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Injektovatelny, vodny farmaceuticky pfipravek pro lésent
a osetfovanf konvulzivnich stava

Je popsdn farmaceuticky prFipravek 3-(hydroxyme-
thyl)-5,5-difenylhydantoin-disodného fosfatového
esteru, prolécivo 5,5-difenylhydantoinu {pheny-
toinu) bé&zn& pouzivaného jako lésivo pro lé&ent
a osetFovani epilepsie a jinych typa konvulziv-
nfich stavd., Bylo zjisténo, ze degradace prolé-
¢iva na phenytoin mize byt #fzena Gpravou pH
ptipravku. Udrzovadni pH v rozmezf 8,3 az 9,4
vede ke vzniku difenylglycinamidu jako primdr-
nfho degradantu a minimalizuje degradaci na phe-
nytoin.
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5,5—Difeny1hydant01n, phenytoin, Je bééné ﬁostupné 1éc1vo-
bypro 1é6eni'a oéetravanf epilep51e a- Jlnych typﬁ konvulzivnich -
: Eenf“téchto stavﬁ

1,stavﬁ vaestoszphenyh i je Eiroce pr‘“

» pou*fvan;dmé exfrémnS!hfzkou rozpustnost a naéledkem toho nfz—
kou blovyuz1te1nost, Phenyt01n je vysoko taJici slabé kyselé
14&ivo Vykazujici nfzkou rozpustnost ve vod&, Tyto vlastnosti
vedou k nepravidelné absorpci po ordlnim podéni jak volné
kyéelihy tak volné sole, Viz publikace S.A.Varia a kol,, Jour-
- nal of Pharmaceutical Sciences 73(8):1068-1090, srpen 1954,
Pro parenterdlni pouZiti je phenyﬁoin formulovén ve vodném al-
"kalickém mediu o pH 12, obsahujicim 40 % propylenglykolu a 10
% ethanolu. Parenterélnf ddvkovéd forma mi¥e byt bolestivid,
proto¥e intravenozni injekce je rychld a volnd kyselina se na
mistech intramuskuldrnf injekce sré%{,Parenterdlni nouzové po-
uZit{ phenytoinu, zejména v pripadech kontroly zéchvatu u |
pacientd se zrandnim hlavy, mlZe vyZadovat intramuskulérni. po-
danf 1é&iva, Aby bylo klinicky p¥ijatelné, mslo by intramusku-
1édrni podéndt 1ééi§a minimdlng podkozovat misto #njekce.Intra-~
muskuldrnf podéni phenytoinu sodného je uvédéno jako bolesti-
vé, co? je vyvoldno pravd&podobnd sréZenim phenytoinu., Je ta-
ké mo¥no pozorovat tvorbu mod¥in, hematoml a nekroz v mistd
injekce u kodek a kralikd,

Patent 4260769 vydany T.4.150L a uvedeny &lénex S.A,Va~
ria a kol, v Journal of Pharmacruiicsl Zeiencen, norisu’s »ig-
nébrolééiva phenytoinu s vice Zadoucimi fyziologickymi vliast-—
nostmi. Zejména patent 4260769 a uvedeny C¢lének popisuje phe-
nytoinové prolééivo 3~(hydroxymethyl)-5,5-difenylhydantoin d&~

sodny fosfitovy ester, ktery vykazuje fyzikélnd-chemické vlast-



3 nosti takové Ze Je vhodny Jjako proléélvo phenyt01nu pro pa-
 5?g”renteré1ni pouﬁitf. S A.Varia a V J Stella na str. 1@87 a’

L1099 v Journal of Pharmaceutical Sclences uvédl, Ze slouée~

| nina neposkozuge Jakoukoli tkan po subkuténnim nebo 1ntramus-
kulérnim podéni a tak, je vhodnym kandldatem Jako prolé01vé )
pro 1ntramuskulérni podéni phenyt01nu. Nlcméné toto proléélvo
mé sklon degradovat s nésledujicim srdZenim phenytoinu. B&Z~
né metodybou21té k omezeni momentu srazeni zahrm ji modifika-
ci pripravku obsahem &inidel, ktera by mohla rozpoudtét vét-
81 mno¥stvi degradovaného produlctus Tato Einidla zahrnujf al-
kohol, propyiénglyko I~arginin, desoxycholat sodny, poly- |
gsorbdt-80 a rtzné komblnace téchto sloucenlno '

