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Vodna kompozice Amphotericinu B.

Oblast technik
Vynilez se tyka vodnou kompozici Amphotericinu B s nizkou toxicitou. Vynalez se
zejména tykd vodné kompozice Amphotericinu B s nizkou toxicitou obsahujici fosfolipidy

vhodné pro parenteralni podani.

Dosavadni stav techniky

Amphotericin B patfi mezi polyenové fungicidy, Iéky na bazi antibiotik vhodné pro 1é¢bu
invaznich plisiiovych infekci. Nicméné, vykazuje vysokou nefrotoxicitu.
Toxicita Amphotericinu B je sniZovana riznymi bézné uzivanymi postupy, jako jsou (a)

uzavieni léku do lipozom a (b) pfeména Iéku na komplex léku s lipidem (HDLC).

Ptiprava lipozomalniho Amphotericinu B

V US patentu ¢. 4 973 465 (1990) byla popsana piiprava HDLC, v niZ jsou pouzity
steroly jako cholesterol, bud’ samostatné nebo vkombinaci s pfirodnimi fosfolipidy,
fosfatidylcholinem.

VUS patentu & 5 616 334 (1997) byla popsan postup ptipravy lipozomalniho
Amphotericinu B, ktery zahrnuje pocate¢ni vytvoteni multi-lameldrmich méchyiki (MLV) a
potom smichani MLV méchytki se sonikovanou smési Amphotericinu B ve vodé. Tento postup
nezahrnuje pouZiti Zadnych rozpoustédel. Nicméné. tento postup specialné poskytuje
zahmuje opakované protladovani prazdnych lipozdmi pres vrstvené polykarbonatové filtry za
Gcelem roztiidéni lipozéml podle velikosti, a to desetkrat. Také zahrnuje odstranéni
nezaélenéného Amphotericinu B pomoci centrifugace po naplnéni lipozomd lékem.

Tento US patent také popisuje postup ptipravy HDLC v ,systému lék-lipidy s nizkou
toxicitou®. V tomto patentu byl popsan postup pro ptipravu lipidového komplexu Amphotericinu
B. Tento postup je b&Zné provadén nasledovne:

Priprava HDLC: Nejdfive je lék Amphotericin B rozpustén v rozpoustédle, jako je
napiiklad dimetylsulfoxid (DNSO) nebo metanol. Lipidy, vhodnéji dimyristoylfosfatidylcholin
(DMPC) a dimyristoylfosfatidylglycerol (DMPG) v molarnim poméru 7 : 3 jsou rozpuStény
v rozpoustédlech, jako jsou: metanol, etanol, chlorované uhlovodiky. Roztok 1éku a roztok lipidd

se smichaji. Rozpoustédla jsou odpafena za sniZzeného tlaku, coZ vede ke vzniku tenkého filmu
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lipidt s I¢kem. Tento film je hydratovan pomoci vodného roztoku, jako je voda, solny roztok,
solny, fosfatovy pufr nebo glycinovy pufr, aby vznikly HDLC.

Vjedn¢ varianté¢ tohoto postupu je vznikly suchy film lipid-1ék resuspendovan v
rozpoustédle, jako je napfiklad dichlormethan a znovu odpafen za sniZeného tlaku pied tim, ne?
je film hydratovan.

V dalsi obméné tohoto postupu je suchy film lipid-lék dehydratovan, aby vytvofil vioky;
tyto viocky jsou potom hydratovany pomoci vodného roztoku.

V dal3im postupu je vodny roztok jako: solny roztok, pufr nebo voda, ptidan k roztoku
obsahujicimu I¢k a lipid. a potom je rozpoustédlo odpafeno, aby vznikl HDLC. V tomto postupu
neni poZzadovano vytvoreni tenkého filmu fosfolipidi.

V alternativnim postupu na vytvofeni HDLC komplext popsaném v tomto US patentu jsou
lipidové castice (nebo lipozdmy) obsahujici bioaktivni slozky, jako je Amphotericin B,
formovany nejdiive vytvofenim multilamelamich méchytkd (MLV) obsahujicich 6 az 50
molamich procent bioaktivniho ¢inidla. Potom jsou MLV vystaveny zahfivacimu cykluy,
piiblizné od 25°C az 60 °C, nejlépe 60 °C. Takovy cyklus vytvafi vice uspotadany a méné
toxicky lipidovy komplex Amphbtericinu B.

V tomto US patentu byl popsan dal$i alternativni postup pfipravy lipidového komplexu
s Amphotericinem B. V tomto postupu jsou lipidy smichény s 0,9% roztokem chloridu sodného
a homogenizovany pomoci homogenizatoru. Amphotericin B je rozpustén v dimethylsulfoxidu
(DMSO) a ptidan k roztoku lipidit v pribéhu homogenizace a tento proces pokracuje dale asi 30
minut, dokud neni velikost ¢astic zmenSena na méné nez 10?2 mm (10 mikront), vyhodnéji na
piiblizné 107 mm (10 mikronil). Vysledné lipidové &astice jsou vybirany podle velikosti
s pouzitim tangencidlni pritokové filtrace. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze pouZité
rozpoudtédlo DMSO ma vysoky teplotu varu a tudiZz se Spatné odstranuje z produktu. Navic
v kone¢ném produktu zistavaji stopova mnozstvi DMSO. Neni zadouci, aby v kompozici uréené
pro intravendzni aplikaci zGstavaly stopy takového rozpoustédla, jelikoz bylo toto rozpoustédlo
prokézano jako hapatotoxické (The journal of Infectious diseases 1991: 164, str. 418-421).

HDLC patfi mezi vhodné piipravky pro sniZeni toxicity Amphotericinu B, ale postupy
popsané v US patentu ¢. 5 616 334 (1997) vyzaduji pouZiti velkych mnoZstvi organickych
rozpoustédel, protoze Amphotericin B je malo rozpustny ve vétSiné bézné uZivanych, pro
parenteralni pouZiti pfijatelnych organickych rozpoustédel. Tudiz postup zahrnuje odstranéni
velkych mnoZstvi organickych rozpoustédel odpafovanim. Alternativné jsou pro rozpouSténi
Amphotericinu B pouZivana také aprotickd rozpoudtédla, jako jsou dimetylsulfoxid,

dimetylformamid. Tato aprotickd rozpousStédla maji vysokou teplotu varu a stopy téchto
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rozpoustedel  zastavaji v kone¢né kompozici. Jelikoz jsou tato aprotickda rozpoustédla
hepatotoxickd, nedoporucuje se jejich pouZiti v procesu vyroby.

Stale je tedy tfeba zdokonalit postup pro velkokapacitni vyrobu kompozic Amphotericinu
B sniZenim pouZitého mnoZstvi rozpoustédel. Tim dojde také ke sniZeni vyrobnich naklada.

Hlavnim cilem vynalezu je vyvoj vodné kompozice s nizkou toxicitou obsahujici
Amphotericin B a fosfolipidy s ohledem na jednoduchost a sniZeni nakladii na vyrobu. Dal$im
rozsitenim hlavniho cile vyndlezu je vyvoj vodné kompozice pro parenteralni podani s nizkou
toxicitou obsahujici Amphotericin B a fosfolipidy a neobsahujici stopy DMSO a/nebo

chlorovanych uhlovodikii.

