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OPIS IZUMA

Izum se odnosi na garnituru koja obuhvaca farmaceutski pripravak koji sadrzi repinotan ili fizioloski prihvatljiva sol
repinotana, i sredstvo za odredivanje koncentracije repinotana ili njegovih metabolita u tjelesnim teku¢inama, i takoder
na nove farmaceutske pripravke koji sadrze repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana, i na postupke za njihovu
proizvodnju.

Za akutno lije¢enje neurodegenerativnih bolesti kao §to je udar kapi i1 kraniocerebralna trauma, koje kod tih pacijenata
¢esto dovode do dugotrajnih neurologkih i funkcionalnih deficita, do sada nijedan nalin lijeGenja nije bio prihvacen
Sirom svijeta kao uc¢inkovit. Osim upotrebe trombolitika (na primjer t-PA) u prva 3 sata nakon ishemijskog udara ili
upotrebe nimodipina, za pacijente koji ima imali traumatske suparahnoidno krvarenje, jo§ uvijek nema medicinskog
pristupa koji dovoljno uzima u obzir patofiziolo§ku kaskadu.

EP-A-0 352 613 opisuyje 2-[4-({[(2R)-kroman-2-il]-metil }amino}butil]-1,2-benzizotiazol-3(2H)-on  1,1-di-oksid
(generiCki naziv: repinotan) i soli repinotana za lijeCenje bolesti sredi$njeg nervnog sistem, posebno udara kapi.

U DE-A-195 43 476 je opisana prikladnost repinotana i njegovih soli za lije¢enje kraniocerebralne traume.

U brojnim klini¢kim studijama, repinotan je pokazao svoju dobru podnosljivost u zdravim subjektima i pacijentima
nakon udara kapi ili kraniocerebralne traume. Osim toga, postoje¢i klini¢ki podaci pokazuju da je bilo moguce
poboljsati ncuroloske 1 funkcionalne dcficitc (nakon 3 i 6 mjescei, odnosno ovisno o indikaciji). U poscbnom slucaju
pacijenata koji su dosegli koncentracije u krvnoj plazmi u podruéju od priblizno 5-20 pg/l, rezultat lijecenja je bio
znacajno bolji nego kod pacijenata koji su primili placebo.

Posebno dobar rezultat lijeCenja moze se dobiti upotrebom garniture prema izumu, koja obuhvaca farmaceutski
pripravak koji sadrzi repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana 1 sredstvo za odredivanje koncentracije
repinotana ili njegovih metabolita u tjelesnim teku¢inama.

Upotreba garniture prema izumu omogucuje lijek koji kao aktivan spoj sadrzi repinotan u obliku slobodne baze ili
kiselinske adicijske soli, koji se moZe aplicirati i u kratkom vremenu se moze utvrditi stvarnu koncentraciju repinotana
ili njegovih metabolita u tjelesnim tekuc¢inama lijeCenog pacijenta. Tako je, bez vremenskog odgadanja i s malim
troskovima $to se tiCe osoblja i uredaja, moguce izvrsiti podesavanje doze koja je prema potrebi nuzna za optimalnu
terapiju. Garnitura prema izumu predstavlja stoga znacajnu prednost u akutnoj terapiji neurodegenerativnih bolesti,
posebno udara kapi i kraniocerebralne traume.

Farmaceutski pripravci sadrzani u gamituri prema izumu mogu biti prisutni, na primjer, kao tablete, prevucene tablete,
pilule, granule, aerosoli, sirupi, emulzije, suspenzije, otopine ili liofilizati koji se mogu prevesti u otopinu. Kao aktivan
spoj, farmaceutski pripravcei sadrze repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana. Tu aktivan spoj treba biti prisutan
koncentracijom od priblizno 0,05 do 95 mas. %, ponajprije od priblizno 0,5 do 90 mas. % od ukupne smjese, tj.
koli¢inama koje su dovoljne da se dobije navedeni raspon doziranja. Osim aktivnog spoja, farmaceutski pripravci mogu
dodatno sadrzavati incrtna, nctoksi¢na, farmaccutski prikladna pomoéna sredstva.

Repinotan ima slijede¢u strukturnu formulu:

m
(e) NN S0,

o

Fizioloski prihvatljive soli repinotana mogu biti soli repinotana s mineralnim kiselinama, karboksilnim kiselinama ili sa
sulfonskim kiselinama. Prednosne soli repinotana su soli s kiselinama iz niza koji ¢ine solna kiselina, bromovodi¢na
kiselina, sumporna kiselina, fosforna kiselina, metansulfonska kiselina, etansulfonska kiselina, toluensulfonska kiselina,
benzensulfonska kiselina, naftalendisulfonska kiselina, octena kiselina, propionska kiselina, mlijeéna kiselina, vinska
kiselina, limunska kiselina, fumarna kiselina, maleinska kiselina ili benzojeva kiselina. Posebnu prednost daje se
repinotan hidrokloridu.

