, (11) Cislo dokumentu:
PATENTOVY SPIS 305 004

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo ptihlasky: 2002-2830 (51) Int. ClL.:
19 o
(c ES)KA (22) Pritiaseno: " 18.01.2001 CO7K 7/08 (2006.01)
REPUBLIKA (30) Pravo ptednosti:
20.01.2000 US 2000 177170 CO7K 1/14 (2006.01)
28.11.2000 US 2000 735191 g";" 1 ;8 (3806-01)
(40) Zvetejnéno: 13.11.2002 07K 1/20 (2006.01)
(Véstnik & 11/2002) CI12P 21/02 (2006.01)
(47) Udéleno: 11.02.2015 j%’lf 51821'0 (gggg'gi)
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku: 25.03.2015 4 ( 0n)
(Véstnik & 12/2015) A6IP 31/10 (2006.01)
N (86) PCT &islo: PCT/US2001/001748
URAD ) (87) PCT éislo zvefejnéni: WO 2001/053330
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(56) Relevantni dokumenty:
Debono a kol. (1988) J. Antibiot. 41, 1093-1105; Tally a kol. (1999) Exp. Opin. Invest. Drugs 8, 1223-1238; Lin a kol. (1998) J. Chromatogr. A 825,
149-159; Lin a Jiang (1997) Biotechnol. Tech. 11, 413-416.
US 5912226, US 4874843, EP 0294990; EP 1252179.

CZ 305004 B6

(73) Muajitel patentu:
CUBIST PHARMACEUTICALS, INC,,
Lexington, MA, US

(72) Pivodcee:
Thomas J. Kelleher, Weston, MA, US
Jan-Ji Lai, Westborough, MA, US
Joseph P. Decourcey, Charlestown, MA, US
Paul D. Lynch, Arlington, MA, US
Maurizio Zenoni, Paullo, IT
Auro R. Tagliani, Pavia, IT

(74)  Zastupce:
Ing. Eduard Hakr, patentovy zéstupce, Pfistavni 24,
170 00 Praha 7

(54) Nazev vynalezu:
Zpiisob &iSténi daptomycinu

(57) Anotace:
Zpiisob ¢&igténi daptomycinu zahrnujici postupné kroky
fermentace Streptomyces roseosporus s Zivnou Kyselinou
n-dekanovou za vzniku daptomycinu ve fermentacni
kapaling, vy&efeni fermenta¢ni kapaliny a jeji podrobeni
anion-vyménné chromatografii za vzniku obohaceného
daptomycinového preparatu, upraveni jeho pH na
hodnotu 2,5 aZ 5,0 pouZitim kyseliny za vzniku micel,
separace obohaceného daptomycinového preparatu takto
ziskaného od nizkomolekularnich kontaminanti
ultrafiltraci a podrobeni obohaceného daptomycinového
preparatu chromatografii s hydrofobnimi interakcemi na
pryskytici HP-20ss za G¢elem ziskani Castecné
vytisténého daptomycinového preparétu, pfi€emZ béhem
chromatografie s hydrofobnimi interakcemi
daptomycinové micely disociuji pfi pH 6,0 az 7,5 na
nemicelarni monomery daptomycinu eluci 30 az 40%
izopropylalkoholem pfi pH 3,5 aZ 6,5, a podrobeni
tasteéné vytisténého daptomycinového preparatu anion-
vyménné chromatografii za ziskani vy¢iSténého
daptomycinu.
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Zpiisob ¢isténi daptomycinu

Oblast techniky

Vynélez se tyka zpiisobii pFipravy vysoce &istych forem lipopeptidu daptomycinu, antibiotika se
silnou baktericidni aktivitou proti gram—pozitivnim baktériim, zahrnujicich kmeny, které jsou
rezistentni vii¢i konven¢nim antibiotikiim. Vynalez dale popisuje pfipravu micel tohoto lipopep-
tidu. Predlozeny vynélez se déle zabyva zpiisoby vyroby lipopeptidovych micel z neasociované-
ho monomeru lipopeptidii a pfeménou lipopeptidovych micel na neasociované monomery. Tento
vynalez se také zabyva zpisobem ptipravy lipopeptidu daptomycinu s vyuZitim micel, ktery je
snadno rozsifitelny do primyslového métitka.

Dosavadni stav techniky

Rychly narist vyskytu gram—pozitivnich infekci, vietn téch, které jsou zpisobeny baktériemi
rezistentnimi vi¢i antibiotikiim, vyvolal obnoveny zijem o vyvoj novych typl antibiotik. Jednim
z téchto typd jsou lipopeptidova antibiotika, zahrnujici daptomycin. Daptomycin m4 silnou bak-
tericidni aktivitu in vitro proti klinicky dileZitym gram—pozitivnim baktériim, zptisobujicim vaz-
né, Zivot ohrozujici onemocnéni. Tyto bakterie zahrnuji rezistentni patogeny, jako jsou enteroko-
ky rezistentni vigi vankomycinu (VRE), Staphylococcus aureus rezistentni vii&i methicilinu
(MRSA), Staphylococcus aureus s glykopeptidem zprostfedkovanou vnimavosti (GISA), stafylo-
koky negativni viiéi koagulaze (CNS) a Streptococcus pneumoniae rezistentni vii¢i penicilinu
(PRSP), pro které je jen velmi malo terapeutickych alternativ. Viz napf. Tally et al., 1999, Exp.
Opin Invest. Drugs 8: 1223-1238, dale zmifiovany jako ,,Tally“. Inhibiéni efekt daptomycinu je
rychly, vykazujici koncentradng zavislé piisobeni in vitro i in vivo a dale relativng dlouhodoby
koncentra¢né zavisly post-antibioticky efekt in vivo.

Daptomycin je popsan v Baltz, Biotechnology of Antibiotics, 2. vydani, ed. W. R. Strohl (New
York, Marcel Dekker, Inc.), 1997, str. 415-435, dale oznacovany jako ,,Baltz“. Daptomycin, také
znamy jako LY 146032, je cyklické lipopeptidové antibiotikum, které miize byt ziskano fermen-
taci Streptomyces roseosporus. Daptomycin je &lenem typu antibiotik Streptomycin roseosporus,
majicich faktor A-21978C, a sklada se z dekanoylového postranniho fetézce pripojenému k N—
terminalnimu tryptofanu cyklického peptidu obsahujiciho 13 aminokyselin (Obr. 1). Daptomycin
ma vynikajici aktivitni profil, protoZe je vysoce efektivni viidi vétsing gram—pozitivnich baktérii,
Je vysoce baktericidni a rychle pisobici, ma nizky podil rezistence a je u&inny vii¢i organismim
rezistentnim proti antibiotikim. Sloudenina byla v soudasnosti rozvinuta do celé fady ptipravkil
pro lé€eni vaznych infekci zpisobenych bakteriemi, zahrnujicich (vy&et neni vycerpavajici) Sta-
phylococcus aureus rezistentni vii&i methicilinu (MRSA) a enterokoky rezistentni viici vancomy-
cinu (VRE).

Mnoho americkych patentii popisuje A—21978C antibiotika a Jejich derivaty v&etn& daptomycinu
(LY 146032), stejng jako zptisoby vyroby a izolace A—21978C antibiotik a jejich derivatd.

United States patenty Re. 32 333, Re. 32 455 a 4 800 157 popisuji zplisob syntézy daptomycinu
kultivaci Streptomyces roseosporus NRL 15998 za podminek aerobni fermentace. United State
patent 4 885 243 popisuje upravenou metodu pfipravy daptomycinu, pfi které se fermentaéni
kultura Zivi dekanovou mastnou kyselinou, jejim esterem nebo soli.

United States patenty Re. 32 310, Re. 32 311, 4 537 717, 4 482 487 a 4 524 135 popisuji zptisoby
deacylace antibiotika A~21978C a reacylace peptidového jadra a antibiotickych derivati pfipra-
venych timto zplisobem. VSechny tyto patenty popisuji Cidténé deacylované jadro antibiotika A—
21978C nebo jeho derivéty, které se izoluji z fermentaéni kapaliny filtraci a poté ¢i§t&nim pomoci
Diaion HP-20 chromatografie a chromatografie na silikagel/C18.
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United States patenty Re. 32 333 a Re. 32 455 popisuji zpiisoby deacylace antibiotika A—21978C
a reacylace peptidového jadra a antibiotickych derivati pfipravenych timto zpisobem. Vsechny
tyto patenty popisuji ¢isténé deacylované jadro antibiotika A-21978C nebo jeho derivaty, které
se izoluji z fermentaéni kapaliny filtraci a poté &iténim pomoci Diaion HP-20 chromatografie a
chromatografie na silikagel/C18.