Podstata vynalezu

Vynilez poskytuje parenteralni vodné kompozice s nizkou toxicitou obsahujici
Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy, ktera neobsahuje dimetylsulfoxid.

Dale se vynalez zabyva z;;ﬁsobem vyroby parenterdlni vodné kompozice s nizkou toxicitou
obsahujici Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy, ktera neobsahuje dimetylsulfoxid,
sestdvajicim z té&chto kroku:

(1) rozpudténi jednoho nebo vice fosfolipidi vjednom nebo vice organickych
rozpoustédlech vybranych ze skupiny rozpoustédel pouZitelnych pro parenteralni podani, jako
jsou: metanol, etanol, izopropylalkohol, trichlormethan (chloroform), tertrachlormethan a
dichlormethan, a potom odstranéni rozpoustédel vypafovanim za sniZeného tlaku, aby doslo
k vytvoreni suchého filmu jednoho nebo smichanych fosfolipidu;

(i) rozmichani Amphotericinu B ve vodné fazi ptijatelné pro parenteralni podani,
kterd neobsahuje chlorid sodny nebo rozmichani mikronizovaného Amphotericinu B ve vodné
fazi ptijatelné pro parenteralni podani, kterd mize obsahovat chlorid sodny;

(iit) pfidani vodné faze obsahujici suspendovany Amphotericin B, vytvofeny v zavéru
kroku (ii) k uvedenému filmu fosfolipidd, ktery byl ziskan v zavéru kroku (i) a smichani téchto
dvou, aby vznikla suspenze Amphotericinu B spolu s fosfolipidy v uvedené vodné fazi,

(iv) upraveni pH uvedené suspenze ziskané na konci kroku (iii) na hodnotu 6,0 az 8,0
a homogenizovéni, dokud nepiijde suspenzi filtrovat ptes filtr ze sklenénych vildken s velikosti
pori 2x10” mm (2 p);

(v) pfidani dostacujictho mnoZstvi roztoku chloridu sodného ve vodé na konci kroku
(iv) tak, aby obsah chloridu sodného ve finalnim produktu byl alespoii 0,1 hmotn./obj.%;

(vi) filtrovani uvedené homogenizované suspenze ziskané v zavéru kroku (v) pies filtr

ze sklenénych vlaken s velikosti port 2x10”° mm (2p) a naplnéni filtratu do ampulek v dusikové




atmosféte, utésnéni ampulek a sterilizace utésnénych ampulek autoklavovanim, aby se ziskal
kone¢ny produkt vhodny pro parenteralni podani.

Vynilez se take zabyva vodnou kompozici Amphotericinu B s nizkou toxicitou obsahujici
alespori 0,1 hmotn./obj.% chloridu sodného a fosfolipidi, jak zde byla popsina a vyrobena
zpusobem podle vynilezu tak, jak zde byl popsan.

Obsah Amphotericinu B v kompozici podle vynalezu se pohybuje v rozmezi od 0,1
hmotn./obj.% do 1,0 hmotn/obj.% kompozice, vyhodngji je obsah Amphotericinu B 0,5
hmotn./ob}.% kompozice.

Celkovy obsah fosfolipidii se pohybuje v rozmezi od 0,1 hmotn./obj.% do 1,0 hmotn./obj.
% kompozice. Vyhodny obsah je od 0,4 hmotn./obj.% do 0,6 hmotn./obj. %.

Hmotnostni pomér Amphotericin B ku fosfolipidim je od 1:0,5 do 1:1,5. Vyhodny
hmotnostni pomér se pohybuje od 1:0,8 do 1:1,2.

V tomto postupu jsou fosfolipidy vybrany z vajeéného fosfatidylcholinu, nebo smési
dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC) a sodné soli dimyristoylfosfatidylglycerolu (DMPG).
Pokud je pouZita smés dvou fosfolipidi DMPC a DMPG, potom je hmotnostni pomér
fosfolipidd DMPC : DMPG mezi 7:1 a 7:15, vyhodnéji je to 7:3.

Rozpoustédla pouzitd pro rozpousténi fosfolipidi jsou vybrana z alkoholovych
rozpoustédel, jako jsou: etanol, metanol, izopropylalkohol s ptidavkem nebo bez piidavku
chlorovanych uhlovodikil, jako jsou: trichlormethan, dichlormethan, tetrachlormethan. Pro
rozpoudténi fosfolipidi mohou byt pouzita samostatné alkoholova rozpoustédla nebo chlorované
uhlovodiky samostatné. Pfipadné lze také pro rozpousténi fosfolipidi pouZit kombinaci
alkoholovych rozpoustédel a chlorovanych uhlovodiki. Pokud nejsou vybrany chlorované
uhlovodiky, neobsahuje kompozice tyto chlorované uhlovodiky. Vyhodnym rozpoustédlem pro
rozpousténi fosfolipidii je etanol.

Mikronizovany Amphotericin B pouzity kdekoli vramci vynalezu je mikronizovan
s pouzitim vzduchového proudového mlynu na velikost éastic mensi nez 102 mm (10 mikroni).

pH vodné faze pouZzité pro dispergovani Amphotericinu B je upraveno na hodnoty 6,0 az
8,0 s pouzitim zfedéného roztoku hydroxidu sodného vZdy, pokud neni pufrovaci roztok pouzit
v kompozici.

Vodnd faze pouzitd pro suspendovani Amphotericinu B je prostiedkem/nositelem
pfijatelnym pro parenteralni podani, jako je voda nebo fosfatovy pufr. Pokud je pouzit
mikronizovany Amphotericin B, mize byt vodnou fazi pouzZitou pro suspendovani Amphoterinu

B solny roztok, solny, fosfatovy pufr (PBS), voda nebo fosfatovy pufr.
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Po homogenizaci a pted filtraci je pfidan chlorid sodny jako roztok ve vodé. Nicméng,
pokud je pouZit mikronizovany Amphotericin B mizZe byt chlorid sodny ptidan v kterémkoliv
z krokdl (i) az (iv) vyroby, které byly uvedeny vyse.

Koncentrace chloridu sodného se pohybuje v rozmezi 0,1 hmotn./obj.% az 0,9 hmotn./obj.
% kompozice, vyhodngji 0,4 hmotn./obj.% az 0,9 hmotn./obj.% kompozice.

Homogenizace je provadéna ve vysokotlakém homogenizatoru pti alespori 34,5 MPa az lze
produkt filtrovat pfes filtr ze sklenénych vldken o velikosti pérti 2x10~ mm (2 mikrony).

V dalSim provedeni vynalezu je lipidova suspenze Amphotericinu B pfed homogenizaci
sonikovéna v lazni sonikatoru, aby byla ziskdna rovnomérna suspenze po upraveni pH na 6,0 az
8,0. Ztedény roztok hydroxidu sodného se pouzije k apravé pH pokazdé, pokud neni pufrovaci
roztok pouzit v kompozici.

