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Mikrofluidiserte partikler av atovaquon og en fremgangsmate for
fremstilling av slike. Mer spesielt beskrives et farmasaytisk preparat
som inneholder mikrofluidiserte partikler av atovaquon som har
forbedret biotilgjengelighet, og dets anvendelse 1 terapi.
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer mikrofluidiserte partikler av atovaquon (2-[4-(4-klor-
fenyl)cykloheksyl]-3-hydroksy-1,4-naftokinon), farmaseytisk preparat som inneholder
slike mikrofluidiserte partikler som har anvendelse i terapi, fremgangsmaite for deres
fremstilling, og fremgangsmdte for fremstilling av preparatet. '

Atovaquon er tidligere beskrevet f.eks i EP-patent 0123238 og US patent 5.053.432 som
angér 2-substituert-3-hydroksy-1,4-naftokinoner av formel (I):
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hvor enten R1 er hydrogen og R2 er valgt fra Cy_g alkoksy, aralkoksy, C1_g alkyl-C1_6
alkoksy, fenyl substituert med en eller to grupper valgt fra halogen og C1_¢ alkyl,
halogen og perhalogen-C1_g alkyl eller R1 og R2 er begge C1_¢ alkyl eller fenyl, ogn er
0 eller 1, og fysiologisk akseptable salter derav. Forbindelsene angis & ha antiprotosoal
aktivitet. Spesielt angis det at forbindelser av formel (I) hvor n er 0 er aktive mot den
humane malariaparasitten Plasmodium falciparum og ogsd mot Ehneﬁa—aﬁer slik som
E.tenella og E.acervulina, som er kausative organismer til coccidiose og forbindelser av
formel (I) hvor n er 1 angis 4 veere aktive mot protosoer av slekten Theileria, spesielt
T.annulata eller T.parva. Blant forbindelsene som spesielt er navngitt og cksemplifisert
er forbindelsen av formel (I) hvor n er 0, Rler hydrogen og R2er 4-klorfenyl, dvs
atovaquon.

EP 0362996 beskriver anvendelse av atovaquon 1 behandling og/eller profylaks av
Pneumocystis carinii pneumonia.

Ytterligere anvendelser av atovaquon mot toxoplasmose og cryptosporidiose er be-
skrevet henholdisvis i EP-patentseknader 0445141(WO 9104021) og 0496729 (WO
9105550).
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Effektiviteten til atovaquon som et terapeutisk middel er begrenset av dets biotil-
gjengelighet. Det er folgelig et formil med foreliggende oppfinnelse & tilveiebringe
atovaquon i en mer biotilgjengelig form.

Det er nd funnet at biotilgjengeligheten av atovaquon kan gkes ved 4 sikre at
partikkelstorrelsen er innenfor et visst definert omride for smé partikler. Konvensjonelle
metoder for redusering av partikkelstarrelsen til atovaquon ble funnet & vare uten
suksess med hensyn til 4 fremstille partikler av den sterrelse som er nedvendig for &
forbedre biotilgjengelighet.

Et mikrofluidiseringsapparat, betegnet Microfluidiser, har vart markedsfort av
Microfluidics Corporation siden 1985. Prinsippet ved driften av dette er basert p en
neddykket jetteknologi. Den ble konstruert hovedsakelig som en homogeniserings-
anordning for bruk i matvare- og farmaseytisk industri, for fremstilling av f.eks
emulsjons- og liposomale systemer og har senere veert benyttet for cellebrytningsformal
i bioteknologiske anvendelser.

Det er nd overraskende funnet at mikrofluidiserte partikler av atovaquon fremstilt ved
bruk av en Microfluidiser har forbedret forbindelsens biotilgjengelighet. Det antas at
dette skyldes de mikrofluidiserte atovaquonpartiklenes lille storrelse og snevre
storrelsesomréde.