Bylo zjifténo, %e prolétivo, 3~ (hydroxymethyl)—a, ~di-
fenylhydantoin—disodny_fosfatovy ester, Je stabilnf ve vodném
systému, jestliZe je udrZzovén pri pH asi 8,3 aZz 9,4 za tvorby
difenylglycinamidu jako primdrniho degradantu s minimdlnim
mnoZstvim phenyt01nu. Vyhodny farmaceuticky prostredek by mohl
obsanovat 35 a% 130 mg/ml prolédiva a 0,05 a¥ 0,2 pufr.

Stabilita prolédiva je vZdy omezena sréd%enim produktuo’
Toto srd¥eni je vztaZeno na degradaci prolétiva na phenytoin
a nésledné sréZeni phenytoinu.

Vyhodny fParmaceuticky prostPedek miZe obsahovat:

prolédivo 35 a% 180 mgfml
alkohol USP O a¥ 25 %
propylenglykol 0 a? 25 %
I—arginin 0 a? 0,2 M
desoxycholdt sodny 0 a% 0,1 I
polysorbate-80 0a% 1,5 %

tromethamin 0,05 a%z 0,2 M
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ve vodé pro 1ngekce s pH upravenym od 8 do lO kyselinou chlo-

:‘rovodikovou nebo hydroxidem sodnym..v’(.

B Rozsah pH ve kterém je stablllta negvyééi byl zjisten”
-od asi 8, 3 do. 9,4. V tomto rozsah f;f;ﬁ.M5‘ ezen vybdr

_u01nnych pro udrzeni pH od asi 8 do lO Snolu s tromethamlnem,f :

trls—(hydroxymethyl)amlnomethanem Jsou daleiml pufry, které
mohou byt pou21ty blClDe, N,NAbls(2-hydroxyethyl)-2-am1noethgn—
sulfonovd kyselinaj tricine, N—/tris(hydpoxymethyl)methyl/giy—
cin; hydrogenuhli&itan sodny; glyqylglycin; Hepes, N—2—hydro£y-
ethylpiperazin—N‘—Z—ethansulfonové kyselina; Hepps, N-2~hydro-
xyethylpipérazin-N‘AB-prOpansulfoﬁové kyselina; fosforéénan
sodny a Taps, 3/(tris(hydroxymethyl)methyl/amino)propansulfo-
nové kyselina., Vyhodné.jsou Trdmethamin, bicine nebo tricine.
Vhodnymi smdlecimi ¢inidly k polysorbdte-80 jsou déle poly-
oxamer 188 a estery polyoxyethylen- mastnych kyselin., Zv1&sté
vyhodné sloZeni prost¥ecku bude obsahovat 75 mg/ml prolédiva
0,1 M tromethzminu a bude mit pH v rozmez{ od asi 3,3 do 9
Ndsledujici tabulky ilustruji stabilitu pripravku pheny-
toinového prolédiva, obsahujficiho 75,7 mg/ml prolédiva, 0,1 M

tromethaminu, pH upraveno na 9,1 kyselinou chlorovodikovou.
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Tabulka 1

mBOﬁDomdUH bilance formaldehydu v degradovaném prolédivu

SarZe stari ﬁmvwo pH plvodni prabéing procenta jako prolédivo procenta
- e . obsah obsah DIZ ______FORM z{skand
2131 27  toms 8,9 98,22 93,75 0,196 5,553 101,30
2140 27 N teme 8,9 96,42 92,13 0,172 5, 042 100, 96
2183 24 tome 8,8 98,06 94,30 0,130 4,450 100,84
2183 MA  tems 8,8 98,06 94,30 0,135 4,314 100,70
2211 _mw tomo 8,3 104,52 103,38 0,033 1,509 100,38
2024 23 tem. 8,9 103,75 97,24 0,155 4,349 o4, 07
2293 16 tem. 8,5 100,91 99,11 0,055 1,747 103, 00

| © 2295 16 teme 8,3 101,49 99,04 0,040 1,303 98, 91

T @2 9 40 8,9 100,42 93,74 0,362 7,393 101,59
2327 8 40 8,9 101,41 94,88 0,342 7,450 101,24
2358 7 40 8,9 98,70 94,34 0,251, 6,653 102,58
2360 T 48 8,9 99,63 94,61 0,245 5,364 100,59
DIZ u,wwwwmwwmwwpr»ywewmmaowpawnos |