Homogenizovana lipidova suspenze Amphotericinu B je filtrovana pfes filtr ze sklenénych
vldken o velikosti pori 2x10° mm (2 mikrony) podle obvyklych filtra¢nich postupt pod tlakem,
bud’ s pouzitim filtrovaného dusiku nebo filtrovaného, stla¢eného vzduchu.

Po filtraci je homogenizovana suspenze naplnéna do ampulek pod atmosférou dusiku a je
sterilizovana béZnym autoklavovanim pii 110 °C az 121 °C, s vyhodou pii 121 °C po 20 minut.
nebo pii 110°C po dobu 40 minut. Sterilizaci lze také provést specializovanym postupem
autoklavovani, pfi némz je doba cyklu zahfivani a chlazeni zkracena pomoci systému s rychlym
zahratim a rychlym ochlazenim.

V drivéjsich postupech piipravy HDLC komplexi, jak byly popsany v US patentech ¢. 4
973 465 (1990) a ¢. 5 616 334 (1997), je Amphotericin B rozpu$tén ve velkém mnoZstvi
organickych rozpoustédel. V jednom z piikladii v US patentu &. 5 616 334 (1997), je pouzit 1 |
metanolu pro pfipravu 1 ampule s 20 ml lipidového komplexu Amphotericinu B, ktery odpovida
100 mg Amphotericinu B. V jiném piikladé, kde byla snaha o sniZen{ objemu rozpoustédla, bylo
pouzito 5 ml DMSO na 100 mg Amphotericinu B, ale DMSO neni doporu¢ovan jako
rozpoustédlo pro intravendzni injekéni aplikaci, jelikoz byla u DMSO prokdzana hepatotoxicita.

Ve zplsobu podle vynalezu neni Amphotericin B rozpustén vitbec v Zadném rozpoustédle,
zatimco tradi¢ni postup pouziva DMSO pro rozpusténi Amphotericinu B.

V postupu podle vynalezu, pokud byl Amphotericin B rozpustény ve vodné fazi obsahujici
chlorid sodny piidan k lipidovému filmu a homogenizovan, byl pozorovan vznik shlukii a
homogenizovany produkt nesel filtrovat ptes filtr ze sklenénych vlaken o velikosti porii 2x107
mm (2 mikrony) podle béZnych filtra¢nich postupil.

Po rozsahlém provadéni pokusi bylo zjisténo, Ze pokud bylé vodna faze uréend pro

suspendovani Amphotericinu B pfipravena bez ptidavku jakéhokoliv chloridu sodného,
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probihala homogenizace hladce bez tvorby agregatd v suspenzi a homogenizovany objem bylo
mozno filtrovat.

Nicméné posléze bylo zjisténo, Ze ptitomnost chloridu sodného v kompozici je nezbytna
pro sniZeni toxicity. Vodné kompozice Amphotericinu B obsahujici riizné hodnoty koncentraci
chloridu sodného v davce 80 mg/kg télesné hmotnosti byly vpraveny injekéné mysim, ve
skupinach po 8. Vodné kompozice Amphotericinu B bez jakéhokoliv chloridu sodného, které
byly piipraveny podle popisu ve zde uvedenych piikladech, byly injekéné podiany samostatné.
Pred kazdou injekci byl objemovy ekvivalent odpovidajici davce 80 mg/kg teélesné hmotnosti
ztedén na 0,5 ml pfidanim 5% dextrézové injekce, aby byl roztok osmoticky/izotonicky.

Procentualni umrtnost byla zaznamenana po uplynuti 72 hodin a je ukazana v tabulce 1.

Tabulka 1

Koncentrace chloridu Ptipravena podle piikladu Procentualni umrtnost mysi
sodného ve vodné kompozici pii davce 80 mg/kg
Amphotericinu B

0,9 hmotn./obj.% {11 Nula

0,7 hmotn./obj.% 1\Y Nula

0,4 hmotn./obj.% A% Nula

0,1 hmotn./0bj.% VI 50%

nula XIII 87,5%

Z tabulky 1 vyplyva, Ze minimalni koncentrace chloridu sodného 0,1% je nezbytna pro
snizeni toxicity. Proto béhem hydratace filmu fosfolipidd byla pro dosaZeni hladké
homogenizace pouZita vodna faze bez obsahu jakéhokoliv chloridu sodného a také pro zabezpeci
snadné filtrace pfes filtr ze sklenénych vlaken o velikosti pért 2x10” mm (2 mikrony). Chlorid
sodny byl pfidin do roztoku aZ po homogenizaci. P¥idavek chloridu sodného do kompozice
podle vynalezu je nezbytny pro sniZeni toxicity Amphotericinu B. PiestoZe s pfidavkem 0,1
hmotn./obj.% chloridu sodného byla LDsy 80 mg/kg, toto LDsj je o hodn€ vyssi neZ u béznych
ptipravki Amphotericinu B obsahujicich dezoxycholat sodny, u nichZ se udava kolem hodnoty 4
mg/kg.

Po fadé dal3ich pokusi jsme zjistili, Ze zmenSeni primérné velikosti ¢4stic Amphotericinu
B pod 107 mm (10 mikrond) pomoci mikronizace pomohlo pfi prekonani problému

agregace/shlukovani béhem homogenizace. Analyza velikosti ¢astic Amphotericinu B pted a po




mikronizaci byla proviadéna na detektoru velikosti ¢astic Sympatic HELIOS. Mikronizace
Amphotericinu B pomohla také pfi pfekonani problému filtrace, ktery byl spojen s pfitomnosti
chloridu sodného v homogenizované vodné suspenzi obsahujici ne-mikronizovany Amphotericin
B a fosfolipid.

Filtrace homogenizovaného objemu pfipraveného s pouzitim mikronizovaného
Amphotericinu B je snadna a Ize pouzit bézné pouZivané filtry; v dfivéjsich postupech uzivanych
v oboru, jako napt. v US patentu &. 5 616 334 (1997), se provadi filtrace HDLC komplikovanou
cestou nebo pfimo pies membranovy filtr, jako je polykarbonatovy filtr.

V jednom provedeni podle vynalezu je mozné prekonat problém shlukovani a filtrace pi
pouZiti ne-mikronizovaného Amphotericinu B vynechinim p¥idavku chloridu sodného do vodné
faze. Nicméng, bylo zjisténo, ze pridavek chloridu sodného alespori v minimalni koncentraci 0,1
hmotn./obj.% je nezbytny pro sniZeni toxicity vodné kompozice Amphotericinu B. Pokud je v
kompozici obsaZen chlorid sodny, vyfesi se problém shlukovani a filtrace tim, Ze se s pfidanim
chloridu sodného po¢ka az po kroku homogenizace. |

Proto v prvnim provedeni podle vynélezu, ve zplsobu piipravy sterilni vodné kompozice
Amphotericinu B s nizkou toxicitou obsahujici alespoil 0,1 hmotn./obj.% chloridu sodného, je
jako vodna faze pro rozptyleni ne-mikronizovaného Amphotericinu B pouzita voda nebo
fosfatovy pufr, které neobsahuji chlorid sodny. Chlorid sodny je piidan pfesné po homogenizaci
vodné suspenze obsahujici ne-mikronizovany Amphotericin B a fosfolipidy.