Izbor pomoc¢nih sredstava ovisi o na¢inu formuliranja. Pomoc¢na sredstva koja se mogu spomenuti jesu, na primjer,
voda, netoksi¢na organska otapala, kao Sto su parafini (npr. naftne frakcije), biljna ulja (npr. kikirikijevo ulje, sezamovo

ulje), alkoholi (npr. etil alkohol, glicerol), nosaci, kao na primjer smrvljeni prirodni minerali (npr. kaolini, gline, talk,
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kreda), smrvljeni sintetiCki minerali (npr. visoko disperzna silicijeva kiselina, silikati), Seceri (npr. saharoza, laktoza i
dekstroza), emulgatori (npr. polioksietilen esteri masnih kiselina, polioksietilen eteri masnih alkohola), disperzna
sredstva (npr. lignin, sulfitne otpadne tekuéine, metil-celuloza, $krob i polivinilpirolidon) i lubrikanti (npr. magnezijev
stearat, talk, stearinska kiselina i natrijev sulfat).

Garnitura prema izum obuhvaca kao farmaceutski pripravak ponajprije infuzijsku otopinu koji sadrzi aktivan spoj ili
kruti farmaceutski pripravak iz kojeg se tu infuzijsku otopinu moze pripraviti dodatkom vode ili izotoni¢ne otopine
elektrolita.

Prednosna farmaceutska formulacija je liofilizat, koji se dodatkom vode ili izotoni¢ne otopine elektrolita moze prevesti,
na primjer, u infuzijsku otopinu. U liofilizatu, aktivan spoj ima povecanu postojanost pri skladiStenju, 1 iz liofilizata se
pod sterilnim uvjetima moze lako 1 brzo pripraviti otopinu bez ¢estica, koja je prikladna za izravnu primjenu u pacijentu,
na primjer kao infuzijska otopina. Osim aktivnog spoja, liofilizat korisno sadrzi i druga, farmaceutski prikladna,
pomoéna sredstva, posebno sredstva koja oblikuju matricu.

Sredstva za tvorbu matrice, u opsegu izuma, jesu amino kiseline kao glicin, alanin ili aspartinska kiselina, peptidi kao
Zelatina, kolagen ili albumin, monosaharidi kao glukoza ili laktoza, disaharidi kao maltoza, suharoza ili trehaloza,
oligosaharidi kao ciklodekstrini ili malto-dekstrini, polisaharidi kao $krob i derivati §kroba i celuloza i derivati celuloze,
polimerna sredstva za tvorbu matrice kao polivinilpirolidon ili polietilen glikol, soli s natrijevim kloridom ili kalcijevim
karbonatom, $ecerni alkoholi kao manitol, sorbitol ili ksilitol. Posebnu prednost daje se manitolu, natrijevom kloridu,
glicinu, saharozi, maltozi i laktozi. Vrlo poscbnu prednost daje s¢ manitolu.

Ako se iz liofilizata pripravlja infuzijsku otopinu, povoljno je da ona bude izotoni¢na. To se moze posti¢i s liofilizatom
koji ve¢ sadrzi odgovarajucu koli¢inu elektrolita, kao na primjer, natrijev klorid, manitol ili glukozu, ili s izotoni¢nom
otopinom elektrolita koju se koristi za pripravu i za razrjedivanje otopine.

Izotoni¢ne otopine elektrolta jesu, na primjer, vodena otopina natrijevog klorida koja sadrzi 0,9 mas. % NaCl, ili otopina
koja sadrzi 5 mas. % glukoze.

Koli¢ina aktivnog spoja u infuzijskoj otopini treba biti priblizno 0,1 pug/ml do 1 mg/ml, ponajprije priblizno 0,5 do 5
pg/ml.

Priprava repinotana i soli repinotana je opisana u EP-A-0 352 613. Repinotan hidroklorid odgovara tamo primjeru 92H.

Soli prema izumu mogu se takoder dobiti reakcijom slobodne baze repinotana u prikladnim otapalima sa
stehiometrijskim ili nadstehiometrijskim koli¢inama kiseline na kojoj se temelji sol u temperaturnom podruéju od 0°C
pa sve do vrelita otapala. Prikladna otapala su, na primjer, voda, alifatski alkoholi kao metanol, etanol ili 2-propanol,
alifatski eteri otvorenog lanca ili cikli¢ki eteri kao dietil eter, terc-butil metil eter, dioksan, tetrahidrofuran ili alifatski
ketoni kao 2-propanon, 2-butanon, i takoder njihove mjefavine. Soli se dobiju izravno iz te mjeSavine kao krutina,
prema potrebi nakon djelomi¢nog ili potpunog odstranjivanja otapala destilacijom; one se mogu ofistiti
prekristalizacijom ili ponovnim taloZenjem, na primjer, u gore spomenutim otapalima ili u njihovim mjc$avinama.