United States patenty Re. 32 333 a Re. 32 455 popisuji zpisob &isténi, pfi kterém se filtrat celé
fermenta&ni kapaliny &isti mnoha srazecimi a extrakénimi kroky za vzniku surového komplexu
A-21978C. Surovy komplex se dale &isti pomoci iontové vyménné chromatografie na IRA-68 a
pomoci dvoukolové chromatografie na silikagelu. Individualni A-21978C faktory byly separova-
ny pomoci chromatografie na reverzni fézi s vyuZitim silikagelu nebo silikagel/C18. United Sta-
tes patenty Re. 32 333 a Re. 32 455 také popisuji, ze A-21978C miZe byt ¢istén davkovou chro-
matografii s vyuzitim Diaion HP-20 pryskyfice, nasledované chromatografii na silikagelové ko-
loné.

United States patent 4 874 843 popisuje zpiisob &isténi daptomycinu, pfi kterém se fermentacni
kapalina zfiltruje a protlagi ptes kolonu obsahujici pryskyfici HP-20. Po eluovani se Castecne
vycistény daptomycin protlagi pies kolonu obsahujici HP-20ss a poté se opét separuje na HP-20
pryskyfici. Patent 4 874 843 fidk4, Ze findlni resoluce a separace daptomycinu ze strukturné po-
dobnych slougenin pomoci této metody je znesnadiiovana pfitomnosti neistot, které nejsou iden-
tifikovatelné pomoci ultrafialové analyzy fermenta¢ni kapaliny. Patent '843 dale fika, Ze pokusy
o odstran&ni t&chto netistot pomoci silikagelové chromatografie na reverzni fazi, chromatografie
na silikagelu s normalni fazi nebo pomoci iontové vyménné chromatografie nebyly uspésné pri
zvy$ovani &istoty daptomycinu. Patent ‘843 dale popisuje ,reverzni metodu® ¢iSténi zahrnujici
kroky kontaktovani vodného roztoku fermentacniho produktu s nefunkéni pryskyfici ve vodné
fazi, fyzikalni odstranéni vody z pryskyfice, opétovné zvih€eni pryskyfice s polarnim organic-
kym rozpoustédlem, promyti pryskyfice organickym rozpoustédlem, eluovani fermenta¢niho pro-
duktu z pryskyfice zvy$ovanim polarity rozpoustédla a ziskéni fermenta¢niho produktu. Patent
'843 popisuje, Ze tato metoda upravuje findlni Cistotu z asi 80 % na asi 93 % a zvysuje vytézek
zasi 5 % na 35 %, oviem patent '843 nepopisuje typ neistot pfitomnych v daptomycinovém pre-
paratu.

United States patent 5 912 226 popisuje identifikaci a izolaci dvou ne€istot béhem pfipravy dap-
tomycinu. Daptomycin, o—aspartylpeptid, se transpeptiduje za vzniku stabilniho intermediatu, ve
kterém se aspartylova skupina stava anhydrosukcinimidoskupinou (Obr. 3). Patent '226 iika, ze
ptitomnost tohoto intermediatu, oznaovaného jako anhydro—daptomycin, je zvySeny pii pH 4 aZ
6. Rehydrace anhydro-sukcinimidové formy poskytuje druhy degrada¢ni produkt, obsahujici B—
aspartylovou skupinu a je oznatovan jako B~izomerni forma daptomycinu (Obr. 3).

Patent 5 912 226 popisuje, e t-BOC derivat anhydrodaptomycinu miZe byt izolovan pomoci
chromatografie s reverzni fizi na koloné obsahujici silikagel/C-18, sraZenim a dal$im ¢&iSténim
pomoci silikagel/C—18 chromatografie s reverzni fazi. Patent 5912 226 také popisuje, ze -
izomerni forma daptomycinu miize byt chromatografovana na pryskyfici Diaion HP-20ss, odso-
lena chromatografii na Diaion HP—20 a dale ¢isténim pomoci chromatografie s reverzni fazi na
C—18 kolon& nasledované kolonou s HP-20 pryskyfici v reverznim moédu.

Kirsch et al. (Pharmaceutical Research. 6:387-393, 1989, dale oznagovany jako ,Kirsch®) uvedl,
7e anhydro-daptomycin a B-izomer byly ziskany pfi Cisténi daptomycinu. Kirsch popsal metody
minimalizace koncentrace anhydro-daptomycinu a P-izomeru prostfednictvim manipulace
s hodnotami pH a teplotou. Oviem Kirsch nebyl schopen stabilizovat daptomycin a zabranit jeho
konverzi na anhydro—daptomycin a jeho nasledné izomerizaci na B-izomer. Kirsch také nebyl
schopen zabranit degradaci daptomycinu na dalsi degradacni produkty, které nejsou piibuzné
s anhydro—daptomycinem a —izomerem.
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Patent '226 fiké, Ze daptomycin miiZe byt p¥ipraven s vyuZitim popsanych procedur tak, Ze neob-
sahuje vySe nez celkem 2,5 % hmotnosti anhydro—daptomycinu a B-izomeru, oviem neuvédi
Zadné konkrétni koncentrace dalSich negistot. Ve zpiisobu popsaném v United States patent
4 874 843 a u ptipravy daptomycinu pro klinické testovani ve velkém mé¥itku, byla nejvyssi po-
zorovana koncentrace kolem 90 az 93 %. Je tedy potfeba komerén& vhodné metody piipravy
mnohem EistSiho daptomycinu a pokud je to mozné, i zvyseni jeho vytézku po &isténi. Dale by
bylo vhodné ziskdvat daptomycin, ktery by obsahoval méné& nebo viibec Zadny anhydro—dapto-
mycin a B—izomerni formu daptomycinu. Bylo by také zadouci sniZit koncentrace dalSich negistot
v daptomycinu. Oviem v soucasném stavu techniky neni dostupna Zadna metoda, ktera by byla
schopna déle sniZit koncentrace anhydro—daptomycinu, B-izomerni formy a dalsich ne&istot
v daptomycinovém produktu.

Podstata vynalezu

Ptedlozeny vynalez fesi zminéné problémy tim, Ze poskytuje komeréné zajimavé zpiisoby ptipra-
vy vedouci k vysokym stupiiim Cistoty lipopeptidu daptomycinu. V jednom provedeni tohoto
vynalezu je popsana komeréné vhodni metoda, vedouci k daptomycinu o stupni &istoty 95 az
97 %, kterd témef zcela eliminuje hlavni necistoty anhydro—daptomycin a B—izomer, stejné jako
dali necistoty pfi ptipravé daptomycinu. Dale jsou popsany komeréng piijatelné metody &isténi
lipopeptidu daptomycinu zahrnujici oddéleni lipopeptidovych micel od nizko molekulérnich kon-
taminantil a separaci lipopeptidovych micel od vysokomolekularnich ne&istot. Popisuje se rovnéz
zpiisob analyzy Cistoty daptomycinu pomoci vysokorozli$ovaci kapalinové chromatografie a dale
detekci a charakterizaci dal3ich neistot v daptomycinu, z nichz n&které byly dosud nezndmé.

Vynélez tak zajiStuje ¢iStény daptomycin, ktery vykazuje &istotu alespoit 98 % nebo ktery je
v podstaté zbaven anhydro-daptomycinu a B-izomeru. Vyndlez zajiStuje CiStény daptomycin,
ktery je prakticky zbaven anhydro—daptomycinu a ktery obsahuje mnohem nizsi koncentrace B—
izomeru a dalSich kontaminantd, nez bylo moné dosédhnout v sou¢asném stavu techniky.

Objasnéni obrazki

Obréazek 1 ukazuje strukturu daptomycinu.

Obrazek 2 zachycuje strukturu negistoty 8, CB-131010 (dfive identifikovany jako B—izomer,
LY 213846).