V druhém provedeni podle vynalezu byl problém agregace/shlukovani a filtrace suspenze
fosfolipidu a vodné faze obsahujici Amphotericin B vyfeSen pouZzitim mikronizovaného
Amphotericinu B.

V kombinaci téchto dvou provedeni vynélezu, pokud je pouZity Amphotericin B
mikronizovan a suspendovan ve vodné fazi neobsahujici chlorid sodny, je chlorid sodny ptidan

do vodné faze pted, béhem nebo po kroku homogenizace.

Ptiklady provedeni vynalezu

Vynélez bude nyni pfedstaven pomoci ptikladi. Priklady jsou pouze ilustrativni a
v Zadném piipadé neomezuji rozsah vynalezu.

Jsou popsany ¢tyti skupiny piiklada tak, jak je uvedeno v tabulce 2.
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Tabulka 2
Skupina | Cisla Amphotericin B | Vodna faze pouzitd | P¥idavek soli Provedeni
piikladi pro rozptyleni vynilezu
Amphotericinu B
A (-1 Ne-mikronizovany | Neobsahuje siil Po kroku Prvni
homogenizace
B [I-VI} Mikronizovany Obsahuje sul | ---memee- Druhy
VIII-IX}
vl Mikronizovany Obsahuje sil | --===--- Druhy
C X-XII Mikronizovany Neobsahuje siil Béhem/po kroku |Prvni &
homogenizace Druhy
D XIII Mikronizovany
---- Neobsahuje sl | --------- Nepatii do
X1v Ne-mikronizovany vynalezu

*Rozpoustédlem pouzitym pro rozpousténi fosfolipidi je pouze etanol.

Vsechny suroviny pouZzité v téchto piikladech patiily do parenteralni tiidy. Bylo pouzito
bézné vybaveni. Celé zpracovani probihalo v prostiedi sfizenymi podminkami, které je
poZadovano pro vyrobu sterilnich produktt.

Ampbhotericin B pouzity v pfikladech patfil do parenterdlni tfidy ziskané od Alpharma,
ktera vyhovuje USP specifikacim. Mikronizovany Amphotericin B, pokud byl pouZit v téchto
piikladech, byl vZdy pfipraven mikronizaci Amphotericinu B s pouZitim vzduchového
proudového mlynu na velikost ¢astic mensi nez 102 mm (10 mikroni).

Fosfolipidy DMPC a DMPG pouzité v prikladech pattily do parenteralni t¥idy a byly
ziskany od firmy Avanti Polar Lipids.

Fosfolipid vajecny fosfatidylcholin pouZity v ptikladech patfil do parenterlni tiidy a byl
ziskan od firmy Lipoids.

Organicka rozpoustédla pouZitd v piikladech méla kvalitu AR (analytické ¢inidlo).

Fosfatovy pufr pouzity v ptikladech byl pfipraven ptesné podle Indian Pharmacopoeia.

Solny, fosfatovy pufr pH 7,4 se soli, pouzity v ptikladech, byl pfipraven rozpusténim 1,19
g hydrogenfosforeénanu disodného (Na,HPO,4.2H,;0), 0,095 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (KH,;PO,4) a 4 g chloridu sodného (NaCl) ve 400 ml vody. Voda byla pfidana na
koneény objem 500 ml.
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SKUPINA A : Ptiklady [ & [I
Slozky pouZité v téchto ptikladech jsou uvedeny v tabulce 3:
Tabulka 3
Priklad I Ptiklad II
a) Amphotericin B 1,00 g 1,00 g
b) DMPC 0,68 g 0,68 ¢
c) DMPG 030¢g 0,30 g
d) Etanol’ 200 ml 200 ml
e) Trichlormethan” 10 ml 10 ml
f) pH - pfi dispergovani 6,95 7,2
pied homogenizaci 680" 7,2
2) Chlorid sodny 1,80 g 1,80 g
h) Deionizovana voda (q.s.to) 200 ml --
1) Fosfatovy pufr pH 7,2 (q.s.to) -- 200 m!

* nezistava v kone¢ném produktu

* upraveno pouzitim 0,1 M roztoku hydroxidu sodného

Postup:
V piikladu I byl Amphotericin B rozsuspendovan ve 150 ml vody za michani a za

probublavani dusikem. Pomoci 0,1 M roztoku hydroxidu sodného bylo pH upraveno na 6,95.

V ptikladu II byl Amphotericin B rozsuspendovan ve 150 ml fosfatového pufru s pH 7,2
za michani a za probublavani dusikem.

Fosfolipidy DMPC a DMPG byly rozpustény v chloroformu v baice v rotaéni odparce.
Po tplném rozpusténi fosfolipidd byl pfidan etanol a smés se smichala otagenim baiiky pii malé
rychlosti pfi promyvani dusikem. Tento alkoholovy roztok byl rotaéné odpaten za sniZeného
tlaku az do sucha. Dusik byl vhanén 30 minut po odstranéni rozpoustédel.

Suchy film lipidd byl hydratovan vbafice do rotaéni odparky svodnou suspenzi
Ampbhotericinu B, ktera byla ptipravena podle popisu, za plynulého otaceni barky a za stalého
promyvani dusikem. Pro tpravu pH lipidové suspenze Amphotericinu B ziskané v piikladu I na
hodnotu piiblizné 6,80 byl pouZit roztok hydroxidu sodného. Obsah bariky byl sonikovan v lazni
sonikétoru po dobu 1 hodiny. Objem byl upraven na 180 ml pfidanim vody v pfikladu I a pomoci

fosfatového pufru pH 7,2 v ptikladu II.
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Lipidova suspenze Amphotericinu B byla homogenizovana pomoci APV vysokotlakého
homogenizitoru az 3lo homogenizovany produkt filtrovat pes filtr ze sklenénych vlaken
s velikosti port 2x10” mm 2w).

V piikladu [ byl chlorid sodny rozpustén ve vodé a ziedén vodou na 20 ml. V prikladu [I
byl chlorid sodny rozpustén a zfedén na 20 ml fosfatovym pufrem pH 7,2. Tento roztok chloridu
sodneho byl pfidan k homogenizované suspenzi Amphotericinu B s lipidem za michani o malé
rychlosti a za promyvani dusikem. Tento produkt byl ptenesen zpst do homogenizatoru a byl
znovu podroben cyklu po dobu 5 minut bez pouziti tlaku. Potom byl filtrovan pfes filtr ze
sklenénych vléken s velikosti pérd 2x10° mm (2n) a pod atmosférou dusiku napinén do
sklenénych nadob, niddoby byly utésnény a autoklavovany 40 minut pii 110°C. V ptikladu II
bylo autoklavovani provedeno po dobu 40 minut pfi 110°C pomoci cyklu rychlého zahrfati a

rychlého ochlazeni.

SKUPINA B :
1) Ptiklady III az VI
SloZky pouZité v téchto ptikladech jsou uvedeny v tabulce 4 a postup je uveden dale,

mnoZstvi ptidaného chloridu sodného se ménilo od 1,8 gpo 0,2 g.