Farmaceutski pripravei prema izumu u garnituri mogu takoder sadrzavati i mje$avine repinotana i njegovih soli ili razne
soli repinotana.

Repinotan ili njegove fizioloski prihvatljive soli moZe (mogu) se preraditi na poznati nacin u uobiajene formulacije kao
§to su tablete, prevucene tablete/ pilule, granule, aerosoli, sirupi, emulzije, suspenzije i otopine, upotrebom inertnih,
netoksiénih, farmaceutski prikladnih nosada ili otapala. Prednost se daje onim otopinama aktivnog spoja ili krutim
farmaceutskim pripravcima koji se mogu prevesti u otopinu, kao $to su, na primjer, liofilizati. Ovdje terapeutski aktivan
spoj u svakom slu¢aju moze biti prisutan koncentracijom od priblizno 0,05 do 95 mas. %, ponajprije od priblizno 0,5 do
90 mas. % od ukupne smjese, tj. koli¢inama koje su dovoljne da se dobije navedeno podruéje doziranja.

Formulacije se pripravljaju, na primjer, mije$anjem aktivnih spojeva s otapalima i/ili s pomoc¢nim sredstvima,
upotrebom prema potrebi emulgatora 1/ili sredstava za dispergiranje, pri ¢emu je, na primjer, u slucaju upotrebe vode
kao sredstva za razredivanje, moguca prema potrebi i upotreba organskih otapala kao pomoc¢nih otapala.

Osim toga, garnitura prema izum obuhvaca i sredstvo za odredivanje koncentracije repinotana ili njegovih metabolita u
tjelesnim tekuc¢inama.

Ako analit, umjesto upotrijebljenog aktivnog spoja, korisno se moze odrediti metabolit repinotana. Metaboliti repinotana
su opisani.
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Tjelesne tekucéine u opsegu znaCenja ovog izuma jesu, na primjer, urin, krv i frakcije dobivene iz krvi, kao serum ili
plazma. Prednost se daje krvi i frakcijama dobivenim iz krvi, posebno ponajprije krvnoj plazmi.

Koncentracija repinotana se odreduje u krvi ili u frakcijama dobivenim iz krvi, ponajprije u krvnoj plazmi.

Prikladna sredstva za odredivanje koncentracije jesu, na primjer, kromatografski uredaji kao tekuc¢inska ili plinska
kromatografija, koju se prema potrebi moZe povezati s masenim spektrometrom (LC-MS ili GC-MS). Takoder su
prikladna sredstva koja rade u skladu s imunolo$kim metodama, kao na primjer, ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assays). Sredstva ovog tipa su poznata.

Posebno prikladna sredstva su ona koja se mogu upotrijebiti na mjestu lije¢enja (bedside ili point-of-care tests), jer se s
njima moze prema potrebi provesti podesavanje doze potrebne za optimalnu terapiju bez vremenskog odgadanja.

Prednosna sredstva u garnituri prema izum su aparati za odredivanje koncentracije analita koji su opisani u WO-A-
99/46591. Ti aparati se mogu proizvesti i upotrijebiti u skladu s postupcima koji su tamo opisani i koji omogucuju da se
bez vremenskog odgadanja i s malim troSkovima §to se tiCe osoblja i uredaja izvrsi odredivanje doze koja je prema
potrebi nuzna za optimalnu terapiju.

Garnitura prema izumu je posebno prikladna za akutno lijecenje neurodegenerativnih bolesti, u posebno udara kapi ili
kraniocerebralne traume.

Farmaceutski pripravak prema izumu se daje na uobicajen nadin, ponajprije oralno ili parenteralno, posebno
perlingvalno ili intravenski. U slu¢aju oralne aplikacije, neovisno o spomenutim pomoc¢nim sredstvima, tablete, naravno,
mogu takoder sadrzavati dodatke kao $to je natrijev citrat, kalcijev karbonat i dikalcijev fosfat, zajedno s raznim
dodatnim tvarima, kao §to je Skrob, ponajprije krumpirov $krob, Zelatina i slicno. Lubrikanti, kao magnezijev stearat,
natrijev lauril sulfat i talk se mogu dodatno upotrijebiti za tabletiranje. U slu¢aju vodenih suspenzija, neovisno o gore
spomenutim pomo¢nim tvarima, aktivni spojevi se mogu pomijeSati s raznim sredstvima za pojaCavanje okusa ili s
bojilima. U slu¢aju parenteralne aplikacije, u otopinama aktivnih spojeva mogu se upotrijebiti 1 prikladni tekuéi noseci
materiali.