W

FORM = formsldehyd
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Tabulka 2
ar¥e sotd¥f  tepl. pH phvodni prib3ing ~ degradadni produkty (procenta © ~centa
(HO) . -~ ~ obsah obsah jako prolédivo) . kand
R PHEN DPG  BZP DIZ UHK _FORM
2131 27 tem. 8,8 98,22 93,75 0,211 0,295 0,001 0,196 5,046 5,553 1,30
2140 27  .tem. 8,8 96,42 92,13 0,189 0,245 0,004 0,172 4,604 5,042 100,96
2181 24 tem. 8,8 98,06 94,30 0,131 0,053 0,002 0,130 4,264 4,450 50,34
2181 24 tem. 8,8 98,06 95,57 0,130 0,049 9,003 0,135 4,132 4,314 102,00
2211 WM‘, ;«mwa.q 8,3 104,52 103,38 D016 0,011 0,0003¢ o35 0 482 1,509 190,30
2224 23 tem. 8,9 103,75 97,24 0,106 0,047 0,0015 ‘
N oo P05, 195 4,349 18,07
2293 «m dwsw_ 8,5 100,91 99,11 0,053 0,000 ©0,0005 55 1 594 1,747 20, 00
2 16 taim . . . _
2295 16 ,.&,a, m.u 101,49 99,04 0,059 0,000 .o.OOOme.O#o 1,243 1,30 c3,91
2327 9 m#n‘. 8,8 100,42 93,7 1,485 1,147 0,013 0,382 5,248 7,893 101,59
: 2327 &8 40 8,8 101,41 9,88 1,071 0,745 0,014 0,342 5,619 7,450 101,24
L 2358 T 40 8,8 98,70 94,34 0,769 0,404 0,006 0,251 5,474 6,653 102,58
2360 T . 48 8,8 99,63 94,61 0,800 0,419 0,005 0,246 4,140 5,364 100, 59
. g..NM,@_ . ziskany primér 100,71
PHEN = wnwn%meW , BZP = benzofenon UNKN = nezndmé, vypolteno nésledovisé:
DPG = difemylglycin  DIZ = 5,5-difenyl-4~indazolinon UNKN= FORM-PHEN-DPG-B2F
FORM = formaldehyd

pozndmka $ nezndmé (UNKI) byla identifikovidna jako difenylglycinamid
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Pﬁvodne se predpokléddalo, Ze se phenytoinové prolé€ivo
 fﬂrozk1édé Jednoduchym dvoustuonovym zplsobem za vzniku pheny-
;,Ht01nu. Nlcmene bylo zglsténo, ze phenyt01n nen{ samotnym roz-

'”~fykladnym produktem a: m&ze tvorlt pouze malou cast degradované-
 ho proleélva.‘Postup deoradace byl ur&en ta&, %e z phenytoino-
vého prole01va~popsanym zpisobem vznlka formaldehyd 5 5—dl—b
fenyl-1,4-imidazolidinon (DIZ), difenylg glycinamid, difenyl-
glycin, benzofenon a phenytoin,

Cely postup degradace je zndzornén ve schematu V. Inoho

uvedenyen stupnd zahrnuje spotPabu hydroxrlu coz indikuje,

Ze pH zpracovaﬁého pripravku by mélop Casem klesat. To hylo
také pozorovéno pii béZném stabilit -nim testu tohoto pripravku,
Proto je ¥4douci pPidavek pufru brénici vyznamnéru sniZeni pi-
vodni hodnoty pH behem pou¥itelnosti piipraviu. alé zmény ve
zplsobu dsgradace se objevuji s poklesem pH. Je ztejmé, Ze