Tabulka 4
Priklady
111 v A% VI
a) | Amphotericin B 1,00 g 1,00 g 1,00 g 1,00 g
mikronizovany
b) |DMPC 0,68 g 0,68 g 0,68 g 0,68 ¢
c) |DMPG 030g 0,30 g 0,30 g 0,30 g
d) |Chlorid sodny 1,80 g 1,40 g 0,80 g 0,20 g
e) |Etanol 200 ml 200 ml 200 ml 200 ml
f) |Chloroform’ 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
g) |PH —pfi dispergovani 720" 7,15" 7,05 720"
pied homogenizaci |7,00™ 7,107 7,157 7,00”
h) |Deionizovana voda 200 ml 200 ml 200 ml 200 ml
(q.s.to)

* neziistava v koneéném produktu

** upraveno pouZitim 0,1 M roztoku hydroxidu sodného




Postup :

Fosfolipidy DMPC a DMPG byly rozpustény v trichlormethanu v barice v rotaéni odparce.
Po dplném rozpusténi fosfolipidi byl ptidan etanol a smés se nechala michat v bafice pii malé
rychlosti za promyvani dusikem. Tento alkoholovy roztok byl za sniZzeného tlaku rotaéné
odpafen az do sucha. Dusikem byl promyvan 30 minut po odstranéni rozpoustédel.

Chlorid sodny byl rozpustén ve 175 ml vody. Dusik byl probublavan do tohoto roztoku 15
min. Mikronizovany Amphotericin B byl potom rozsuspendovan v roztoku chloridu sodného za
michani a za probublavani dusikem. Pfidanim 0,1 M hydroxidu sodného bylo pH upraveno na
hodnoty uvedené v Tabulce 4 pro kazdy priklad.

Suchy film lipidd byl hydratovan v rotaéni barnice vodnou suspenzi Amphotericinu B, ktera
byla ptipravena podle uvedeného popisu, barika se neustale otic¢ela a byla neustale promyvana
dusikem. V tabulce 4 je uvedeno upravené pH takto ziskaného lipidového komlexu
Amphotericinu B. Obsah baiiky byl sonikovan v 1dzni sonikatoru po dobu 1 hodiny.

Objem byl vodou doplnén na 200 ml.

Lipidova suspenze Amphotericinu B byla homogenizovana pomoci vysokotlakého
homogeniza¢niho mlynu az $lo produkt filtrovat pfes filtr ze sklenénych vldken s velikosti port
2x10” mm (2p).

Homogenizovana lipidova suspenze Amphotericinu B byla filtrovana pres filtr ze
sklenénych vlaken s velikosti port 2x10” mm (2p) a naplnéna do sklenénych nadob v dusikové
atmosféte, nadoby byly uzavfeny a autoklavovany 40 minut pfi 110 °C pomoci cyklu rychlého
zahfati a rychlého ochlazeni.

Stanoveni toxicity u mysi pro produkty ptikladt III, IV a V pii ddvce 80 mg/kg télesné
hmotnosti neukazala Zadnou umrtnost, zatimco produkt podle piikladu VI vykazal 50%
umrtnost.

SKUPINA B pokracovani :

2) Ptiklady VII az X

Slozky pouzité v téchto piikladech jsou uvedeny v tabulce 5 a postup je uveden dale.

Tabulka 5
Priklady
Vil VIII IX
a) | Amphotericin B 1,00 g 1,00 g 1,00 g

(mikronizovany)

b) |DMPC 0,68 g - 0,68 g

¢) |DMPG 0,30 g - 0,30¢g
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d) |vajecny fosfatidylcholin - 0,90 g -
e) |Chlorid sodny 1,80 g 1,80 g kx
f) |Etanol’ 300 ml 200 ml 200 ml
g) | Trichlormethan’ - 15 ml 10 ml
h) | PH - pfi dispergovani 7,15 7,15 7,40

Pted homogenizaci 7,05 6,95 7,40
1) Deionizovana voda 200 ml 200 ml --

(q.s.10)

1) Fosfatovy pufr (q.s.to) -- -- 200 ml

* nezlistava v koneéném produktu

** upraveno pouzitim 0,1 M roztoku hydroxidu sodného
**x  2godPBS

Postup :

V piikladu VII byly fostolipidy DMPC a DMPG rozpustény v etanolu v barice do rotaéni
odparky pfi pomalém otaceni za promyvani dusikem.

V pitkladu VIII byl fosfolipid vajecny fosfatidylcholin rozpustén v trichlormethanu
v barice do rotaéni odparky a v piikladu IX byly fosfolipidy DMPC & DMPG rozpustény
v trichlormethanu v barfice do rota¢ni odparky. Po uplném rozpusténi fosfolipidii
v trichlormethanu byl pfidan etanol a smés se nechala michat pomalym ota¢enim barky za
promyvani dusikem.

V téchto ptikladech byl ziskany fosfolipidovy roztok rota¢né odpafen za snizeného tlaku az
do sucha. Po Gplném odstranéni rozpoustédel byl dusikem promyvan jesté 30 minut.

V ptikladech VII & VIII byl chlorid sodny rozpus§tén ve 175 ml vody. Dusik se nechal
probublavat do tohoto roztoku po dobu 15 minut. Mikronizovany Amphotericin B byl potom
rozsuspendovan v roztoku chloridu sodného za michéani a za probublavani dusikem, pH bylo
upraveno na piiblizné 7,15 piidavkem 0,1 M roztoku hydroxidu sodného.

V piikladu IX byl mikronizovany Amphotericin B rozsuspendovan za michani ve 175 ml
solném fosfatovém pufru (PBS) pH 7,4. Dusik byl probublédvéan 15 minut. PBS piispivéa zhruba 2
g chloridu sodného.

Suchy film lipidid byl hydratovan v rotaéni bafice s vodnou suspenzi mikronizovaného
Amphotericinu B pfipraveného podle tohoto postupu za stalého otaceni battkou a za stalého
promyvéani dusikem. V pfikladé VII bylo pH ziskané lipidové suspenze Amphotericinu B
upraveno na 7,05 a v ptiklad¢ VIII na 6,95 piidavkem 0,1 M roztoku hydroxidu sodného.

Objem byl v piikladech VII & VIII doplnén vodou na 200 ml.
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V prikladu [X byl objem dopInén PBS pH 7,4 na 200 ml.

Lipidova suspenze Amphotericinu B byla potom homogenenizovana s pouitim APV
vysokotlakého homogeniza¢niho mlynu aZ $lo produkt filtrovat pies filtr ze sklenénych vlaken
s velikosti pori 2x10” mm (2p).

Homogenizovand lipidova suspenze Amphotericinu B byla filtrovana ptes filtr ze
sklenénych vlaken s velikosti porti 2x10~ mm (2p) do sklenénych nadob v dusikové atmosféte,
nadoby byly uzavieny a autoklavovany 20 minut pti 121 °C v ptikladu X a 40 minut pi 110 °C
v piikladech VII & VIIL

Sterilni vodna kompozice Amphotericinu B ziskana v prikladu VII byla podrobena
stanoveni toxicity u mySi a bylo provedeno urceni stability/stélosti. Vysledky uréeni toxicity jsou

uvedeny v tabulce 6 a vysledky uréeni stability/stalosti jsou uvedeny v tabulce 7.