Opcenito, za postizanje ucinkovitih rezultata kod intravenske aplikacije pokazalo se je povoljnim dati aktivan spoj
koli¢inom od priblizno 0,01 pg/kg/h do 10 pg/kg/h (ug ili mg po kg tjelesne tezina na sat), ponajprije priblizno 0,05
png/kg/h do 2 pg/kg/h. Aplikaciju se u svakom slu¢aju moZze provesti u obliku pojedinaénih doza.

U sluéaju oralne aplikacije, dnevna doza aktivnog spoja je 0,001 do 0,2 mg/kg, ponajprije 10 do 100 pg/kg tjelesne
tezine.

Unato¢ tome, ako je to prikladno, moze biti potrebno odstupiti od spomenutih koli¢ina, naime ovisno o tjelesnoj tezini
ili o na¢inu aplikacije, o pojedina¢noj reakciji na lijek, o nacinu njegovog formuliranja i o vremenu ili vremenskim
razmacima u kojima se vr$i aplikaciju. Tako u nekim slu¢ajevima moZe biti korisno uzeti manje od gore spomenute
minimalne koli¢inc, dok sc u drugim slu¢ajcvima mora prckoraditi gornju navedenu granicu. U slu¢aju aplikacije
relativno velikih koli¢ina, moze biti preporuéljivo podijeliti doze na nekoliko pojedinaénih doza tijekom dana.

Da bi se stabiliziralo pacijenta na terapeutski najpovoljniju koncentraciju repinotana, pacijentu se najprije daje
definiranu pocetnu dozu repinotana, koncentraciju repinotana se provjerava nakon fiksnog, prethodno odredenog
vremena upotrebom sredstva prema izumu i zatim se prema potrebi podeSava daljnje doziranje.

Na primjer, pacijentu da daje infuziju s otopinom koja sadrzi repinotan hidroklorid brzinom od 1,25 mg repinotana/
dnevno. Nakon 6 sati, upotrebom sredstva prema izumu utvrdi se je li koncentracija repinotana u plazmi iznad ili ispod
priblizno 17 pug/l. Ako je koncentracija repinotana u plazmi ispod navedene grani¢ne koncentracije, infuziju se nastavi
navedenom brzinom. Medutim, ako je koncentracija repinotana u plazmi iznad navedene grani¢ne koncentracije, brzinu
infuzije se smanji na 0,5 mg repinotana/dnevmo. 12 sati nakon pocetka infuzije, ponovno se kontrolira koncentraciju
repinotana u plazmi. Ponovno, brzinu infuzije se zadrzava ako je koncentracija repinotana u plazmi priblizno 17 pg/l, a
smanjuje se na 0,625 ili 0,25 mg repinotana/dnevno ako koncentracija repinotana plazmi prelazi priblizno 17 pg/l. Na taj
nacin se u maksimalnom broju pacijenata moze odrzati koncentraciju repinotana u plazmi u povoljnom terapeutskom
podru¢ju doziranja od priblizno 5 do 20 pg/l.

U daljnjem aspektu, izum se odnosi na krute farmaceutske pripravke koji sadrze repinotan ili njegove fizioloski
podnosljive soli, 1 fizioloSki prihvatljivu kiselinu.

Iznenadujuce, izgleda da se dodatkom fizioloski prihvatljive kiseline povetava postojanost pri skladistenju krutih
farmaceutskih pripravaka koji sadrze repinotan ili njegove fizioloski podnogljive soli.
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Fizioloski prihvatljive kiseline u smisla izuma jesu, na primjer, jabu¢na kiselina, aspartinska kiselina, askorbinska
kiselina, benzojeva kiselina, sukcinska kiselina, piruvinska kiselina, limunska kiselina, fumarna kiselina, glutaminska
kiselina, glikolna kiselina, hipurinska kiselina, maleinska kiselina, mlije¢na kiselina, sumporna kiselina, sorbinska
kiselina, vinska kiselina ili cimetna kiselina. Kiseline kojima se daje prednost su jabu¢na kiselina, piruvinska kiselina,
limunska kiselina, fumarna kiselina, maleinska kiselina, mlije¢na kiselina i vinska kiselina. Posebnu prednost daje se
limunskoj kiselini 1 vinskoj kiselini.

Djelovanje prema izumu postize se posebno s krutim farmaceutskim pripraveima u kojima je aktivan spoj, tj . repinotan
ili njegova fizioloski podnogljiva sol prisutna koli¢inom do 0,01-15 mas. %, a fiziologki prihvatljiva kiselina je prisutna
koli¢inom do 0,5-15 mas. % od ukupne mase pripravka.

Ovdje se posebnu prednost daje krutim farmaceutskim pripraveima koji sadrze repinotan hidroklorid i limunsku kiselinu
ili vinsku kiselinu.