Ved bruk av nevnte Microfluidiser blir tilfarselsstrammen pumpet inn i et spesielt
konstruert kammer i hvilket fluidstrammer samvirker ved meget haye hastigheter og
trykk. Fikserte mikrokanaler i reaksjonskammeret tilveiebringer en ekstremt fokusert
reaksjonssone med intens turbulens hvilket forirsaker frigjering av energi blant kavi-
tasjons- og skjeerkrefier. Uten enske om 4 vaere bundet av noen teori antas det at siden
alt produkt passerer gjennom et dimensjonelt fastsatt areal med energifrigjering blir
sterre sterrelsesensartethet og mindre sterrelser oppnddd ved bruk av nevnte Micro-
fluidiser enn ved konvensjonelle metoder for fremstilling av fine partikler.

Det er ifelge foreliggende oppfinnelse tilveiebragt atovaquon som er kjennetegnet ved at
det er i form av partikler hvor minst 90 % av partiklene har en volumdiameter i omridet
0,1-3 um. Det er foretrukket at minst 95 % av partiklene har en volumdiameter i '
omridet 0,1-2 pm.

Ifelge oppfinnelsen er det ogsA tilveiebragt et farmasoytisk preparat som er kjennetegnet
ved at det innbefatter mikrofluidiserte partikler av atovaquon. Det er foretrukket at
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minst 90 % av de mikrofluidiserte partiklene av atovaquon i dette preparatet har en
volumdiameter i omréidet 0,1-3 pm.

Ytterligere foretrukne og fordelaktige trekk ved dette preparatet fremgér fra de med-
felgende krav 4-8.

Bzrerenc mi vaere akseptable i den forstand at de er kompatible med de andre be-
standdelene i sammensetningen og ikke skadelige for mottakeren.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer videre en fremgangsmate for fremstilling av
mikrofluidiserte partikler av atovaquon, og denne fremgangsmadten er kjennetegnet ved
at den innbefatter blanding av atovaquon med en flytende vehikkel for oppndelse av en
blanding hvor konsentrasjonen av atovaquon er mindre enn 450 mg/ml og utsettelse av
blandingen for minst 3 passasjer gjennom en Microfluidiser. Derved oppnés nevnte
atovaquon i form av partikler hvor minst 90 % av partiklene har en volumdiameter i
omradet 0,1-3 pm. Fortrinnsvis har minst 95 % av partiklene en volumdiameter i
omridet 0,1-2 pm.

Ifelge et ytterligere aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en fremgangsmate for fremstilling
av et farmaseytisk preparat, og denne fremgangsmaten er kjennetegnet ved at den innbe-
fatter trinnene:

a) blanding av atovaquon med en flytende vehikkel for oppnéelse av en blanding hvor
konsentrasjonen av atovaquon er mindre enn 450 mg/ml,

b) utsettelse av blandingen for minst 3 passasjer gjennom en Microfluidiser for
oppnaelse av et mikrofluidisert preparat hvor nevnte atovaquon er i form av
partikler og minst 90 % av disse partiklene har en volumdiameter i omréidet 0,1-3

pm,

¢) blanding av det mikrofluidiserte preparatet med én eller flere farmasgytisk aksep-
table barere for dette.

Foretrukne og fordelaktige trekk ved denne fremgangsméten fremgér fra de
medfelgende krav 11 til 13.
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Blandingen utsettes hensiktsmessig for 10-50 passasjer gjennom Microfluidiser-
apparatet, f.eks 25-30 passasjer. Blandingen utsettes fortrinnsvis for 15-25 passasjer
gjennom nevnte Microfluidiser.

I en utforelse er den flytende vehikkelen et overflateaktivt middel. Den flytende
vehikkelen er fortrinnsvis en opplesning av overflateaktivt middel. I en spesielt
foretrukken utforelse er det overflateaktive midlet Poloxamer 188-opplesning. I en
annen foretrukken utfarelse innbefatter de farmasoytisk akseptable barerene et
suspensjonsmiddel. Egnede suspensjonsmidler inkluderer metylcellulose og xantan-
gummi. Suspensjonsmidiet er fortrinnsvis xantangummi.

Farmaseytiske preparater inkluderer de som er egnet for oral og parenteral (inkludert
subkutan, intradermal, intramuskul®r og intravenes) administrasjon samt administrasjon
gjennom nese-maverer. Egnede preparater som omfattes av foreliggende oppfinnelse
inkluderer f.eks faste doseringsformer slik som tabletter og flytende doseringsformer
slik som suspensjoner, som er foretrukne preparater. Preparatet kan nir det passer,
hensiktsmessig bli presentert som adskilte doseringsenheter og kan fremstilles fra de
mikrofluidiserte partiklene ved bruk av metoder som er kjent innen farmasien.