Analyza velikosti ¢astic:

Velikost ¢astic vodné kompozice amphotericinu B ziskaného v pfikladu VII byla uréena
na Modelu 770 AccuSizer v systému méfeni velikosti &astic, Inc., USA. Velikost 95 % &astic se
nachazela pod hodnotou 1,63x10” mm (1,63 p) a 90 % &astic mélo velikost mensi nez 1,28x107

mm (1,28 p).

Stanoveni toxicity u mysi:
Stanoveni toxicity vodné kompozice Amphotericinu B ziskané v ptikladu VII byla
provadéna na mysich spolu s béZznym produktem Amphotericinu B, ktery obsahuje dezoxycholat

sodny. Vysledky jsou nasledujici.

Tabulka 6

Stanoveni akutni toxicity u mvysi

LDsp (intravendzné)
Amphotericin B béZny produkt - 3,5 mg/kg télesné hmotnosti
Amphotericin B vodna kompozice podle
ptikladu VII - > 80 mg/kg télesné hmotnosti
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Hodnota LDsy vodné kompozice Amphotericinu B pfipravené v této laboratofi po jediné
injekei byla u mySi > 80 mg/kg. Tato hodnota byla vic nez 20 krat vy33i nez LDs po jediné
injekci bézneho produktu Amphotericinu B, ktery obsahuje dezoxycholat sodny.

Tabulka 7
Udaje pro stabilitu vodné kompozice Amfpotericinu B

podle piikladu VII pfi doporu¢eném zpisobu skladovani pii teploté 2 °C az 8 °C

Doba Vzhled Obsah Aphotericinu B

Zacatek | Zluté¢ zbarvena suspenze s usazeninou pfi stani, 100,6%

ktera se pfi mimém protepani rovnomémeé rozptyli

6 mésicll | Zluté zbarvend suspenze s usazeninou p#l stani, 100,3%

kterd se pfi mirném protfepani rovnomémeé rozptyli

1 rok Zluté zbarvena suspenze s usazeninou pii stani, 99,8%

ktera se pfi mimém protfepani rovnoméme rozptyli

18 mésicti | Zluté zbarvena suspenze s usazeninou pifi stani, 98.3%

ktera se pti mimém protfepani rovnomeémeé rozptyli

2 roky Zlutd zbarvena suspenze s usazeninou pii stani, 96,5%

ktera se pfi mirném protepani rovnomémeé rozptyli

Tento piiklad jasné ukazuje, Ze parenterdlni vodna kompozice Amphotericinu B, ktera
neobsahuje Zadné stopy DMSO nebo chlorovanych uhlovodiki, pokud je pfipravena podle
zdokonaleného postupu tohoto vynalezu, kde nejsou viibec pouZita tato rozpoustédla, vyhovuje
obecnym poZadavkim na dobie prodejny produkt ve formé suspenze pro injek¢ni podani. Nova
vodna kompozice ptipravena podle postupu v pfikladu VII neobsahuje jakakoliv Skodliva

rozpoustédla, jako jsou DMSO a chlorované uhlovodiky.

SKUPINA C : Piiklady X az XII

Slozky pouzité v t&chto piikladech jsou uvedeny v tabulce 8 a postup je uveden dile,

Tabulka 8

Priklady

X XI XII

a) | Amphotericin B
(mikronizovany) 1,00 g 1,00 g 1,00 g
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by |DMPC 0,68 g 0.68¢g 0,68 g
¢c) |DMPG 0,30g 030¢g 030g
d) | Chlorid sodny 1,80 g 1,80 g 1,80 g
e) |Etanol’ 200 ml 200 ml 200 ml
f) | Trichlormethan’ 10 ml 10 ml 10 ml
g) | pH - pfi dispergovani 7,15 7,30 7,20
pted homogenizaci |6,90" 7,00 7,20

h) {Deionizovana voda 200 ml 200 ml -

(g.s.to)
1) Fosfatovy pufro pH 7,2 -- -- 200 ml

(q.s.to)

* Nezistava v koneéném produktu.

** Upraveno pouzitim 0,1 M roztoku hydroxidu sodného.
Postup :

Fosfolipidy DMPC a DMPG byly rozpustény v trichlormethanu v bafice do rota¢ni
odparky. Etanol byl pfidan po rozpusténi fosfolipidi a smés se nechala michat pomalym
ota¢enim bariky za promyvani dusikem. Tento alkoholovy roztok byl za sniZeného tlaku rota¢né
odpafen do sucha. Po upiném odstranéni rozpoustédel byl promyvan dusikem je$té 30 minut.

Mikronizovany Amphotericin B byl v ptikladech X a XI rozsuspendovan ve 150 ml vody a
v ptikladu XII ve 150 ml PBS pH 7,2 za michani a za probublavani dusikem. Pfidanim 0,1 M
hydroxidu sodného bylo pH upraveno na hodnoty uvedené v Tabulce 8 pro ptiklady X & XI.

Suchy film lipidd byl hydratovan v baiice rotaéni odparky se suspenzi mikronizovaného
Amphotericinu B pfipraveného podle uvedeného popisu s pouZitim rotaéni odparky s neustalym
promyvanim dusikem. Pomoci roztoku 0,1 M hydroxidu sodného bylo upraveno pH ziskané
lipidové suspenze Amphotericinu B tak, jak je uvedeno v Tabulce 8. V ptikladech X a XI byl
objem doplnén vodou na 180 ml, zatimco v piikladu XII byl objem dopln&n na 180 ml PBS pH
7,2. V ptikladu XI byl obsah bariky sonikovan 1 hodinu v lazni sonikatoru.

V ptikladech X & XII byla lipidova suspenze Amphotericinu B homogenizovéana pomoci
APV vysokotlakého homogeniza¢niho mlynu az $lo produkt filtrovat pies filtr ze sklenénych
vlaken s velikosti périt 2x10” mm (2 p).

Chlorid sodny byl v piikladu X rozpu§tén ve vodé a ziedén vodou na objem 20 ml.
V piikladu XII byl chlorid sodny rozpustén v PBS pH 7,2 a ziedén PBS pH 7,2 na 20 ml. Tento

roztok chloridu sodného byl pfidan k homogenizované lipidové suspenzi za pomalého michani a




za promyvini dusikem. Tento produkt byl pienesen zp&t do homogenizatoru a byl podroben
znovu cyklu po dobu 5 minut bez pouziti tlaku.

V piikladu XI byla lipidova suspenze Amphotericinu B po sonikaci (vystaveni ultrazvuku)
ponechdna projit téikrat homogenizaci za zvyseného tlaku v APV vysokotlakém homogenizatoru,
Chlorid sodny byl rozpustén ve vodé a vodou zfedén na 20 ml. Tento roztok chloridu sodného
byl za pomal¢ho michani pfidan k lipidové suspenzi Amphotericinu B ziskané po tfech
homogenizaénich cyklech. Tento produkt byl ptenesen zpét do homogenizatoru a byl podroben
znovu cyklu po dobu 5 minut bez zvy3eni tlaku. Potom byl znovu homogenizovan za zvy$eného
tlaku az Slo produkt filtrovat ptes filtr ze sklenénych vlaken s velikosti péri 2x10” mm (2p).