Kruti farmaceutski pripravei prema izumu mogu se proizvesti uobi¢ajenim postupcima.

Daljnji aspekt izuma odnosi se na liofilizate koji sadrzi repinotan ili njegove fiziologki podno§ljive soli, i fiziologki
prihvatljivu kiselinu, pri ¢emu prednostan aktivan spoj je repinotan hidroklorid, a kiselina je mlijetna kiselina,
piruvinska kiselina, limunska kiselina, fumarna kiselina, maleinska kiselina, mlije¢na kiselina i vinska kiselina, posebno
limunska kiselina i vinska kiselina. K tome, liofilizati mogu korisno sadrZavati farmaceutske pomocne tvari kao §to su,
na primjcr, gorc spomenuta srcdstva za tvorbu matrice.

Za pripravu liofilizata, na primjer, gore navedene koli¢ine repinotana ili soli repinotana, fizioloski prihvatljive kiseline i
prema potrebi daljnjih farmaceutskih pomoc¢nih tvari se otope u vodi /ili drugim prikladnim otapalima, sterilizira se,
puni u prikladne spremnike i osusi smrzavanjem.

Prikladna otapala u smislu izuma jesu, na primjer, ledena octena kiselina ili terc-butanol.
Otopinu se moZze pripraviti na uobic¢ajen naéin pri temperaturi od 5 do 35°C, ponajprije pri 20 do 25°C.

Sterilizacije otopine u smislu izuma . znadi prevodenje otopine u sterilno stanje, na primjer sterilnom filtracijom kroz
filtere s maksimalnom S$irinom pora od 0,2 pm izradenim od prikladnog filterskog materijala kao $to je, na primjer,
polieter sulfon ili Nylon 6,6.

Prikladni .spremnici za suSenje smrzavanjem jesu, na primjer, cjevaste staklene bocice ili staklene boéice proizvedene
ekstruzijskim puhanjem. Volumen punjenja otopine je izmedu 0,2 ml i 20 ml, ponajprije 0,5 ml do 5 ml, posebno
povoljno 0,7 ml do 3,0 ml.

Otopinu se osudi smrzavanjem u spremnicima. U tu svrhu, spremnici s otopinom se stave na prethodno ohladene ili na
prethodno neohladene postavne plo¢e i smrznu se. Naknadno, glavno sudenje se provodi u vakuumu u komori pod
tlakom od 0,05 mbara do 1,8 mbara na postavnoj ploé¢i pri temperaturi od -40°C do +60°C. Naknadno suicnjc sc
provodi u komori pod tlakom od 1 pbara do 1,8 mbara na postavnoj plo¢i temperature od -20°C do +70°C.

Alternativno, susenje smrzavanjem moze se provesti postupkom koji je opisan u medunarodnoj patentnoj prijavi
PCT/EPOO/07034. Liofilizat gore spomenutog sastava koji je postojan pri skladi$tenju dobije se susenjem pomocu
smrzavanja.

Izum se, osim toga, odnosi na infuzijske otopine koje sadrze repinotan ili fiziologki prihvatljivu sol repinotana, i jednu
ili vi§e kiselina odabranih iz skupine koju ¢ine jabuc¢na kiselina, piruvinska kiselina, limunska kiselina, fumarna
kiselina, maleinska kiselina, mlije¢na kiselina i vinska kiselina, ponajprije limunska kiselina ili vinska kiselina.

Infuzijske otopine prema izumu pokazuju neocekivano visoku postojanost pri skladiStenju.

Infuzijska otopine prema izumu je otopina koja sadrzi uglavnom vodu kao otapalo i normalno ima osmolalnost u
podruéju od 250 do 500 mOsmol/kg, ponajprije 280 do 350 mOsmol/kg. Gore navedenu osmolalnost infuzijske otopine
moze se posti¢i tako da je potrebna koli¢ina, na primjer, natrijevog klorida, manitola ili glukoze ve¢ prisutna kao dio
krutog farmaceutskog pripravka i on se zatim rekonstituira i/ili razrijedi s vodom, ili tako da se potrebnu koli¢inu tih
tvari doda zajedno sa sredstvom za rekonstituciju ili razredivanje. Koncentracija repinotana u infuzijskoj otopini je
obi¢no 0,1 do 500 pg repinotana/ml otopine, ponajprije 0,5 do 5 pg/ml. Infuzijska otopina sadrzi dovoljno kiseline tako
da pri 20°C ona ima pH vrijednost 3,5 do 5, ponajprije pribliZno 4.