s klesajfci hodnotou pH se stupen tvordy phenytoinu zvysuje

(S
[N
[(N

a sniZuje se stupeﬁ tverby DIZ. To znameng, %e predpolladan
otevfenﬁhydantoino&ého kruhu Tosfétem se jevi jako stupeﬁ
omezujici rychlosf v primdrnim schesnatu rozkladu phenytoino-
vého prolédiva. Nicméné se tvorha phenytoinu zvysuje a jeho
rozpustnost se sniZuje s klesajicim pH a tim omezuje pouZi-
telnost produktu vzhledem k nasyceni vodného roztoku a piipad-
nému vysrdfeni phenytoinu. Vyb&r pH konelného piripravku umoZ-
nuge takovy postup degradace, ktery vede k difenylglycinaml-
du jako Dr11ﬁrn1ru degradadnimu produirtu, pridem” fmba je mini-

“

palizovéna tvorda pherytoinu a dova poulitelnostl pripravike 2

maxinalizovéana
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Bylo analyzovano n&kolik vzorkd pii teplotd mistnosti a

“pPi 40 ¢ a byla provedena hmotnostni bilance. Analyza phe—i

nytoinového prolédiva, formaldehydu,. 2 2-dife:1,y1g1ycinu,?-5-5— |
lélfenylhydant01nu, 5 5~d1fenyl-4-1m1dazolid1nonu a benzofeno- ; wd

nu a stanovenl Jjejich Koncentr301 bylo proveceno za pou71t1
- isokratické HPIC metody. Byly vypolteny moldarni ekvmbalenty

a porovnana hmotnostni bilance,
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Tabulka IIT

Nova WBowbom&bH bilance 75 mg/ml prolédiva za pouZit{ metody II

¢{slo : sté¥f  tepl, pH 9653 degradadni produkty ziskéno
_ © (HO) - poddtedni (procenta prolédiva) %
o & PHEN DPG DIZ DPG
2131 30 t.m. 8,8 93,06 0,141 0,243 0,174 5,144 98,76
2140 30 tem 8,8 94,79 0,148 0,247 0,182 5,240 10¢, 51
2183 27  tom. 2,8 98,40 no 0,116 0,137 3,021 101,57
2211 25 tommo 8,3 98,64 9,097 0,041 0,027 1,254 350, 06
2224 24 tomo 8,8 94,85 0,104 0,110 0,163 3,810 s, 04
2293 18 tolo 8,5 98,70 no 0,80 no 1,637 10,41
2295 18 tem 8,3 98,53 no 0,032 0,034 1,162 ,76
2327 10 40 8,8 92,11 1,491 1,224 0,437 5, 33
2358 9 40 8,3 93,21 1,110 0,757 = 0,329 4,153 0. 56
2360 9 40 8,3 92,34 1,157 0,766 0,323 4,115 52,70
| h  _ pramérné ziskdno 9%,89
PHEN = phenytoin, DPG = difenylelycin, DIZ = 5,5-difenyl-4-imidazolidinon,

DPGA = QHWmUQHmH%pomEHQ (nezndméd v tabulce II), no = nedektovdno nic
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Statistické vyhodnocen{ a porovnéni
Netoda I -grad:.entové metoda o A
| Bylo provedeno nekolik. chromatograflckych zéznamﬁ kazdé

.slouéeniny za. ﬁéelem zgiéténl 1inear1ty. Plochy pikﬁ a vysky
pikd byl& vVneseny proti priSIusnym koncentracim a byly zazna-
menény kallbraéni krlvky° Véeéhny ktivky standardu mély obvyklef
koreladni koeficient > 0,99, Vysky pikd nebo plochy byly v
rozmezi 4 % linedrni regresni kfivky a tim byly v rozmezi pre=
dem stanovenych vyhovujfcich poZadavkd. Relativni stamrdardn{
odchylky byly men3i neZ 1,7»%'pfi hodnoceni ploch pikl a mens{
ne¥ 2,2 % pri hodnocenf vyek pikl. Tyto vysledky potvrzuji,
%e vysledky Jjsou presné.

