HR). Potom byl blokovédn po dobu 30 minut pri teploté
mistnosti pomoci fyziologického roztoku, ktery byl pufrovan
fosfatem a obsahoval kasein (1%). konjugat byl potom
t¥ikrat promyt fosfatem pufrovanym fyziolockym roztokem s

obsahem tweenu (0,05 %).

Na takto pripravené plotné& byl nyni proveden konkurecni
test. Za tim u&elem bylo do kazdé Jamky mikrotitracni
plotny pfedloZeno 100 pl vzorku, ke kterému bylo pfidano
100 pl roztoku protilatky (mysi anti-repinotanova
protilatka, 10 ng/ml ve fosfatem pufrovaném fyziologickém
roztoku). Obsah jamek byl potom inkubovan pri teplote
mistnosti po dobu jedné hodiny. Po trojnasobném promyti
promyvacim pufrem (viz vySe) se do Jamek mikrotitradni
plotny v ramci dalsi reakce odpipetuje sekundéarni
protiladtka kopulovana s horseradisch-peroxidazou (1:1;
zymed kozi-anti-my8i IgG; zY¥edéno 1:1000). Tato se vaZe na
my3i protilatku specifickou pro repinotan, ktera je vazana
na repinotan-analogicky haptenovy konjugat MnoZstvi takto
vazané repinotan-specifické my$i protilatky je neprimo
amérné mnofstvi volného repinotanu ve vzorku. Po trojim

promyti se vymyje nadbyteény konjugat protilatka-enzym a po

e
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pfidani enzymového substratu (IMB) se zbyvajici vazané
mno¥stvi fotometricky stanovi kinetickym méfenim. Za
pou¥iti tohoto protokolu Jje moZné stanovit za pouziti
odpovidajicich kalibradénich kfivek koncentrace repinotanu v

rozmezi 1 a 100 ng/ml.

Priklad 4

Repinotanovy test Point-of-Care

Tento repinotanovy test Je urden k pouziti v oblasti
intenzivni péde a daldich oblastech nemocnic pro stanoveni
koncentraci repinotanu nad a pod definovanou hranicni
koncentraci 17 ng/ml v celé krvi, krevnim séru a v krevni
plazm&. Pritom se Jjednd o Jednordzovy test s vizalnim

odecditanim.

Popis zatrizeni

Test je provadé&n na bazi vyse popsaného konkurecniho
imunologického procesu pro stanoveni mensi molekuly. Jako
odecitaci mechanismus se namisto enzymatického
spektroskopického postupu pouzije odrazovy signél
koloidnich =zlatych ¢astic. VSechny potfebné komponenty
testu a mechanické manipulac¢ni slozky, které Jjsou potrebné
pro provadéni konvenéniho imunologického stanoveni, jsou
uloZeny v plastovém za¥izeni. Toto =zarizeni obsahuje
mechanismus pro oddéleni krevnich bunék od séra a
mechanismus pro pfesné odméfreni urditého mnoZstvi takto
oddéleného séra. Zasobnik pufru obsahuje pro reakci

potF¥ebnou kapalnou féazi, kteréd umoZnuje kapilarni pohyb
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uvnit¥ systému. Anti-repinotan-protilatka a hapten-kozi
IgG-Au-konjugat se lyofilizuji v reakéni komirce plastového
zatizeni. Sm&Zovaci komora na konci kapilary, jakoz 1
imunochromatograficky testovaci prouzek dopliiuji systém. Na
testovacim prouZku jsou naneseny stacionarni reakcni zoény:

osli-anti-my3i protilatka a kréalic¢i-anti-kozi protilatka.

P¥i nep¥itomnosti repinotanu zachyti osli-anti-mysi
protilatka prevainy podil zlatého konijugatu a vytvori
Cervenou barevnou zbnu. Se stoupajici koncentraci
repinotanu ve zkoumaném vzorku se amérné tomu
anti-repinotan-protilatkou vytésnény zlaty konjugat zachyti

reakci s kralidi-anti-kozi protilitkou.