Normalno, te otopine dodaju se pri sobnoj temperaturi.
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Radni primjeri

Primjer 1
Liofilizat pripravka koji sadrzi repinotan hidroklorid

MjeSavinu od 55 mg repinotan hidroklorida (odgovara 50 mg repinotana), 20 g manitola i 3,7 g limunske kiseline se
nadopuni na 1000 ml s vodom. Tu vodenu otopinu se sterilno filtrira kroz filtere koji imaju maksimalnu $irinu pora od
0,2 um 1 izradeni su iz polieter sulfona i otopinu se puni u cjevaste staklene bocice. Volumen punjenja otopine je 1 ml.
Otopinu se osudi smrzavanjem u ¢jevastim staklenim bocicama. U tu svrhu, ¢jevaste staklene bocice koje sadrze otopinu
pri sobnoj temperaturi stave se na postavne plo¢e uredaja za susenje smrzavanjem i smrznu se pri -40°C. Zatim se
glavno susenje provodi u vakuumskoj komori pod tlakom od 0,2 mbara na postavnoj plo¢i temperature 0°C. Naknadno
susenje se provodi u komori pod tlakom od 10 pbara na postavnoj ploci temperature od 40°C. Krajnji proizvod koji je
postojan pri skladi$tenju dobije se suSenjem pomoc¢u smrzavanja.

Alternativno, suSenje smrzavanjem moze se provesti postupkom opisanim u medunarodnoj patentnoj prijavi
PCT/EP00/07034.

Analogno postupku opisanom u primjeru 1, proizvedeni su liofilizati koji sadrze 0,27 g, 0,681 g, 1,36 g 12,73 g
repinotan hidroklorida, §to odgovara 0,25 g, 0,625 g, 1,25 gi 2,5 g repinotana s koli¢inama manitola, limunske kiseline i
vode upotrijebljenim u primjeru 1.

Primjer 2
Infuzijska otopina koja sadrzi repinotan hidroklorid

Infuzijska otopina, koja je gotova za upotrebu, pripravljena je iz proizvoda osuSenog smrzavanjem prema primjeru 1
rekonstitucijom liofilizata pomocu 0,9%-tne otopine NaCl i zatim razredivanjem te otopine na ukupni volumen od 500
ml. Otopina koja je gotova za upotrebu je kemijski postojana pri skladi$tenju najmanje 30 h pri sobnoj temperaturi, tj .
otopina tada jo$ uvijek sadrzi najmanje 90% nepromijenjenog repinotana.

Primjer 3
Odredivanje repinotana pomocu ELISA na mikrotitarskim plo¢icama

Ispitivanje je provedeno na osnovi kompetitivnog ELISA. Proteinski konjugat haptena analognog repinotanu reagira s
konstantnom koli¢inom monoklonskog ili poli- -klonskog antitijela fragmenta I'ab ili I'ab2, specifi¢no prema kemijskoj
strukturi repinotana, i konstantnom volumenu repinotana sadrzanog u uzorku. Zatim se iz omjera vezanog i slobodnog
proteinskog konjugata moze utvrditi koncentraciju repinotana u uzorku koji se ispituje pomocu bazdarne krivulje, koju
se crta paralelno s upotrebom poznatih koncentracija repinotana.

Kozji IgG se kemijski veZe na dolje spomenut analog repinotana u molarnom omjeru 1:7,5. Taj konjugat se inkubira 1
sat pri 37°C u puferu 0,1 M natrij evog karbonata, pH =9,6, u mikrotitarskoj plo¢ici (npr. Dynex Immulon 2HB). On se
zatim blokira 30 minuta pri sobnoj temperaturi upotrcbom 1% otopinc NaCl koja sadrzi i koja je puferirana s fosfatom.
Zatim se to ispere tri puta s Tween-om koji sadrzi 0,05% fosfatno puferirane otopine soli.

Sada se, na tako pripravljenoj plocici, moze provesti kompetitivno ispitivanje. U tu svrhu, 100 pl uzorka se stavi u
jamice mikrotitarske plocice i pomijesa se sa 100 pl otopine antitijela (mi§je anti-repinotan antitijelo 10 ng/ml u fosfatno
puferiranoj otopini soli) . MjeSavinu se inkubira 1 sat pri sobnoj temperaturi. Zatim se ispere tri puta s puferom za
ispiranje (vidi gore), i u slijedecoj, sckundarnoj reakciji se antitijelo, povezano na hrenovu peroksidazu (1:1; Zymed
kozji-anti-mi§ji IgG; razrijeden 1:1 000) pipetira u mikrotitarku jamicu. Ono se veze na repinotan-specifiéno migje
antitijelo koje je povezano na repinotan-analog haptenskog konjugata. Koli¢ina na taj nadin povezanog repinotana-
specifiénog mi§jeg antitijela je indirektno proporcionalna koli¢ini slobodnog repinotana u uzorku. Ispere se tri puta,
¢ime se ispere suvisak konjugata antitijelo-enzima i nakon dodatka enzimskog supstrata (TMB), zaostalu povezanu
koli¢inu se odredi fotometrijski kineti¢kim mjerenjem. Upotrebom opisanog protokola mogu se, pomocu odgovarajuceg
bazdarenja, odrediti koncentracije repinotana izmedu 1i 100 ng/ml.
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Primjer 4
Point-of-care ispitivanje repinotana