Obrazek 3 ukazuje strukturu negistoty 13, CB-130952 (dfive identifikovany jako anhydro—
daptomycin, LY 178480).

Obrazek 4 ukazuje predpokladanou strukturu nedistoty 1, CB-131012 (dfive identifikovanou
Jjako LY212218).

Obrazek 5 ukazuje predpokladanou strukturu negistoty 2, CB-131011.

Obrazek 6 ukazuje predpokladanou strukturu nedistoty 3, CB-131008 (dfive identifikovanou
Jjako LY213928).

Obrazek 7 ukazuje predpokladanou strukturu negistoty 4, CB—131006.

Obrazek 8 ukazuje predpokladanou strukturu negistoty 6, CB—130989 (dfive identifikované jako
LY213827).

Obrazek 9 ukazuje ptedpokladanou strukturu necistoty 7, CB-131005.
Obrazek 10 ukazuje pfedpokladanou strukturu neéistoty 12, CB—131009.

Obrazek 11 ukazuje predpokladanou strukturu negistoty 14, CB-131078 (dfive identifikovanou
Jjako LY 109208).
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Obrézek 12 ukazuje HPLC chromatogram pfipravy daptomycinu (velké méfitko), véetné necistot
1 az 14.

Obrazek 13 ukazuje HPLC chromatogram piipravy daptomycinu po ¢isténi na pryskyfici Poros
P150.

Obrazky 14A az 14C ukazuji miceldrni struktury. Obrazek 14A ukazuje sférickou micelu, ve
které jsou hydrofobni konce amfifilnich molekul orientovany dovnitf smérem ke stfedu, zatimco
hydrofilni hlavy amfifilnich molekul jsou sm&rovany ven z micely a jsou v kontaktu s vodnym
prostfedim. Obrazek 14A ukazuje piiklad, ve kterém jsou hydrofilni hlavy s negativnim ndbojem.
Obrazek 14B ukazuje lipidickou dvojvrstvou strukturu, ve které jsou dvé vrstvy amfifilnich mo-
lekul orientovéany tak, Ze hydrofobni konce kazdé vrstvy jsou orientovany vaéi sobé navzajem,
zatimco hydrofilni hlavy jsou na obou strandch dvojvrstvy a jsou v kontaktu s vodnym prostie-
dim. Lipidické dvojvrstvy mohou byt bud’ kulovité, nebo rovinné. Obrazek 14C ukazuje liposom,
ve kterém je lipidick4 dvojvrstva, jako tfeba ta na Obrazku 14B, ve formé kulovité struktury uza-
virajici uvnité vodné prostfedi. Hydrofilni hlavy liposomu jsou na vnitini strané (interiér) a na
vngjii strané v kontaktu s vodnym prostfedim (exteriér).

Obrazek 15 ukazuje vysledky pokusu o uréeni kritické micelarni koncentrace (cmc) daptomycinu
pii pH 4,0.

Obrazek 16 ukazuje distribuci velikosti &astic daptomycinovych micel pomoci rozptylu svétla.
Daptomycinové micely maji praimérnou velikost Eastic 5,4 nm (54 A).

Detailni popis vynalezu
Piedmét vynalezu

Ptedmétem tohoto vynalezu je zpusob ¢isténi lipopeptidu daptomycinu, ktery je snadno rozsifi-
telny na méfitko komer¢ni vyroby zahrnujici unikatni kombinaci anion-vyménné chromatografie
a chromatografie vyuZivajici hydrofobni interakce. V preferovaném provedeni tohoto vynélezu je
popséan zpisob vyroby €isténého daptomycinu, jehoZ Cistota je vyssi nez 95 % a ktery vykazuje
snizené koncentrace neistot ve srovnani s daptomycinem pfipravenym postupy zndmymi v sou-
asném stavu techniky. V dalsim preferovaném provedeni se popisuje zpisob ¢isténi daptomyci-
nu, vyuzivajici snizené hodnoty rozpoustédel ve srovnani se soutasnym stavem techniky. V dal-
$im provedeni vynalezu je popsan zpisob Cisténi lipopeptidu daptomycinu majici vy$3i nez 95%
Cistotu.

Konkrétng zptisob &isténi daptomycinu podle vynalezu zahrnuje kroky:

a) fermentace Streptomyces roseosporus s Zivnou kyselinou n—dekanovou za vzniku daptomycinu
ve fermentaéni kapalinég;

b) vy&efeni fermentaéni kapaliny;

¢) podrobeni fermenta&ni kapaliny anion-vyménné chromatografii za vzniku obohaceného dap-
tomycinového preparatu;

d) upraveni pH obohaceného daptomycinového preparatu na hodnotu 2,5 az 5,0 pouZitim kyseli-
ny za vzniku micel;

e) separace obohaceného daptomycinového preparatu ziskaného v kroku d) od nizkomolekular-
nich kontaminantt ultrafiltraci

f) podrobeni obohaceného daptomycinového preparatu chromatografii s hydrofobnimi interak-
cemi na pryskyfici HP-20ss za Gielem ziskani Castecné vytisténého daptomycinového preparatu,
pfi¢emz béhem chromatografie s hydrofobnimi interakcemi v kroku f) daptomycinové micely
disociuji pti pH 6,0-7,5 na nemicelarni monomery daptomycinu eluci 30 az 40 % isopropylalko-
holem pti pH 3,5 aZ2 6,5; a

g) podrobeni &aste¢né vycisténého daptomycinového preparatu anion-vyménné chromatografii
za ziskani vy¢isténého daptomycinu.
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Dale se popisuje zpiisob zvySovani koncentrace lipopeptidii, vzniklych vyZivovanim mikroorga-
nismi fermentaéni kultury snizenymi koncentracemi mastné kyseliny. Pouziti niz§ich koncentraci
dekanové kyseliny nez bylo popsano v United States patent 4 885 243, vede ke zlep3eni ekono-
miky, krom¢ toho, Ze se vyrobi vysoce &ista forma daptomycinu nebo daptomycinu p¥ibuzného
lipopeptidu. V preferovaném provedeni se popisuje zpisob zvyseni koncentrace a mnozstvi dap-
tomycinu vyrobeného Streptomyces roseoporus, pfitemz je minimalizovana produkce odpovida-

Jicich necistot. NiZ3{ troven kontaminanti ve fermenta¢ni kapaling vede k efektivnéj§imu ziska-
vani a CiSténi daptomycinu, &imz je zaji$tén zpiisob vyroby s vys§im vytézkem.

DalSim aspektem tohoto vynélezu je zajisténi zpiisobu &isteéni daptomycinu zahrnujici pouziti
modifikované pufrem zvySené anion-vyménné chromatografie. V preferovaném provedeni je
popsan zpiisob vyroby daptomycinu s istotou alespoii 98 % nebo takového, ktery je v podstaté
zbaven anhydro—daptomycinu nebo B-izomeru. V dal$im preferovaném provedeni vynalezu je
popsan zplsob €isténi daptomycinu o &istot& alespori 98 %.

Dalsim aspektem vynilezu je zajisténi chromatografické metody &isténi lipopeptidi, zahrnujici
novou kombinaci anion—vyménné chromatografie, chromatografie vyuzivajici hydrofobni inter-
akce a anion—vyménnou chromatografii zesilenou pufrem. V preferovaném provedeni je popsan
zpisob chromatografického €isténi daptomycinu nebo daptomycinu ptibuznych lipopeptidi. Mo-
difikovany pufr ne¢ekané dovoluje separaci anhydro—daptomycinu od daptomycinu, ktera nebyla
moZzna s vyuZitim dosud zndmych chromatografickych metod.