Produkt byl potom filtrovan pfes filtr ze sklenénych vlaken s velikosti pora 2x10” mm
(2p). Piefiltrovany produkt byl naplnén do sklenénych nadob v dusikové atmosféte, nadoby
uzavieny a autoklavovany 40 minut pfi 110°C pomoci cyklu rychlého zahfati a rychlého

ochlazeni.

SKUPINA D : Piiklady XIII az XIV

Slozky pouZité v téchto piikladech jsou uvedeny v tabulce 9 a postup je uveden dale.

Tabulka 9
Ptiklad XIII Ptiklad XIV
a) | Amphotericin B (mikronizovany) 1,00 g --
b) | Amphotericin B (ne-mikronizovany) -- 1,00 g
¢) |DMPC 0,68 g 0,68 g
d) |DMPG 030¢g 0,30 g
e) |Etanol’ 200 ml 200 ml
f) |Trichlormethan’ 10 ml 10 ml
g) |Deionizovana voda (q.s.to) 200 m] 200 ml
h) |pH - pti dispergovani 725 720"
pfed homogenizaci 7,15 7,10"

* Nezlistava v kone¢ném produktu.

** Upraveno pouzitim 0,1 M roztoku hydroxidu sodného.
Postup :

Fosfolipidy DMPC a DMPG byly rozpustény v trichlormethanu v bafice do rotaéni
odparky. Etanol byl ptidén po tplném rozpusténi fosfolipidii a smés se nechala michat pomalym
otacenim bariky za promyvani dusikem. Tento alkoholovy roztok byl za sniZeného tlaku rotadné

odpafen do sucha. Po uplném odstranéni rozpoustédel byl promyvan dusikem je3té 30 minut.
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V pfikladu XIII byl mikronizovany Amphotericin B rozsuspendovan ve vodé za michani a
za probublavani dusikem. V ptikladu XIV byl nemikronizovany Amphotericin B suspendovan
ve vod€ za michani a za probubldvani dusikem. V tabulce 9 je uvedeno pH upravené pfidanim
0,1 M hydroxidu sodného.

Suchy film lipidii byl hydratovin v baice do rotaéni odparky se suspenzi Amphotericinu B
ptipravenou podle uvedeného popisu s pouzitim rotaéniho odpafovade s neustalym promyvanim
dusikem. V tabulce 9 je uvedeno pH upravené pfidanim 0,1 M hydroxidu sodného. V piikladu
XIV byl obsah bariky sonikovan 1 hodinu. Objem byl doplnén vodou na 200 mi.

Lipidova suspenze Amphotericinu B byla homogenizovana pomoci APV vysokotlakého
homogeniza¢niho mlynu az Slo homogenizovany produkt filtrovat pies filtr ze sklenénych vlaken
s velikosti port 2x10” mm (2 .

Homogenizovana lipidova suspenze Amphotericinu B byla filtrovana pres filtr ze
sklenénych vlaken s velikosti pori 2x10° mm (2 p). Prefiltrovany produkt byl naplnén do
sklenénych nadob pod dusikem, nadoby uzavieny a autoklavovany. Autoklavovéni probéhlo 20

minut pi1 121 °C.

Stanoveni toxicity u mysi:

Stanoveni toxicity vodné kompozice Amphotericinu B (bez chloridu sodného) ziskané
v piikladech XIII a XIV byla provddéna na mysich spolu s vodnou kompozici Amphotericinu B,
ktera obsahuje chlorid sodny, podle ptikladu III. Vysledky jsou nasledujici.

Tabulka 10

Stanoveni akutni toxicity u mysi

LDsp (intraven6zné)
Amphotericin B vodna kompozice (s - > 80 mg/kg télesné hmotnosti
chloridem sodnym) podle ptikladu III

Ampbhotericin B vodna kompozice (bez

chloridu sodného) podle prikladi XIII & XIV 40 mg/kg t€lesné hmotnosti

Hodnota LDsy vodné kompozice Amphotericinu B pfipravené bez chloridu sodného
podle ptikladit XIII a XIV po podani jednotlivé injekce byla u mysi 40 mg/kg télesné hmotnosti

ve srovnani s hodnotou >80 mg/kg pro vodnou kompozici Amphotericinu B piipravenou
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s chloridem sodnym podle piikladu [Il. Toto dokazuje nezbytnost chiloridu sodného pro

vytvoteni vodné kompozice Amphotericinu B s nizkou toxicitou.

Vyhody vynalezu:

Vyhody vynalezu jsou nasledujici:

)

1)

ii1)

iv)

Podle vynalezu byla vodna kompozice Amphotericinu B piipravena bez pouziti
DMSO, u né&jz byla prokazana hepatotoxicita.

V disledku nizké rozpustnosti Amphotericinu B v organickych rozpoustédlech
pfijatelnych pro parenterdlni podani (0,1 mg/ml v metanolu) je potteba velkych
objemi organickych rozpoustédel, z ¢ehoz prameni zdlouhavy a naméhavy proces
vyroby a S3patné komer¢ni vyuZiti. Zplsob podle vyndlezu nevyZzaduje pro
rozpousténi Amphotericinu B Zadna organicka rozpoustédia.

Postupy dosavadnich technologii vyzaduji specialni zplsoby filtrace, jako je
tangencialni pritokova filtrace nebo protlacovani. Ve zplsobu podle vynalezu jsou
pouzZity bézné filtracni postupy.

Produkt pfipraveny zplsobem podle vyndlezu je stabilni p# sterilizaci

autoklavovanim, a proto je vhodny pro intravendzni pouZiti.

Zpisob podle vynalezu je jednoduchy a ucinny a ptedstavuje zdokonaleni dosavadniho

stavu techniky. Nejdulezitej$imi rysy zpisobu podle vynalezu je vétsi Cistota ziskaného produktu

bez rizika zlstatku stop Skodlivych rozpoustédel, jelikoZ tato rozpoustédla nejsou ve zplsobu

vyroby viibec pouZita.




s &

Y 2008-2744

patentové naroky urcené pro dalsi fizeni

PATENTOVE NAROKY

1. Zplisob pripravy vodné kompozice s nizkou toxicitou pro parenteralni podani bez
dimetysulfoxidu obsahujici Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy,
vyznadujici se tim, Ze

1) se rozpusti jeden nebo vice fosfolipidi v jednom nebo vice parenteralné
pfijatelnych organickych rozpoustédlech, nacez se rozpoustédla odstrani
odpafenim za sniZeného tlaku za vzniku suchého filmu jednoho nebo
smichanych fosfolipida;

i) rozsuspenduje se Amphotericinu B ve vodné fazi pfijatelné pro parenteralni
podani, kterdA neobsahuje chlorid sodny nebo se rozsuspenduje
mikronizovany Amphotericin B ve vodné fazi piijatelné pro parenteralni
podani, kterd mize obsahovat chlorid sodny;