Ovo ispitivanje repinotana je predvideno za primjenu u podru¢ju intenzivne njege i u drugim podru¢jima u bolnici za
odredivanje koncentracija repinotana koje su ispod ili iznad definiranih grani¢nih koncentracija od priblizno 17 ng/ml u
cjelovitoj krvi, serumu ili plazmu. To je jednokratno ispitivanje s o¢nim ocitavanjem. Opis uredaja Ispitivanje se temelji
na kompetitivnom imunolo$kom postupku za odredivanje gore opisanih malih molekula. Kao mehanizam za o¢itavanje,
umjesto postupka enzimske spektroskopije, koristi se signal reflektiran od koloidnih &estica zlata. Sve komponente
potrebne za ispitivanje i mehanicke manipulacije koje su nuzne za provedbu konvencionalnog imunosnog ispitivanja
ugradene su u plasti¢énu napravu. Ona sadrzi mehanizam za odvajanje krvnih stanica od seruma i mehanizam za toéno
mjerenje odredene koli¢ine tako odvojenog seruma. Spremnik pufera sadrzi tekuéu fazu potrebnu za reakciju koja
omoguc¢uje kapilarno pomicanje unutar sistema. Anti-repinotan antitijelo i konjugat hapten-kozji IgG-zlato se
liofiliziraju u reakcijskoj celiji plasti¢ne naprave. Sistem takoder obuhvaca komoru za mijeSanje na kraju kapilare i traku
za imunokromatografsko ispitivanje. Na ispitne trake su nanesene slijedece stacionarne reakeijske zone: magarece anti-
misje antitijelo 1 ze¢je anti-kozje antitijelo.

U odsutnosti repinotana, magare¢e anti-mi§je antitijelo hvata pretezno dio zlatnog konjugata i tvori crveno obojenu
zonu. S rastu¢om koncentracijom repinotana u. uzorku koji se ispituje, konjugat zlata premjesten proporcionalno na
anti-repinotan antitijelo, hvata se u reakciji ze¢jeg anti-kozjeg.

Na kraju imunokromatografskc trakc za pokus nalazi sc apsorpcijska zona na ¢ijem pocetku je nancicna boja topiva u
vodi. Ta boja se pomife naprijed s frontom tekuéine i ide do kraja apsorpcijske zone. To pokazuje kraj reakcije
ispitivanja.

Trajanje ispitivanja je priblizno 15 minuta od stavljanja uzorka do o€itavanja rezultata. Ispitivanje se moZe provesti sa
100-150 ul cjelovite krv, iz ¢ega se dobije priblizno 15 pl seruma.

Za pripravu naprave za ispitivanje potrebne su slijede¢e komponente reakcije:
a) monoklonski anti-repinotan,
b) konjugat zlato-repinotan analog-kozji IgG,
¢) koloidno Zlato, 20 nm,
d) nitrocelulozna membrana,
€) magareci anti-migji,
f) zedji anti-kozji,
g) standardni repinotan,
h) 0,2%-tni Triton X 305 u fostatno puferiranoj otopini soli za pokus,
i)  0,4%-tni Nonidet P-40, 2% BSA, 2,5% sahoza, 1,25% trehaloza, u fosfatno puferiranoj liofiliziranoj otopini
soli za pokus,
i) 2,5 cm materijala za upijanje,
k) plasti¢na posuda, irine 5,3 cm i debljine 8 mil,
1) humani scrum.

Postupak ispitivanje

Otprilike 150 pl cjelovite krvi (5 kapi), seruma ili plazme stavi se na plo€icu za uzorak. Napravu se stavi u vodoravni
poloZaj na priblizno 3 minute. Zatim se rucicu klipa za doziranje zakrene za 90° da ga se poravna s dnom naprave. Zatim
se napravu stavi pri sobnoj temperaturi u vodoravan polozaj na 15 minuta. Kad se na oknu indikatora pokaze plava
toCka, ispitivanje je gotovo i rezultat se moze oditati.

Osim stavljanja uzorka i aktiviranja klipa za doziranje, za .cijelu provedbu ispitivanja nisu potrebni nikakvi daljnji
zahvati na uzorku ili na napravi. Zbog toga ispitivanje moze provesti i osoba bez tehni¢kog obrazovanja.