Dale se popisuje zpiisob ¢isténi lipopeptid, ktery je snadno rozsifitelny pro vyrobu lipopeptido-
vych micel v komerénim méfitku. V jednom provedeni je popsén zpiisob vyroby zahrnujici pie-
vedeni lipopeptidového roztoku z monomerniho nemicelarniho stavu do micelérniho stavu a poté
zpatky beéhem ¢istictho procesu. V preferovaném provedeni zpiisob vyroby zahrnuje vystaveni
lipopeptidii takovym podminkam, pfi kterych se tvoti micely, separaci lipopeptidovych micel od
nizkomolekuldrnich kontaminantii, napf. pomoci technik separujicich na zaklad® velikosti.
V dal8im preferovaném provedeni tohoto vynélezu zpiisob zahrnuje podrobeni lipopeptidu tako-
vym podminkam, pfi kterych jsou lipopeptidy v monomerni formé a separaci monomerniho lipo-
peptidu od molekul s vy3si molekulovou hmotnosti nebo od agregati, napf. pomoci separanich
technik d¢licich na zakladé rizné velikosti. V preferovan&jsim provedeni vynélezu zahrnuje zpi-
sob oba kroky: podrobeni lipopeptidu podminkam, pti kterych vznikaji micely a separace lipo-
peptidovych micel z nizkomolekularnich kontaminanti a poté podrobeni lipopeptidovych micel
podminkam, pfi nichZ jsou lipopeptidy ve form& monomerd a separace lipopeptidovych monome-
rit od vysokomolekularnich molekul a agregatii. Tyto dva kroky mohou byt provedeny v libovol-
ném pofadi. V jest¢ preferovangjsim provedeni je separaini metodou ultrafiltrace nebo size—
exclusion chromatografie.

Dal3im objektem popisu je zajisténi vylepsené metody méfeni Cistoty lipopeptidii, véetné dap-
tomycinu, pomoci vysokorozliSovaci kapalinové chromatografie (HPLC).

DalSim pfedmétem popisu je zajisténi &isténych lipopeptid, jako je daptomycin nebo daptomy-
cinu pfibuzné lipopeptidy a jejich farmaceuticky pfijatelné soli nebo pripravky je obsahujici.
V preferovaném provedeni se popisuje daptomycin &istény jednim ze zplisobii popsanych v tomto
popisu. Popisuji se také farmaceutické ptipravky &isténého lipopeptidu nebo jeho soli a zpiisoby
podavani téchto pfipravkd. V preferovaném provedeni farmaceuticky piipravek zahrnuje &istény
daptomycin.

DalSim pfedmétem tohoto popisu je zajisténi lipopeptidovych micel a jejich farmaceuticky ptija-
telnych pripravkii. V preferovaném provedeni se tento popis tyka daptomycinovych micel nebo
micel zdaptomycinu pfibuznych lipopeptidi a Jejich farmaceuticky pfijatelnych piipravki.
V dalSim provedeni se popis také tyka zpiisobu podavani lipopeptidovych micel nebo jejich pii-
pravki potfebnym pacientim. V preferovaném provedeni se lipopeptidové micely podévaji intra-
vendzné, parenteralng, intramuskularné nebo mistng.
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Definice

Pokud neni definovano jinak, vsechny technické a védecké terminy pouZité v tomto vynalezu
maji vyznam, ktery je obvykly pro odborniky v oboru, jimZ je tento vynalez urCen. Provedeni
tohoto vynalezu pouZiva, pokud neni uvedeno jinak, konvenéni techniky chemie, biochemie a
mikrobiologie a zdkladni terminologii zde pouZitou.

Termin ,,izolovany* oznaduje slouceninu nebo produkt, ktery odpovidé slougening reprezentujici
nejméné 10 %, s vyhodou alespoti 20 % nebo 30 %, vyhodngji alespoii 50 %, 60 % nebo 70 % a
nejvyhodnéji alespoii 80 % nebo 90 % slouceniny pfitomné ve smési.

Termin ,,lipopeptid“ oznaluje molekulu zahrnujici lipidovou skupinu kovalentn€ vazanou na
peptidovou skupinu, stejné jako jeji soli, estery, amidy a ethery. Termin ,,lipopeptid* také zahrnu-
je chranéné formy lipopeptidi, kde je jedna nebo vice aminoskupin, karboxylovych skupin nebo
hydroxylovych skupin ochrénéna. Ptiklady chranicich skupin viz napf. ,,Protective Groups in
Organic Synthesis (Theodora W. Greene), John Wiley and Sons, New York, 1981. V prefero-
vaném provedeni je lipopeptidem antibiotikum. V dal$im preferovaném provedeni je lipopepti-
dem LY 303366, echinocandiny, pneumocandiny, aculeaciny, surfactin, plipastatin B1, am-
phomycin nebo lipopeptidovy derivat popsany v United States patentu 5 629 288. tyto lipopepti-
dy jsou zndmé v sou¢asném stavu techniky. Viz napf. United States patent 5202 309 a mezina-
rodni patentova pfihlaska WO 00/08197. V dal§im preferovaném provedeni je lipopeptid dap-
tomycinu pfibuzna molekula, vEetné (mimo jiné) daptomycinu, A54145, daptomycinu piibuzny
lipopeptid popsany v United States patentech 4 537717, 4 482 487, Re. 32311, Re. 32310,
5912 226, v soudasné dobé ve znovu podaném United States ser. 09/547 357, mezinarodni paten-
tové ptihlasce WO 01/44272, WO 01/44271, které jsou zde viechny zahmuté jako reference,
nebo antibiotikum A—21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fetézec daptomycinu nahra-
zen n—oktanoylovym, n-nonanoylovym, n-undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tridekanoy-
lovym nebo n—tetradekanoylovym postrannim fetézcem. Daptomycinu piibuzné lipopeptidy po-
psané ve WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271 se vztahuji k syntetickym a semisyntetic-
kym lipopeptidiim, kde jsou modifikovany ornithinové nebo kynurinové zbytky nebo postranni
fetézec mastné kyseliny. V jesté preferovangjsim provedenti je lipopeptidem daptomycin. Termin
daptomycinu piibuzny lipopeptid oznaduje slouceniny vyse popsané a jejich soli.

Termin ,,daptomycin® oznaduje n-dekanoylovy derivat antibiotického faktoru A-21978C, nebo
jeho farmaceuticky pfijatelné soli. ,Daptomycin® je synonymum s LY146032. Viz. Obrazek 1.

Termin ,,anhydro—daptomycin“ oznatuje daptomycinovy derivat, kde je a—aspartylova skupina
daptomycinu transpeptidovana na anhydro—sukcinimidovou skupinu.

Termin ,,3—izomer nebo ,,B—izomer daptomycinu® oznacuje daptomycinové derivaty, které ob-
sahuji B-aspartylovou skupinu namisto o—aspartylové skupiny. Viz Obrazek 2.

Daptomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid je ,,v podstaté &isty“, kdyZz alespoii 95 %
vzorku je daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid. S vyhodou, daptomycin nebo dap-
tomycinu ptibuzny lipopeptid je ,,prakticky Cisty™, kdyz alespoii 97 % vzorku je daptomycin nebo
daptomycinu piibuzny lipopeptid.

Daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid je prakticky &isty“, kdyz alespofi 98 %
vzorku je daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid, daptomycin nebo daptomycinu pfi-
buzny lipopeptid je ,prakticky &isty*, kdyZ alespofi 99 % vzorku je daptomycin nebo daptomyci-
nu pribuzny lipopeptid.

Daptomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid je ,,prakticky zbaven™ dalsi latky, kdyZz dalsi
sloudenina je piitomna v mnoZstvi, které neni vySsi nez 1 % hmotnosti daptomycinu nebo dap-
tomycinu ptibuzného lipopeptidového pfipravku.
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Daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid je ,,v podstaté zbaven* dalii slou¢eniny, kdyz
dalsi sloucenina je pfitomna v mnozstvi, které neni vyssi nez 0,5 % hmotnosti daptomycinu nebo
daptomycinu pfibuzného lipopeptidového p¥ipravku.

Daptomycin nebo daptomycinu p¥ibuzny lipopeptid je ,,zbaven* dalsi latky, kdyz dalsi slou¢enina
Je pfitomna v mnoZstvi, které neni vy$si nez 0,1 % hmotnosti daptomycinu p¥ibuzného lipopepti-
dového ptipravku. Alternativné, daptomycin nebo daptomycinu p¥ibuzny lipopeptid je ,,zbaven
dalsi slou¢eniny, kdyz tato sloudenina nemiize byt detekovana pomoci HPLC za podminek ma-
ximalni citlivosti, pfi kterém je detekéni limit pFiblizné 0,05 % nebo niZ$i mnozstvi daptomycinu
nebo daptomycinu piibuzného lipopeptidového pripravku. Piiklady HPLC metod jsou popsany
dale (Tabulka 1 a 2).