1) na¢ez se prida vodna faze, ktera je vysledkem kroku (ii), obsahujici
rozsuspendovany Amphotericin B k filmu fosfolipidd, ktery je vysledkem
kroku (1), za sou€asného michani vznikne suspenze Amphotericinu B
s fosfolipidy ve vodné fazi;

1v) poté se upravi pH suspenze, ktera je vysledkem kroku (iii), na 6,0 az 8,0 a
nasledné se homogenizuje az lze suspenzi filtrovat pies filtr ze sklenénych
vlaken s velikosti pdrt 2x10” mm 2u);

v) nacez se piida dostate¢né mnoZstvi roztoku chloridu sodného ve vodé na
konct kroku (iv) tak, aby obsah chloridu sodného v kone¢ném produktu byl

alespoii 0,1 hmotn./obj %.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se dale homogenizovana suspenze,
ktera je vysledkem kroku (v), filtruje pfes filtr ze sklenénych vlaken s velikosti
périt 2x107° mm (2 p) a filtrat se naplni do ampulek pod atmosférou dusiku,
ampulky se uzavfou a sterilizuji autoklavovéanim, coz da kone¢ny produkt vhodny

pro parenteralni podani.




10.

11.

12.

Zpisob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se tim, Ze fosfolipidy jsou
vybrany z vajecného fosfatidylcholinu nebo smési dimyristoylfosfatidylcholinu a

sodné soli dimyristoylfosfatidylglycerolu.

Zptisob podle kteréhokoli z pfedchazejicich narokd, vyznadujici se tim, Ze
organické rozpoustédlo je vybrano z alkoholovych rozpoustédel, chlorovanych

uhlovodiki a jejich smési.

Zpusob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze organické rozpoustédlo je vybrano
z methanolu, ethanolu, isopropylalkoholu, trichlormethanu, tertrachlormethanu a

dichlormethanu.

Zpusob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze organické rozpoustédlo je ethanol.

Zpusob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd, vyznacujici se tim, Ze

obsah Amphotericinu B je od 0,1 hmotn./obj.% aZ | hmotn./obj.% kompozice.

Zpisob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Ze obsah Amphotericinu B je 0,5

hmotn./obj.% kompozice.

Zptsob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznacujici se tim, Ze
obsah chloridu sodného je mezi 0,1 hmotn./obj.% az 0,9 hmotn./obj.%

kompozice.

Zpusob podle naroku 9, vyznadujici se tim, Ze obsah chloridu sodného je mezi

0,4 hmotn./0bj.% az 0,9 hmotn./obj.% kompozice.

Zpusob podle kteréhokoliv z predchazejicich naroktli, vyznadujici se tim, Ze

obsah fosfolipidi je od 0,1 hmotn./obj.% az 1 hmotn./obj.% kompozice.

Zpisob podle kteréhokoliv z ptedchézejicich néarokli, vyznalujici se tim, Ze

obsah fosfolipidi je od 0,4 hmotn./obj.% aZ 0,6 hmotn./obj.% kompozice.
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Zpisob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd, vyznadujici se tim, Ze

hmotnostni pomér Amphotericinu B ku fosfolipididm jeod 1 : 0,8 do 1 : 1,2.

Zpisob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokl, vyznatujici se tim, Ze
fosfolipidy jsou dimyristoylfosfatidylcholin a dimyristoylfosfatidylglycerol,
pricemz jejich hmotnostni pomérjeod 7: 1 do 7 : 15.

Zpisob podle néaroku 14, vyznalujici se tim, Ze hmotnostni pomér

dimyristoylfosfatidylcholinu a dimyristoylfosfatidylglycerolu je 7 : 3.

Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokii, vyznadujici se tim, Ze se
pouZije nemikronizovany Amphotericin B a parenteralné piijatelnou vodnou fazi,

ktera se pouZije v kroku (ii) podle naroku 1 je voda nebo fosfatovy pufr.

Zplsob podle kteréhokoliv z ndrokil 1 az 15, vyznaéujici se tim, Ze se pouzije
mikronizovany Amphotericin B a parenteralné pfijatelnou vodnou fazi, ktera se
pouZije v kroku (ii) podle naroku 1 je voda nebo fosfatovy pufr, solny roztok nebo

solny, fosfatovy pufr.

Zpisob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznaédujici se tim, Ze pH
vodné faze, kterd se pouZije k rozsuspendovani Amphotericinu B v kroku (ii) se

upravi na 6,0 azZ 8,0.

Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich néarokili, vyznadujici se tim, Ze
sterilizace zhomogenizované, zfiltrované suspenze se provede bé&znym

autoklavovanim.

Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznadujici se tim, Ze

teplota sterilizace je 110 °C.

Zpusob podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 18 a 20, vyzmalujici se tim, Ze se
sterilizace provede specidlnim zpiisobem autoklavovani pfi némZ je zna¢ng

zkracen Cas zahiivani a ochlazovani pomoci cyklu rychlého zahfati a ochlazeni.
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Zpusob podle kteréhokoliv z narokii 1 az 15 a 17 az 21, vyznadujici se tim, Ze
pokud se pouZije mikronizovany Amphotericin B je chlorid sodny ptidan
v kterémkoliv z krokd (ii) aZ (iv) tak, Ze obsah chloridu sodného ve koneeném

produktu je alespori 0,1 hmotn./obj.%.

Zpisob podle kteréhokoliv z predchazejicich narokil, vyznadujici se tim, ze
kone¢ny produkt vodné kompozice je zcela bez jakéhokoliv chlorovaného

uhlovodiku

Vodna kompozice s nizkou toxicitou pro parenteralni podani bez dimetysulfoxidu
vyznatujici se tim, Ze obsahuje Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy,

piicemz ji lze ptipravit zplisobem podle kteréhokoliv z ptedchazejicich naroki.

Vodna kompozice s nizkou toxicitou pro parenteralni podani bez dimetysulfoxidu
obsahujici Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy podle narok 24
vyznalujici se tim, Ze v podstaté je, jak popsana v kterémkoliv z piikladd I az
XII

Zpisob pfipravy vodné kompozice s nizkou toxicitou pro parenteralni podani bez
dimetysulfoxidu obsahujici Amphotericin B, chlorid sodny a fosfolipidy podle
naroku 1 vyznalujici se tim, Ze v podstat® je, jak popsana v kterémkoliv

z ptikladd I az XII.




23 (14 (1] L]

Anotace

Nazev vynalezu: Vodna kompozice Amphotericinu B.

Jsou popsany vodné kompozice snizkou toxicitou pro parenteralni podani bez
dimetysulfoxidu obsahujici Amphotericin B. Kompozice #§ krom& Amphotericinu B v podstaté
sestavaji z fosfolipidii a chloridu sodného. Kompozice jsou sterilizovany autoklavovanim. Byl
popsan zplsob pfipravy t&chto kompozic bez pouziti rozpoustédel rozpoust&jicich Amphotericin

B. Kompozice jsou uréeny pro lé¢bu invaznich plisiovych infekci.
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