Stejnd Tedéni standardﬁ byla poq21ta pro stanovenl 1imi-
tu detekce a kvantitativniho stanoveni,

U yéegh standardd byla provedena chromatografie. Plochy
pikd byly stanoveny data-systémem a byla potvrzena linearita.
ﬁcage z ndsttfikd standardl byly porizeny pred a po Dastriku
vZorku aAVJhodnocena byla uCLnnost a vhodnost systému HPIC,

Limity kvantitativniho stanoveni byly ex iperimentdlné sta-

noveny a jsou uvedeny mffe.

plocha piku vyEka piku
difenylglycin | 8,3 /ug/ml 27,7 /ug/ml
difenylhydantoin | 0,5 /ug/ml | 3,0 /ug/ml
difenyl~4-imidazolidinon 8,9 /ugj/ml 1,5 /u/ml

benzofenon 0,05 /ug/il 0,05 ug/ml



Limity detekce byly stanoveny experimentilnd a jsou uve-

deny ni¥es -

. plocha nebo vyka piku
difenylglycin -~ 3 1,0 /ug/ml
difenylhydantoin ‘ 0,3 /ug/ml
difenyl-4-imidazolidinon ° 0,5 /ug/ml
benzofenon 0,01 /ug/ml

Smésnd kalibradni kiivke zahrnujfci 2,2-difenylglycin,
5,5-difenylhydantoin a 5,5~difenyl-4-imidazolidinon byla pro-
' vedena zaznamendnin n&kolikandsobnou chromatografify, s cilem
ovéteni shodnosti s individudlnimi kalibraénimi k¥ivkami. Plo-
chy pikd a jejich vydky byly vyneseny proti prislusnym koncen-
tracim a zaznamendny kiivky. Strmosti a y-lseky byly porovnd-
ny s Jjednotlivymi stsndardy ze dlelem srovndni jejich iden-
tity. Byly chrdmatografovény opakované ndstriky kombinovanych
standardnich roztokd. Relativnf standardn{ odchylky byly mensi
nez 1,7'% pri Vyhédnoceni z ploch pikd a mendi neZ 2,0 % pii
vyhodnoceni z vydek pikﬁ; s vyjimkou difenylglycinu, kde odchyl-
ka p¥i vyhodnoceni z vydek pikd &inila 3,09 %, Visledky potvr-
dily, %e postup pou¥fvajici kombinovanou kalibradnf k¥iviu je

presny.

Emotnostni bilance
N8kolik vzorkd bylo uchovdno rdznou dobu pii teploté
mistnosti a p¥i 40 °C a byly analyzovény s cilem zji&téni hrot-

nostni bulance. Plvodni a pribéZné stanovend ddinnost spolecfné
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8 kocentracemi formaldehydu byly stanovovdny pro urdeni hmot-
difenylhydantoinu

'lﬂﬁtjnostni bilance. Koncentrace inxmaiﬁxhxﬁn, difenylglycinu, di-

S fenyl—4-imldazolldlnonu.a benzofenonu‘byly stanoveny chromato-

, '“}‘graflcky zgﬂpou21ti metody I..2 techto ﬁdajﬁ byla stanovena

w

Lhmotnostni bllance. Pﬁvodni a prib&ing stanovované hodnoty déhn-
-hosti byly prevedeny na plvodni a pribdiné hodnoﬂy' phenytoine~
véh0~prolééi§ab~Koncéntrace formaldehydu, difenylglycinu, di-
fenylhydantoinu,‘difenyl-4-imidazolidinonu'a_benzofenonu byly
prevedeny na*molérni ekvivalenty. Podet mol neznimé sloZky B
(kterd byla pozddji identifikovdna jako difenylglyvcin), byla
vypodtena pomoci rovnice -1l za pou?iti hodnot podétu mol formal-

dénydu,~difenylglycinu, difenylhydantoinu a benzofenonu..

Nol nezndmé slorky = formaldehyd (mol) - difenylglycin (mol)- (I)
X .
B difenylhydantoin (mol) - benzofenon (mol)

moly stanovené prib3#ng stanovené moly + nezndmd B (mol)*
difenylglycin(mol) + difenylhydantoin (mol)
-+ difenyl-4-imidazolidinon (mol) +benzo-

fenon (mol) , (I1)

%risként E = stanovené roly © 100 (ITT)
polgtedni moly

XNeznémé B byla identifikovéna jako difenylglycinamid

Y

% ziskéni ze 12 analyzovanych vzorkt &inila €C,0 =z 102

N
o
N

&im% byla ov&fena hmotnostni bilane (tabulia I).