LCistény“ daptomycin nebo daptomycinu ptibuzny lipopeptid oznaCuje prakticky isty daptomy-
cin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid, v podstaté Cisty daptomycin nebo daptomycinu pi-
buzny lipopeptid nebo jejich soli nebo daptomycin, daptomycinu pfibuzny lipopeptid nebo jejich

W

soli, které jsou v podstaté Sisté nebo zbavené dalsi slou¢eniny.

~Casteéng &istény“ daptomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid oznaduje daptomycin,
daptomycinu piibuzny lipopeptid nebo jejich stl, ktera m4 niz$i nez 90% &istotu.

Cistota daptomycinu, daptomycinu pfibuzného lipopeptidu nebo jiného lipopeptidu oznacuje
lipopeptid pfed jeho formulovanim do farmaceutického ptipravku. Cistota miize byt méfena libo-
volnym prostfedkem v&etn& nuklearné magnetické resonance (NMR), plynové chromatografie/-
hmotnostni spektroskopie (GC/MS), kapalné chromatografie/hmotnostni spektroskopie (LC/MS)
nebo mikrobiologickym stanovenim. Preferované prostfedky pro méfeni Cistoty daptomycinu je
analyticka vysokorozliSovaci kapalinova chromatografie (HPLC).

Termin ,,micela® oznauje agregity amfifilnich molekul. Ve vodném prosttedi je lipofilni domé-
na molekul agregati orientovana proti interiéru micely a hydrofilni domény jsou v kontaktu
s mediem. Struktury micel zahrnuji (vy&et neni vyCerpdvajici) sférické, laminarni, cylindrické,
elipsovité, vesikularni (liposomalni), lamerélni a kapalné krystaly. Viz Obrazek 14.

Termin ,,smiSené micely oznaduje konkrétni typ micely, ve kterém micela obsahuje vice neZ
Jeden typ amfifilni molekuly. V kontextu tohoto vynalezu smiSené micely obsahuji lipopeptid a
alespoii jednu dal$i amfifilni molekulu, kterou miize byt dalsi lipopeptid. SmiSené micely obsahu-
Ji alespoii 10 % lipopeptidu (hmotnostni %). V dalsich provedenich obsahuji smiSené micely
alespoii 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % nebo 90 % lipopeptidu.

Termin ,,micelarni roztok* oznaduje roztok, ve kterém vice nez 50 % molekul lipopeptidu v roz-
toku je pfitomno v micelach (hmotnostni udaje). S vyhodou, alespoti 60 %, 70 %, 80 %, 90 %
nebo 95 % molekul je ve formé& micel. Micelarni roztok se zachycuje na ultrafiltraéni membrang,
pokud je vyrobena (cutoff) pro nominalni molekulovou hmotnost 10 000 dalton.

Termin ,.kritickd micelarni koncentrace® (cmc) oznacuje uréitou koncentraci molekul, ktera zavi-
si na teplot&, koncentraci soli a typu amfifilni molekuly. Nad cmc existuji v rovnovaze neasocio-
vané molekuly a micely.

Termin ,,monomer“ oznaduje amfifilni molekulu, ktera neni &asti agregatu, ovSem ktera existuje
Jako jedind molekula. V kontextu tohoto vynélezu oznaCuje termin monomer neasociovany lipo-
peptid.

Termin ,,monomerni roztok* oznaduje roztok, ve kterém Je vice nez 50 % lipopeptidovych mole-
kul pfitomno ve form& monomeru (hmotnostni udaje). S vyhodou, alespoii 60 %, 70 %, 80 %,
90 % nebo 95 % je ptitomno ve form& monomeru. Monomerni roztok neni zachycen na ultrafil-
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traéni membrané, pokud je vyrobena (cutoff) pro nominélni molekulovou hmotnost 10 000 dal-
ton, a spiSe touto membranou prochazi.

Termin ,,pufr s nizkou iontovou silou“ oznauje roztok, ktery ma koncentraci soli pod 50 nM,
termin ,pufr se stfedni iontovou silou“ oznaduje roztok majici koncentraci soli mezi 50 az
250 mM, termin ,pufr s vysokou iontovou silou” oznacuje roztok majici koncentraci soli vyssi
nez 250 mM.

Zpuisoby vyroby &isténych lipopeptida

Jedno provedeni tohoto vynalezu popisuje chromatografickou metodu, ktera produkuje CiStény
lipopeptid komerén& zajimavym zptisobem. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipo-
peptidem daptomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid. Zpiisob chromatografické metody
zahrnuje sekven&ni pouZiti anion—vyménné chromatografie, chromatografie s hydrofobnimi in-
terakcemi (HIC) a anion—vyménné chromatografie k &isténi pfipravki obsahujicich lipopeptid
jako je daptomycin nebo daptomycinu ptibuzny lipopeptid.

V preferovaném provedeni zpisob &isténi déle zahrnuje zménu fermenta¢nich podminek, kdy
vznika A21978C obsahujici surovy produkt pomoci Streptomyces roseosporus, za U¢elem zvyse-
ni produkce daptomycinu a sniZeni koncentrace necistot a odpovidajicich kontaminantii, vyrabé-
nych fermentacni kulturou S. roseosporus.

Preferované provedeni zpiisobu chromatografické metody je popsano dale:

Streptomyces roseosporus je fermentovan s Zivnou n—dekanovou kyselinou, podle popisu
v United States patent 4 885 243, s modifikaci kdy dekanova kyselina byla udrzovana na co nej-
niz&ich koncentracich bez toho, aby to ovlivnilo celkovy vytéZek fermentace. V preferovaném
provedeni je udrzovana zbytkova kyselina dekanova b&hem aerobni fermentace na koncentraci
niz$i nez 50 part per milion (ppm). V jestd preferovanéjsim provedeni je udrzovana zbytkova
kyselina dekanovéa béhem aerobni fermentace na koncentraci nizsi nez 20 part per milion (ppm).
V preferovaném provedeni je udrzovana zbytkova kyselina dekanova b&hem aerobni fermentace
na koncentraci pFiblizné 10 part per milion (ppm). V preferovaném provedeni tohoto vyndlezu se
koncentrace zbytkové dekanové kyseliny mé&fi béhem fermentace a koncentrace Zivného roztoku
dekanové kyseliny se adjustuje tak, aby koncentrace zbytkové dekanové kyseliny byla udrZzovana
b&hem aerobni fermentace v ramci preferovanych parametrii. Sougasny stav techniky nepopisuje
in situ konkrétni a nizkou rezidualni koncentraci dekanové kyseliny, poZadovanou pro dosaZeni
optimalni exprese daptomycinu obsahujiciho nizké koncentrace necistot.

Po fermentaci se extracelularni roztok vy&efi odstranénim mycelia od fermentacni kapaliny. Od-
stranéni mycelia od fermentacni kapaliny se provadi standardnimi separaénimi technikami jako je
centrifugace nebo mikrofiltrace. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se fermenta¢ni kapa-
lina &isti mikrofiltraci s vyuzitim Pall Sep’ membranového systému. V preferovangj$im prove-
deni se fermenta&ni kapalina &isti s vyuZitim primyslové centrifugy jako je Westfalia ", nasledo-
vané dokon&enim na hloubkovém filtru. K odstranéni mycelia od fermentaéni kapaliny mohou
byt pouzity dalii pfistroje, jako jsou filtracni lisy, rotaéni bubnové filtry nebo hloubkové filtry
pro jedno pouziti za vzniku &iré kapaliny vhodné pro sloupcovou chromatografii ve velkém mé-
Fitku.

V dalgim provedeni mize byt daptomycin extrahovan z fermentace mycelia pfimo s vyuZzitim
organického rozpoustédla, jako je butanol, pfedtim nez je vy&efeno separaci na odstfedivce nebo
filtru. Podle tohoto provedeni miize byt pro extrakci pouZit libovolny alkohol majici &tyfi nebo
vice atomii. Preferovanym rozpoustédlem je n—butanol. VyuZiti organického rozpoustédla vede
k dodate¢nému &i&téni daptomycinu ve srovnani s &isté vodnou separaci daptomycinu. Napfiklad,
daptomycin se rozd&luje do n—butanolu, je-li butanol pouzit v koncentracich vyssich nez 10 % a
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kdyZ je proces provadén za podminek, pii kterych n-butanol vytvati odd€lenou fazi, napt. pri
hodnotach pH 4 az 5, coz je blizko isoelektrického bodu daptomycinu (viz Pfiklad 4).