Na konci imunochromatografického testovaciho prouzku se
nachazi absorpéni =zoéna, na JejimZz pocatku je naneseno ve
vod& rozpustné barvivo. Toto barvivo se pohybuje dopredu
spoledné& s &elem kapaliny aZz ke konci absorpéni zény. To

ukazuje konec testovaci reakce.

Doba testu &ini asi 15 minut a to od aplikace vzorku az
do oded&t&ni vysledku. Test miZe byt proveden Zza pouziti 100

aZ 150 pl celé krve, coZ poskytuje asi 15 pul krevniho séra.

Pro vyrobu testovaciho zatizeni jsou potfebné

nasledujici reakéni sloZzky:

a) monoklon&dlni anti-repinotanova protilatka,
b) Au-repinotanovy analog-kozi IgG-konjugat,
c) koloidni zlato, 20 nm,

d) nitrocelulbézova membrana,
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e) osli-anti-mysi protilatka,

f) kralidi-anti-kozi protiléatka,

g) repinotanovy standard,

h) 0,2 % Triton x 305 ve fosfatem pufrovaném fyziologickém

roztoku,

i) 0,4 % Nonodetu P-40, 2 % BSA, 2,5 % sacharoézy, 1,25 %
trehalbézy ve fosfatem pufrovaném fyziologickem roztoku

j) 2,5 cm sestupny material,

k) plastova zakladni desticka Siroké 5,3 cm a silna 0,2
m,

1) 1lidské sérum.

Provedeni testu

Asi 150 pul 'celé krve (5 kapek), krevniho séra nebo
krevni plazmy se nanese na zku3ebni misku testovaciho
za¥izeni. Testovaci =za¥izeni se ponechd asi 3 minuty v
horizontalni poloze. Potom se UGchyt davkovaciho pistu otodi
o 90° a? na plocho dosedne na dno testovaciho za¥izeni.
Za¥izeni se potom ponechd po dobu 15 minut pfi teploté
mistnosti v horizonté&lni poloze. KdyZ se v okénku ukazatele
objevi modré znameni, Jje test ukoncen a lze pristoupit k

odecteni vysledku.

Krom& naneseni vzorku a uvedeni v d&innost davkovaciho
pistu neni zapot¥ebi v prtbéhu celého testu provadét Zadné
manipulace se vzorkem nebo se za¥izenim. Tento test miiZe

byt proto provadén i netechnickym personalem.
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Interpretace vysledki

Jak je to popsano v mezinarodni patentové prihléasce
WO-A-99/46591, lze srovnanim intenzit obou pésu v okéncich
A a B provést Jjednoduché hemikvantitativni stanoveni
koncentrace repinotanu. Je-11 signéal v okénku A
intenzivn&j&i ne%¥ signadl v okénku B, leZi koncentrace
repinotanu nad uvedenou hranicni hodnotou a obracené Jje-li
signdl v okénku B intenzivnéjsi ne? v okénku A, potom
koncentrace repionotanu leZi pod  uvedenou hranic¢ni
hodnotou. Uvedenad hraniéni hodnota miZe byt urcena z pomeru
koncentrace anti-repinotan-protilatky a koncentrace

Au-repinotanovy analog-kozi IgG v lyofilizatu.

Repinotanovy analog Vv Au- (repinotanovy analog)-kozi
IgG-konjugatu je tvoren sloucleninou vzorce:

Tato sloudenina Jje novou sloudeninou, kterd miZe byt
pfipravena zpusobem popsanym v patentovém dokumentu EP-A-0
352 613, naptiklad reakci repinotanu s terc-butylesterem
kyseliny 6-bromhexankarboxylové v pfitomnosti baze ve
vhodnych rozpoudt&dlech a néaslednym kyselym Stépenim

esteru.
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PATENTOVE NAROKY

1. Souprava, vy znadc¢ena t 1 m, Ze obsahuje

a) farmaceutickou kompozici obsahujici repinotan nebo/a
fyziologicky pt¥ijatelnou sul repinotanu
a

b) prostt¥edek pro stanoveni koncentrace repinotanu nebo
jeho metabolitd v télnich tekutinach.