Metoda II -Isokratickd metoda

Linearita

V‘_.Kh1stanoveni_1inearityvisokratické'metodyvbyly“provedeny
stapdardni k¥iviy. Veivéech pripadech m&ly linedrni regresni
kfiﬁky pro difenylglycin; 5,5-difenyl;4-imiaazéli§inon'a’phe-
nyfqin'korelééni koeficienty vEtEL nes 0,999a,ﬁifenylglycin-v
amid byl potvrzen a identifikovén jako produkt desradsce dbive
oznalovany jako nezndmé sloZka B, Jeliko¥ standard difenylgly-
cinamidu neni dostupny, ke stanoven{ jeho koncentrace ve vzor-
ku byl pouZit difenvlglycin,

Presnost isokratické metody byla stsnovena pouze analyzg-

mi nékoiika gar#%i rozloZeného prolédiva a porovndnim vysledki
s vysiédky'gradientové metody (viz tabulka IT a III). Vysledky
vykazuji velmi pFiznivé srovnini pro vdechny degradadni produk-

tys Hlavni rozdil je vid&t v hodnotdch difenylglycinamidu (d#{-

ve oznacovaném Jjako nezndmd sloZka B)., Jelilko¥ byl siznoven

za pouziti difenylglycinu jako standardu na misto éil-renéni-
ho zptsobu (rovnice 1), byl pozorovén slaby pokles. Tv:io vj-
sledky ukazuj{, ie kvantifikace diferenénim zplsobem je ovlive

v , . s ~ o ’ )
novana variscemi pfi stanoveni obsahu formaldehydu.
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| . PATENTOVE NAROKY

|

s 1;._‘:'Injektovatelnj, qupﬁ;farmacéuticky pripravek pro 1é-

: Eénf4aio§éffSVéni kdn@ulzi?ﬁich stav, vyZnaéujici se tim, Ze
obsahuje GEinné mnoZstvi 3-(hydrd;§ymethy1)-5,E-difenylhydan-
toin-disodného fosfétového esteru (prolédivo phenytoinu) pro
1é8eni takovych konvulzivnich stavﬁ, prifem? tento pripravek
obsahuje asi 35 mg a% asi 130 mg proléliva/ml roztoku a 0,05
a% 0,2 i pufru; pripravek md pH v rozmezi od asi &,3 do 9,4,
prolé&ivo degraduje ve vodném roztoku za vzniku difenylglycin-
amidu Jjako primdrniho degradantu s miniﬁélnim mnoZstvim phe~
nytoinu, pH rozsah pfsobi proti degradaci &imZ se maximalizuje

doba Zivotnosti prolédiva ve vodném piipravku.

24 P¥ipravek podle bodu L, vyznalujici se tim, Ze pufr je

zvolen ze skupiny zahrnujfci tromethamin, bicine & tricine.

3e Pripravek podle bodu 2, vyznadujici se tim, %e pufrem

Jje tromethamin.

4, Pripravek podle bodu 3, vyznaluiici se tim, Z%e prolé-
. divo je pPitomno v mnoZstvi 75 mg/ml.
»
De Pripravek podle hocdu 1, wvvznalfuy{ci se tim, Ze pH je asi
8,3 aZ 9. e e,
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[ Zpﬁsobjlééehi nebo ofetHovani konvulzivnich,stavﬁ u

savel, vyznalujici se tim, ¥e se savei v pripadé potfeby-podé
subkuténné“nebo intramuskulérné ant1konvu1z1vni mno¥stvi sta-. .
bllnlho farmaceutlckého pripravku prole01va 3= (hydroxymethyl)~ |
9,D-dlfenylhydant01n—dlsodného rosfétového esteru, prilemZ
tento prlpravek obsahuje od asi 35 do 130 mg/ml proléclva a

od asi 0,05 do 2 M pufru déinného pro udr?eni pH v rozmezi

asi 8,3 az 9,4.
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