V dalsim provedeni se daptomycin vyrabi v imobilizovaném reaktoru, ktery vyuZiva predem akti-
vované mycelium pro nefermentaéni produkei daptomycinu s vyuzitim zdroje energie, s vyhodou
cukru, zékladnich slozek jako jsou aminokyseliny a amoniak a dekanové kyselina. Produkce dap-
tomycinu v reaktoru s imobilizovanym enzymem se poté provadi pomoci popsanych metod.

Po vyCefeni fermentacni kapaliny se koncentrace daptomycinu obohacuje (to jest zakoncentrova-
va se) pomoci anion-vyménné chromatografie. Vycefeny roztok se necha nejdiive kontaktovat
s anion-vyménnou pryskyfici za podminek, kdy se vétsina daptomycinu vdZe na anion—
vyménnou pryskyfici. Po navazani se pryskyfice promyje vodnym pufrem s vhodnou iontovou
silou kviili odstranéni nevazaného materialu a daptomycinovych neistot. Nakonec se &istény
daptomycin vazany na pryskyfici eluuje za podminek, pfi nichz daptomycin disociuje z prysky-
fice.

Navazani, promyti a eluovani miiZe byt provedeno podle tohoto vynalezu s vyuzitim pufrii a me-
tod zndmych v soudasném stavu techniky. Napiiklad, eluovani mize byt provedeno s vyuZitim
pufru obsahujiciho zvySenou koncentraci soli ve srovnani s promyvacim pufrem, s pufrem, ktery
ma niZ§i hodnotu pH ve srovnani s promyvacim pufrem nebo s pufrem, ktery ma jak vy$si kon-
centraci soli, tak i niZ$i hodnotu pH, nez méa promyvaci pufr. V preferovaném provedeni tohoto
vynélezu se daptomycin vaZe na anion-vyménnou pryskyfici, kterd byla pfedtim nechana reago-
vat s pufrem neobsahujicim Zadnou pfidanou siil nebo obsahujici pouze nizké koncentrace soli
pfi neutrdlnim az bazickém pH. Pryskyfice se po navazani daptomycinu promyje trojnasobnym
objemem vody a poté Sesti objemy pufru se stfednim obsahem soli obsahujicim 30 az 60 mM
NaCl. Daptomycin je eluovén z kolony jednim az tfemi objemy pufru se zvy$enym obsahem soli
nebo s niz§im pH obsahujicim 300 az 500 mM NaCl. Vy3si koncentrace chloridu sodného a al-
ternativni soli jako je chlorid draselny bude také eluovat daptomycin z pryskyfice. V preferova-
ném provedeni tohoto vynalezu se pouZiva anionickd vyménna pryskyfice s niz§im priitokem.
V preferovanéjs$im provedeni se pouziva pryskyfice FP-DA 13 (Mitsubishi).

Anion-vymeénna chromatografie miZe byt provadéna pomoci chromatografické kolony nebo
muZe byt provedena v ddvkovém médu. Pro komeréni vyuziti mize byt preferovan davkovy
mod. Anion—vyménna pryskyfice miize byt promyta a eluovana postupnych krokovym gradien-
tem soli nebo kontinudlnim gradientem. Vhodny krokovy nebo kontinualni gradient je takovy,
ktery dovoluje separaci daptomycinu od kontaminantii., V preferovaném provedeni tohoto vyna-
lezu se kontinualni solny gradient pohybuje v rozmezi od 0 do 1000 mM NaCl. V preferovang;j-
sim provedeni se kontinualni solny gradient pohybuje v rozmezi od 100 do 500 mM NaCl nebo
od 0 do 400 mM NaCl. Mize byt také pouzita chromatografie s radialnim tokem podle United
States patentii 5 756 680, 4 865 729, 4 840 730 nebo 4 708 782.

Po anion—vyménné chromatografii je daptomycin dale &istén pomoci chromatografie s hydro-
fobnimi interakcemi (HIC). Jedno z provedeni Jje popsano v United States patentu 4 874 843,
zahrnutém zde jako reference. Eluovany daptomycinovy pfipravek se nechd kontaktovat s HIC
pryskyfici za podminek, kdy vétsina daptomycinu nebo viechen daptomycin se vaZe na pryskyfi-
ci. Obsah vody pryskyfice s navazanym daptomycinem se snizi kontaktem pryskyfice se Zvyse-
nou koncentraci nepolarniho rozpoustédla. Pryskytice se promyje vhodnym polarnim organickym
rozpoustédlem za podminek, kdy necistoty disociuji z pryskyfice zatimco daptomycin zistava
navazan. Nakonec se daptomycinovy preparat eluuje za podminek, pfi kterych daptomycin diso-
ciuje z pryskyfice. Obecng se daptomycin eluuje s vyuzitim rozpoustédel obsahujicich pufr s niz-
§i polaritou (vys$8i koncentrace polarniho rozpoustédla) a/nebo s vy$si hodnotou pH nez mél
promyvaci pufr.

V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se pouZiva nefunkcionalizovana pryskytice HIC,
kterou je HP-20ss s malymi &4sticemi. Vézany daptomycin se specificky odstraiiuje z HP-20ss
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pryskytice fzi s organickym rozpoustédlem jako napf. fazi obsahujici isopropylalkohol, acetoni-
tril, butanol nebo jiné vhodné rozpoustédlo. V preferované€jsim provedeni je daptomycin nasycen
na pryskyfici, promyvanou s acetatovym pufrem obsahujicim 10 % acetonitrilu nebo ekvivalent-
niho polarniho rozpoustédla jako je isopropylalkohol. Daptomycinem nasycena pryskyfice se
promyva alespoii trojndsobnym objemem pufru pouzitého pro ekvilibraci. Pryskyfice nasycena
daptomycinem se dale zbavuje dalsich neCistot promyvanim tfemi aZ 3esti objemy acetatového
promyvaciho pufru obsahujiciho neeluujici koncentraci polarniho rozpoustédla. V preferovaném
provedeni tohoto vynalezu se daptomycinem nasycena pryskyfice promyva 30% acetonitrilem
nebo 45% isopropylalkoholem. Daptomycinem nasycena pryskyfice se eluuje jednim az tfemi
objemy acetatového pufru obsahujiciho 35 % nebo vice acetonitrilu nebo vice nez 50 % isopro-
pylalkoholu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se daptomycin eluuje 35% acetonitrilem
pti pH 4,0 az 5,0 nebo 55 az 60% isopropylalkoholem. V dalsim provedeni se daptomycinem
nasycena pryskyfice eluuje jednim aZ tfemi objemy pufru pii zvy$eném pH. V tomto provedeni
se pH pufru postupné zvysuje, aby doslo k eluovani riiznych slougenin z kolony pfi riznych hod-
notach pH vzhledem k rozdilim v nabojich. Pfi zvySeném pH, napf. pH 6,0 az 7,0 se elu¢ni kon-
centrace acetonitrilu snizuje na 10 az 20 %. Podobng, pii zvySeném pH, napf. 6,0 az 7,0, se eluéni
koncentrace isopropylalkoholu snizuje na 20 az 25 %. Kontrola teploty, pfi které se provadi
chromatografie, ma také vliv na koncentraci rozpoustédla. Eluovani pii nizsi teploté, to jest za
podminek chlazeni, vyZaduje zvySené koncentrace rozpoustédla pii viech hodnotach pH.

Po HIC se obsah organického rozpoustédla v daptomycinovém preparatu snizi pomoci anion—
vyménné chromatografie. V preferovaném provedeni tohoto vynélezu se pouziva FP-DA 13,
diskutovany v tomto vynalezu.