Tester for miling av biotilgjengeligheten av atovaquon in vivo viser at preparater av
mikrofluidisert atovaquon har forbedret biotilgjenglighet sammenlignet med tidligere
kjente preparater. Foreliggende preparat som innbefatter mikrofluidisert atovaquon er
séledes egnet for bruk i terapien, spesielt i behandling og profylaks av parasittiske
protozoinfeksjoner, f.eks malaria og toksoplasmose, og infeksjoner forirsaket av

P.carinii.

Oppfinnelsen vil nd bli ytterligere illustrert ved felgende eksempler.
EKSEMPEL 1

Fremstilling av mikrofluidiserte partikler av atovaquon

Atovaquon ble fremstilt ved fremgangsmaéter ifalge den tidligere teknikk, f.eks US
patent nr 5.053.432. 600 ml av en blanding bestiende av 2,5 % vekt/vol atovaquon i
0,25 % vekt/vol vandig Celacol M2500 ble tilberedt og 100 ml ble bibeholdt i en
glassbeholder som en kontroll. En modell 120B Microfluidiser-apparat i labora-
toriemélestokk ble forbundet med en 4279 kPa (90 psi) pneumatisk tilfersel og justert
for frembringelse av et fluidtrykk pa 713 MPa (15.000 psi). Maskinsokkelen, reaksjons-
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kammeret og rersystemet ble neddykket i et bad med kaldt vann. 500 ml av blandingen
ble anbragt i Microfluidiser-apparatets massebeholder og fart gjennom Microfludiser-
apparatets reaksjonskammer for den ble returnert til massekammerets topp og side.
Blandingen ble resirkulert kontinuerlig gjennom reaksjonskammeret og det ble tatt
praver ved 10, 20, 30, 45 og 60 minutter. Antall passasjer som hver av disse prevene
hadde blitt utsatt for ble beregnet og er vist i nedenstiende tabell 1.

TABELL 1
Mikrofluidiseringstid Provevolum
Prove (minutter) (ml) Antall passasjer

Kontroll 0 100 0
1 10 105 8
2 20 105 9-19
3 30 110 31-35
4 45 105 65-77
5 60 35 142-244

Det ble foretatt mikroskopiske observasjoner av kontrollen og prevene ved 40x for-
starrelse og resultatene var som felger:

Kontroll - Varierte former, plater, staver og sferoider, omkring 5x5 um generelt
opptil 7,5 x 10 pm, lost aggregert.

Prove 1 - Mer avrundede mindre former, noen "store” krystaller, mange smé
fragmenter 2,5 x 2,5 um, mer dispergert.

Prove 2 - Mer avrundede, mindre former, fler fragmenter.
Prove 3 - Enda mer avrundede, mindre former, fler fragmenter.
Prove 4 - Yiterligere mer avrundede, mindre former, fler fragmenter.

Prove s - Meget smd partikler, alle under 2,5 um, alle avrundet, monodisperse.
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EKSEMPEL 2

Farmaseytisk preparat

En oral suspensjonspreparat ble fremstilt ved blanding av falgende bestanddeler:

Mikrofluidiserte partikler av atovaquon 150,0 mg
Poloxamer 188 5,0 mg
Benzylalkohol 10,0 mg
Xantangummi 7,5 mg
Renset vann for oppnielse av 1,5 mg
EKSEMPEL 3

Biologisk test

Ni friske frivillige menn som hadde fastet mottok enkeltdoser av 5 mg/ml suspensjoner
inneholdende 250 mg atovaquon som en 3 um midlere partikkelstorrelse-suspensjon og
1 um mikrofluidisert suspensjon i et randomisert "crossover"-studium. Plasmapraver ble
tatt ved intervallet opp til 2 uker etter den siste dosen og analysert ved HPLC.
Resultatene er gitt i nedenstidende tabell 2.