2. Souprava podle naroku 1, vy zna ¢ e n a t 1im, Ze
farmaceuticka kompozice obsahuje repinotan hydrochlorid.

3. Souprava podle naroku 1 nebo 2, vy znacen a
t 1 m, %Ze obsahuje prostfedek pro stanoveni koncentrace

analytd v krvi nebo ve frakcich ziskanych z krve.

4. Souprava podle néroku 3, vy znadcena t 1 m, Ze
obsahuje prost¥edek pro stanoveni koncentrace analytd v

krevni plazmée.

5. Souprava podle nékterého z naroka 1 aZz 4, vy z n a -

¢ e n & t i m, Ze uvedeny prost¥edek pracuje

imunologickym zptsobem.

6. Souprava podle nékterého z nérokd 1 aZ 5, vy z n a -
¢ e n & t i m, Ze uvedeny prost¥edek muZe byt pouzit v

misté léceni.
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7. Souprava podle n&kterého z narokd 1 az 6, vy z n a -
¢ e n a t 4 m, %e Jje urdena pro akutni léceni

neurodegenerativnich onemocnéni.

8. Souprava podle n&kterého z nérokid 1 az 6, vy zna -
¢ e n & t 1 m, %e je urdena pro akutni léceni =zachvatu

mrtvice nebo mozkolebedniho poranéni.

9. Pevna farmaceuticka kompozice, vy znadc¢ena
t i m, %e obsahuje repinotan nebo fyziologicky p¥ijatelnou

sl repinotanu a fyziologicky pZijatelnou kyselinu.

z

10. Pevna kompozice podle naroku 9, vy zn acen a
t £ m, ¥e hmotnostni podil Géinné latky ¢ini 0,01 az 15 %

hmotnosti a hmotnostni podil kyseliny ¢&ini 0,5 az 15 %

hmotnosti.

11. Kompozice podle néroku 9 nebo 10, vy z n a ¢ en a

t 1 m, Ye Jako G&innou latku obsahuje repinotan
hydrochlorid a Jjako fyziologicky pfijatelnou kyselinu
obsahuje kyselinu citronovou nebo kyselinu vinnou.

12. Zpisob vyroby pevné farmaceutické kompozice podle
né&kterého z narokaa 9 a¥ 11, vy znadceny t 1 m, Ze
se &inna latka, fyziologicky pt¥ijatelnd kyselina a dalsi
farmaceutické pomocné latky rozpusti ve vodé nebo/a jinych
vhodnych  rozpoudtédlech, ziskany roztok se priipadné

sterilizuje a potom lyofilizuje.
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13. Pevna farmaceutick& kompozice, vy znacen a
t i m, Ze je pripravitelnad zplsobem podle naroku 12.

14. Infuzni roztok, vy znadceny t i m, Ze obsahuje
repinotan nebo fyziologicky pf¥ijatelnou sul repinotanu a
jednu nebo vice kyselin zvolenych z mnoZiny zahrnujici
kyselinu jablecnou, kyselinu  pyrohroznovou, kyselinu
citronovou, kyselinu fumarovou, kyselinu maleinovou,

kyselinu mlé¢nou a kyselinu vinnou.

15. Infuzni roztok podle naroku 14, vy znadceny
t 1 m, Ze jako kyselinu obsahuje kyselinu citronovou nebo

kyselinu vinnou.

16. Zptsob vyroby infuzniho roztoku obsahujiciho repinotan
nebo fyziologicky prijatelnou sul repinotanu a jednu nebo
vice kyselin zvolenych z mnoZiny zahrnujici kyselinu
jable&nou, kyselinu pyrohroznovou, kyselinu citronovou,
kyselinu fumarovou, kyselinu maleinovou, kyselinu mlécnou a
kyselinu vinnou, v y z n a ¢ e n ¥y t 1 m, Ze se ke
kompozici podle naroku 13 p¥idé voda nebo isotonicky roztok

elektrolytu.

17. Infuzni roztok, v y z n a ¢ e n ¥ t 1 m, Ze Je

pfipravitelny podle naroku 16.

18. Pouziti kompozic kompozic podle naroku 13 pro vyrobu

infuznich roztokl.

19. Sloudenina vzorce
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