Po druhé anion-vyménné chromatografie se ¢i§tény daptomycin depyrogenuje, filtruje a koncen-
truje za chladicich podminek. Filtrovani daptomycinu mize byt provedeno libovolnou metodou
znamou v oboru. V jednom provedeni se filtrovani a depyrogenace provadi pomoci:

i) vyvolani takovych podminek, pfi kterych je daptomycin v daptomycinovém roztoku v mono-
mernim a nemicelarnim stavu,

ii) filtrovani daptomycinového roztoku za podminek, pfi kterych bude daptomycin pfechazet pies
filtr, oviem pyrogeny pfes filtr nebudou prochazet, napf. tak, Ze se daptomycinovy roztok udrzuje
pfi pH 6,0 az 7,0 a zfiltrovanim roztoku pfes ultrafiltr, ktery je nastaven na hodnotu 3000 az
30 000 NMW,

iii) zménou podminek daptomycinového roztoku tak, Zze daptomycin agreguje, napf. zménou pH
daptomycinového roztoku na 2,5 az 4,5, takze daptomycin tvofi micely,

iv) zfiltrovanim daptomycinového roztoku za podminek, pfi kterych bude daptomycin zlistavat na
filtru, napt. zakoncentrovanim daptomycinu na ultrafiltru pfi 30 000 NMW nebo méné, jako tfeba
na reverzni osmotické membrang, a

v) shromézdénim depyrogenového daptomycinu.

V preferovaném provedeni tohoto vynilezu se daptomycin z kroku (ii) filtruje za tlaku pfes ultra-
filtr s hranici molekulové hmotnosti 10 000 dalton pfi pH ptiblizng 7 az 8. V preferovangjsim
provedeni daptomycin prochazi pfes filtr, ovSem pyrogeny jako tfeba lipopolysacharidy (LPS)
nikoliv. Po po&ate¢ni ultrafiltraci se pH filtratu snizi na hodnotu 2,5 aZ 4,5 a filtrat se zkoncentru-
je na ultrafiltru s hranici 10 000 MWCO na piblizné 120 mg/ml. Za t&chto okolnosti daptomycin
ziistava na filtru. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je pH substratu 3,5. Po zkoncentro-
vani je koncentrace daptomycinu adjustovana na 105 mg/ml, je zkontrolovana koncentrace endo-
toxinu a vzorek se plni do vidlek za aseptickych podminek.

V dal$im provedeni se provadi reverzni osmoticka nanofiltrace pfi pH 1,5 az 3,0. Nizs8i pH a
chlazeni se pouzivaji kviili zabranéni degradace gisténého daptomycinu. Daptomycin miZe byt
dale zfiltrovan pres 0,2 pm filtr kvili sniZeni bioneCistot a poté se lyofilizuje veelku nebo ve vidl-
kach.
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Jako alternativa k vySe uvedenému ultrafiltraénimu a koncentraénimu kroku se eluované frakce
obsahujici daptomycin smichaji s butanolem (bud’ n-butanol, isobutanol nebo terc—butylalkohol)
pfi pH pfiblizn€ 4,5 v poméru vy$3§im neZ jedna &ast butanolu na devét &asti daptomycinového
roztoku. V preferovaném provedeni tohoto vynélezu se jeden dil butanolu smicha se &tyfmi dily
daptomycinového roztoku za vzniku 20% butanolového roztoku. Roztok daptomycinu v butanolu
se necha oddélit na organickou a vodnou f4zi. Daptomycin piechézi do organické faze, ktera se
oddeli. Dehydratace daptomycinu v organickém rozpoustédle mize stabilizovat daptomycin a
zabratiovat degradaci ¢isténého daptomycinu na anhydrodaptomycin a naslednému vzniku -
izomeru. Nakonec miize byt daptomycin vracen do vodné faze ptidavkem pufru o hodnoté pH 6,5
az 7,5 do organické faze. Po zkoncentrovani nebo shromazdéni daptomycinu se daptomycin lyo-
filizuje.

V dalSim provedeni tohoto vynalezu se pouZiva chromatograficka metoda pro &isténi lipopeptida
jinych nez daptomycinu, jako jsou tfeba A54145, LY303366, echinocandiny, pneumocandiny,
aculeacin, surfactin, plipastatin B1, amphomycin nebo lipopeptidovy derivat popsany v United
States patentu 5 629 288. V dal$im provedeni se pouziva zplisob &isténi pomoci chromatografie
pro Cisténi daptomycinu ptibuznych lipopeptidii, véetn& AS4145 nebo lipopeptidu popsaného
v United States patentech 4 537 717, 4 482 487, Re. 32311, Re. 32310, 5912 226, ktery je
v soucasné dobé vydany jako United States Serial. No. 09/547 357, Mezinarodni PCT piihlaska
WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271 nebo antibiotika A-21978, kde je n—dekanoylovy
postranni fetézec daptomycinu nahrazen n—oktanoylovym, n-nonanoylovym, n-undekanoy-
lovym, n—-dodekanoylovym, n—tridekanoylovym nebo n-tetradekanoylovym postrannim fetéz-
cem.

V dalsim provedeni tohoto vynélezu je pouZita ,,Salt Cloud Method* (Genetic Engineering News,
vol. 19, €. 20, str. 1, 34 a 43, (15. listopadu 1999)) pfi &isténi daptomycinu nebo Jinych lipopepti-
di. Metoda ,,Salt Cloud* je systém zaloZeny na membrané, ktery kombinuje selektivni separaci
s vysokoobjemovou propustnosti. Metoda ,,Salt Cloud* miize byt pouZita ve spojeni s procesnimi
kroky popsanymi v tomto vynalezu nebo miiZe byt pouZita odd&lend k &isténi daptomycinu nebo
jinych lipopeptidi.

Dal3i provedeni tohoto vynalezu se zabyva chromatografickou metodou, ktera produkuje vysoce
Cisty lipopeptid, jaky je nedosaZitelny metodami znamymi v souasném stavu techniky. Chroma-
tografickd metoda zahrnuje pouziti anion—vyménné chromatografie s modifikovanym pufrem
k ¢iSténi preparatii obsahujicich lipopeptid. V provedeni tohoto vynédlezu se metoda pouziva
k produkci vysoce €istého daptomycinu nebo daptomycinu p¥ibuzného lipopeptidu. Tato metoda,
Je-li pouzita na ¢astecng ¢ist€ny daptomycin, produkuje daptomycin o &istoté alespoii 98 %. Ten-
to zpusob také produkuje daptomycin, ktery je zbaven nebo prakticky zbaven anhydro—dapto-
mycinu. Metoda zahrnuje nésledujici kroky:

Céstetns ¢iStény daptomycin se ptipravi libovolnou metodou zndmou v souéasném stavu techni-
ky. Daptomycinovy preparat se poté dale &isti pomoci anion-vyménné chromatografie zesilené
modifikovanym pufrem. Daptomycin je navazan na anion—vyménnou pryskyftici v pfitomnosti
vhodného iontové modifikovaného pufru, za podminek, p#i kterych se daptomycin vaZe na prys-
kyfici v monomernim nemicelarnim stavu. Modifikovany pufr zahrnuje pufrovaci ¢inidlo jako je
napf. (vycet neni limitujici) acetat, fosfat, citrat a Tris—HCI nebo libovolné Jjiné pufrovaci ¢inidlo,
které dobre pufruje pti neutralnim pH. Modifikovany pufr dale zahrnuje jedno nebo vice chaotro-
pickych €inidel, véetné (bez omezeni) guanidinu, amoniaku, mocoviny, silné redukéni &inidla,
benzoat, askorbat nebo jiné Cinidlo zvysujici iontovou silu, schopné modifikovat pufr tak, aby byl
daptomycin snadno oddglen od negistot. Daptomycinem napusténa pryskyfice se promyva vhod-
nym iontové modifikovanym pufrem kvili vymyti negistot vietng anhydro—daptomycinu. Dap-
tomycin se poté eluuje za podminek, dovolujicich separaci daptomycinu od negistot, které ziista-
vaji navazané k pryskyfici, véetné B—izomeru.
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V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je modifikovany pufr pti neutralnim pH (pH = 6 az
8) a obsahuje 2 az 6 M mocovinu. V dalsim preferovaném provedeni tohoto vynalezu se pouziva
anion—vyménna pryskyfice Porous Resin P150 nebo Porous D50 (PE Biosystems). Ve vice prefe-
rovaném provedeni tohoto vynalezu se pouziva anion—vyménna pryskyfice Porous P150. V pre-
ferovaném provedeni tohoto vynalezu se daptomycin vaze na pryskyfici v pufru majicim nizsi
jontovou silu, promyje se pufrem o nizké aZ stfedni iontové sile a eluuje se pufrem o vysoké ion-
tové sile. V jednom z preferovanych provedeni se daptomycin vaZe na pryskyfici Porous P50
v Tris pufru o pH 7,0 obsahujicim mocovinu. Pryskyfice Porous P150 s navazanym daptomyci-
nem se promyje trojnasobnym objemem Tris pufru nebo jiného vhodného pufru obsahujiciho
takovou koncentraci soli, ktera odstrani kontaminanty a anhydro—daptomycin bez toho, aby byl
eluovéan daptomycin. Daptomycin se eluuje z pryskyfice Porous P150 s Tris pufrem nebo jinym
vhodnym pufrem se zvySenym obsahem soli, které nechaji dal$i nedistoty v&etné vyznamného
podilu B-izomeru vazané na kolong. V dal§im preferovaném provedeni tohoto vynalezu se pou-
7iva pryskytice Porous P150 a daptomycin se vaZe na pryskytice v pufru o pH 6,0 obsahujicim
2M mocovinu. Pryskyfice Porous P150 s navazanym daptomycinem se promyje a eluuje podobné
jako ve vyse popsané metodg, s tou vyjimkou, Ze se pouZije acetatovy pufr o pH 6,0 obsahujici
2M motovinu. Frakce produktu mohou byt m&feny pomoci HPLC nebo pomoci UV spektrosko-
pie.