Interpretacija rezultata

Kako je opisano u WO-A-99/46591, usporedba intenziteta dviju traka u oknima A i B omoguéuje jednostavno polu-
kvantitativno odredivanje koncentracije repinotana. Ako je signal u oknu A intenzivniji od signala u oknu B,
koncentracija repinotana je iznad odredene grani¢ne vrijednosti, a u obratnoj razdiobi intenziteta, ona je ispod odredene
grani¢ne vrijednosti. Grani¢nu vrijednost se moZe utvrditi pomo¢u omjera koncentracije anti-repinotan antitijela i
koncentracije zlato-repinotan analog-kozjeg 1gGs u liofilizatu.

Analog repinotana u konjugatu zlato-repinotan analog-kozjeg IgG je spoj formule:
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Ovaj spoj je nov i moze se proizvesti postupkom opisanim u EP-A-0 352 613, na primjer reakcijom repinotana s terc-
butil 6-brom-heksankarboksilatom u prisutnosti baze u prikladnim otapalima i zatim kiselim cijepanjem estera.

PATENTNI ZAHTJEVI

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.

Garnitura, naznafena time, da obuhvaca

a) farmaccutski pripravak koji sadrzi rcpinotan 1/ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana, i

b za odredivanje koncentracije repinotana ili njegovih metabolita u tjelesnim tekuéinama.

Garnitura prema zahtjevu 1, naznacena time, da farmaceutski pripravak sadrzi repinotan hidroklorid.

Garnitura prema zahtjevu 1 ili 2, naznacena time, da ona obuhvaca sredstvo za odredivanje koncentracije analita u
krvi ili u frakcijama dobivenim iz krvi.

Garnitura prema zahtjevu 3, naznacena time, da ona obuhvaca sredstvo za odredivanje koncentracije analita u
krvnoj plazmi.

Garnitura prema bilo kojem zahtjevu 1 do 4, naznafena time, da to sredstvo djeluje u skladu s imunoloskim
procesom.

Garnitura prema bilo kojem zahtjevu 1 do 5, naznafena time, da se to sredstvo moZe upotrijebiti na mjestu
lijeCenja.

Garnitura prema bilo kojem zahtjevu 1 do 6, naznacena time, da ona sluzi za akutno lijecenje neurodegenerativnih
bolesti.

Garnitura prema bilo kojem zahtjevu 1 do 6, naznadena time, da ona sluzi za akutno lijecenje udara kapi ili
kraniocerebralne traume.

Kruti farmaceutski pripravak, naznacen time, da on sadrzi repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana, i
fizioloski prihvatljivu kiselinu.

Pripravak prema zahtjevu 9, naznacen time, da je maseni udio aktivnog spoja 0,01-15 mas. %, a maseni udio
kiseline je 0,5-15 mas. %.

Pripravak prema zahtjevu 9 ili 10, naznaden time, da on kao aktivan spoj sadrZi repinotan hidroklorid i limunsku
kisclinu ili vinsku kisclinu kao kisclinu.

Postupak za proizvodnju pripravka prema bilo kojem zahtjevu 9 do 11, naznaden time, da se aktivan spoj, kiselina
i druge farmaceutski pomoc¢ne tvari otope u vodi 1/ili u drugim prikladnim otapalima, otopinu se prema potrebi
sterilizira i otopinu se zatim liofilizira.

Pripravak, naznaden time, da se on moZe dobiti postupkom prema zahtjevu 12.

Infuzijska otopina, naznacena time, da ona sadrzi repinotan ili fiziologki prihvatljivu sol repinotana, i jednu ili vise
kiselina odabranih iz skupine koju ¢ine jabu¢na kiselina, piruvinska kiselina, limunska kiselina, fumarna kiselina,
maleinska kiselina, mlije¢na i vinska kiselina.

Infuzijska otopina prema zahtjevu 14, naznafena time, da kiselina je limunska kiselina ili vinska kiselina.
Postupak za pripravu infuzijske otopine koja sadrzi repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana, i jednu ili
vi$e kiselina odabranih iz skupine koju ¢ine jabuéna kiselina, piruvinska kiselina, limunska kiselina, fumarna
kiselina, maleinska kiselina, mlije¢na i vinska kiselina, naznaden time, da se vodu ili izotoni¢nu otopinu elektrolita
doda pripravku prema zahtjevu 13.

Infuzijska otopina, naznacena time, da se¢ ona moze dobiti postupkom prema zahtjevu 16.

Upotreba pripravka prema zahtjevu 13 , naznacena time, da se on koristi za pripravu infuzijskih otopina.

Spoj, naznaden time, da on ima formulu
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Izum se odnosi na garnituru koja obuhvaca farmaceutski pripravak koji sadrzi repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol
repinotana, i sredstvo za odredivanje koncentracije repinotana ili njegovog metabolita u tjelesnim tekucinama, i takoder
na nove farmaceutske pripravke koji sadrze repinotan ili fizioloski prihvatljivu sol repinotana, i na postupke za njihovu
proizvodnju.
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