TABELL 2

3 pm suspensjon 1 pm suspensjon
midlere (SD)AUC 95 (62) ug/ml. time 247 (85) pg/ml. time
midlere (SD)Ciaks 1,2 (0,7) pg/ml 5.0 (1,6) pg/ml
median T ks 5 timer 1 time

Den midlere (95 % CI) ekning for AUC til 1 pm-suspensjonen i forhold til 3 pm-sus-
pensjonen var 2,6-ganger (1,9-3,5) og for Cpqks var den 4,1-ganger (2,5-6,6).
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Patentkray

1.
Atovaquon, k ara kterisert ved atdeteriformav
partikler hvor minst 90 % av partiklene har en volumdiameter i omrédet 0,1-3 um.

2.
Farmaspytisk preparat, k a r a k t er i s er t v e d atdet
innbefatter mikrofluidiserte partikler av atovaquon.

3.

Farmasagytisk preparat ifglgekrav2, k ara k terisert
v e d atminst 90 % av de mikrofluidiserte partiklene av atovaquon har en
volumdiameter i omridet 0,1-3 pum.

4,

Farmasgytisk preparat ifolge krav2eller3, k ara k t er i s ert

v e d atdet ytterligere innbefatter én eller flere farmaseytisk akseptable barere for
dette.

5.
Farmasgytisk preparat ifelgekrav2til4, k ar a k t er i s e rt

v ¢ d atdeteriform av en suspensjon.

6.

Farmaseytisk preparat ifglge hvilket som helst av kravene 4 og 5,
karakterisert v e d atdefarmaseytisk akseptable bererene
inkluderer et suspensjonsmiddel.

7.
Farmaseytisk preparat ifolgekrav6, k ar a k terisert
v e d atsuspensjonsmidlet er xantangummi.

8.
Farmaseytisk preparat ifolge hvilket som helst av kravene 2 til 7, for bruk i behandling
og/eller profylakse av parasittiske protozoinfeksjoner fordrsaket av P.carinii.
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9.

Fremgangsmate for fremstilling av mikrofluidiserte partikler av atovaquon ifelge krav 1,
karakterisert v e d atdeninnbefatter blanding av
atovaquon med en flytende vehikkel for oppnéelse av en blanding hvor konsentrasjonen
av atovaquon er mindre enn 450 mg/ml, og utsettelse av blandingen for minst 3

passasjer gjennom en Microfluidiser.

10.
Fremgangsmate for fremstilling av et farmasaytisk preparat,
karakterisert v e d atdeninnbefatter trinnene:

a) blanding av atovaquon med en flytende vehikkel for oppndelse av en blanding hvor
konsentrasjonen av atovaquon er mindre enn 450 mg/ml,

b) utsettelse av blandingen for minst 3 passasjer gjennom en Microfluidiser for
oppnéelse av et mikrofluidisert preparat hvor nevnte atovaquon er i form av
partikler og minst 90 % av disse partiklene har en volumdiameter i omridet 0,1 ~ 3

pm,

¢) blanding av det mikrofluidiserte preparatet med én eller flere farmaseytisk aksep-
table barere for dette.

11.
Fremgangsmite ifelge kravQeller10, k ara k t eri s er t
v e d atblandingen utsettes for 10 — 50 passasjer gjennom nevnte Microfluidiser.

12,
Fremgangsmate ifelgekrav1l, k ara k terisert vedat
blandingen utsettes for 15 — 25 passasjer giennom nevnte Microfluidiser.

13.

Fremgangsmite ifolge hvilket som helst av kravene 10 — 13,
karakterisert v e d atdenflytendevehikkeleneren
opplesning av overflateaktivt middel.
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14.
Fremgangsmite ifalgekrav13, k ara k terisert ved at
opplesningen av det overflateaktivte middelet er polyetylen (Poloxamer 188)-

opplesning.

15.
Fremgangsméite ifelgekrav10, k ara k t erisert v ed atde
farmasaytisk akseptable bererne inkluderer et suspenderingsmiddel.

16.
Fremgangsméte ifelgekravl5, k ara k terisert vedat
suspenderingsmidlet er xantangummi.

17.
Farmaseytisk preparat, k a r a k t er i s ert v e d atdeter
fremstiit ved en fremgangsmate ifalge hvilket som helst av kravene 10 — 16.
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