Anion-vyménna chromatografie s modifikovanym pufrem miZe byt provadéna pomoci sloupco-
vé chromatografie nebo mize byt provedena v davkovém médu.

Miize byt také pouzita chromatografie s radialnim tokem, podle popisu v United States patentech
5756 680, 4 865 729, 4 840 730 nebo 4 708 782. Anion-vyménna pryskyfice s modifikovanym
pufrem mize byt promyvéna a eluovana krokovym solnym gradientem nebo kontinualnim sol-
nym gradientem. Vhodny krokovy nebo kontinualni gradient je takovy, ktery dovoluje separaci
daptomycinu od ne€istot, v€etné (vycet neni limitujici) anhydro—daptomycinu a B-izomeru.
V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se pouziva kontinualni solny gradient od 0 do
1000 mM NaCl. V preferovangj§im provedeni se pouziva solny gradient 100 az 500 mM NaCl
nebo 0 az 400 mM NaCl.

V dal§im provedeni tohoto vynalezu se pouZiva anion-vyménna chromatografie s modifikova-
nym pufrem pro &igténi lipopeptidovych sloucenin jinych nez daptomycinu. Tyto lipopeptidoveé
slougeniny zahrnuji (bez omezeni) A54145, LY303366, echinocandiny, pneumocandiny, aculea-
cin, surfactin a plipastatin B1 (Tsuge et al., 1996, Arch. Microbiol. 165: 243-51) a lipopeptidové
derivaty uvedené v United States patentu 5629 288. V dal$im provedeni se pouziva anion—
vyménné chromatografie s modifikovanym pufrem pro ¢isténi daptomycinu piibuznych lipopep-
tida jako jsou AS54145 nebo lipopeptidi popsanych v United States patentech 4 537717,
4 482 487, Re. 32311, Re. 32310, 5912226, v soutasné dobé vydanych jako United States
Serial. N. 09/547 357, mezinarodnich PCT ptihlas8kach WO 01/44272, WO 01/44274 a WO
01/44271 nebo antibiotika A—21978, ve kterych je n—dekanoylovy postranni fetézec daptomycinu
nahrazen n—oktanoylovym, n—nonanoylovym, n—undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tri-
dekanoylovym nebo n-tetradekanoylovym postrannim fetézcem.

V daldim provedeni tohoto vynalezu se pouziva nova kombinace chromatografickych krokd
k &isténi daptomycinu nebo daptomycinu piibuznych lipopeptid.. Zplsob zahrnuje anion—
vyménnou chromatografii, chromatografii na reverzni fazi s malou velikosti &astic a anion—
vyménnou chromatografii s modifikovanym pufrem. Cistici metoda mtize dale zahrnovat zménu
fermenta¢nich podminek, pti kterych je surovy produkt obsahujici A21978C produkovan pomoci
Streptomyces roseosporus. Tyto metody produkuji daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipo-
peptid, majici alespoii 98% Cistotu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu metoda produku-
je daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid, ktery ma vy3si nez 98% Cistotu.

Preferované provedeni zpiisobu chromatografické metody je popsano dale:
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Streptomyces roseosporus je fermentovan s pfidavkem dekanové kyseliny, podle popisu v United
States patentu 4 885 243, s tou modifikaci, Ze se dekanova kyselina udrZuje na co nejniz$i kon-
centraci bez toho, Ze by to mé&lo negativni vliv na celkovy vytézek fermentace, jak bylo popsano
vySe. V alternativnim provedeni mohou byt pouZity jiné Zivné latky, pokud zajistuji n—
dekanoylovou skupinu pro adici na daptomycinové jadro. Ptiklady téchto zivnych latek jsou (bez
omezeni)amid Kyseliny dekanové, estery dekanové kyseliny véetng butylesterii, surové zdroje
kokosového nebo palmového oleje, Zivodisné zdroje dekanové kyseliny, rizné soli dekanové
kyseliny a petrochemické zdroje dekanové kyseliny. Po fermentaci se extracelularni kapalina
vyCefi podle vySe uvedeného popisu. V alternativnim provedeni miize byt daptomycin extraho-
van od mycelia s vyuZitim organického rozpoustédla jako je n—butanol, pfed tim neZ se provede
vycefeni na centrifuze nebo filtru podle vyse uvedeného popisu. Po vydefeni fermenta¢ni kapali-
ny je koncentrace daptomycinu ve vy&efeném roztoku obohacena nejdfive pomoci anion—vymén-
né chromatografie a poté pomoci HIC, jak bylo popsano vyse.

Po provedeni HIC se obsah rozpoust&dla v daptomycinovém preparatu snizuje libovolnou meto-
dou zndmou v oboru. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se obsah organického rozpous-
tédla snizuje pomoci anion—vyménné chromatografie podle vyse uvedeného popisu. Daptomycin
by mél byt z kolony eluovén pufrem, kompatibilnim s pufrem pozadovanym pro anion—vymeén-
nou chromatografii s modifikovanym pufrem. Alternativng, eluéni pufr mize byt zaménén za
modifikovany pufr pomoci reverzni osmézy nebo filtraci pies filtr s hranici 10 000 MWCO.
V dal$im provedeni se obsah organického rozpoustédla snizuje odpafenim nebo natedénim v puf-
ru. Ve tfetim preferovaném provedeni tohoto vyndlezu se rozpoustédlo z chromatografie na re-
verzni fazi a zbytkova sil odstrafiuji s vyuZitim reverzni osmozy pii pH 1,5 az 4,0 nebo ultrafil-
traci pfi pH 2,5 az 4,5. Vznikajici produkt miZe byt zmrazen pro skladovani ve velkém nebo
suSen lyofilizaci a poté rehydratovan ve vodé nebo v pufru pouzivaném pro anion—vyménnou
chromatografii s modifikovanym pufrem.

Daptomycin je dale ¢itén pomoci anion-vyménné chromatografie s modifikovanym pufrem, jak
bylo popsano vyse.

Po anion-vyménné chromatografie s modifikovanym pufrem je &istény daptomycin filtrovéan a
zkoncentrovén za chlazeni. Filtrovani daptomycinu miZe byt provedeno libovolnou znamou me-
todou v soucasném stavu techniky. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se daptomycin
depyrogenuje a koncentruje podle vySe uvedeného popisu. Alternativné, daptomycin mize byt
zkoncentrovan pomoci reverzni osmozy za chlazeni pti pH 1,5 az 4. Nizsi pH a chlazeni se pou-
Zivaji kviili zabranéni degradace ¢isténého daptomycinu.

Jako alternativa k vySe uvedené filtraci a koncentraci nebo kromé téchto kroki, mohou byt frakce
obsahujici daptomycin z anion-vyménné chromatografie s modifikovanym pufrem smichany
s butanolem (bud’ n-butanolem, isobutanolem nebo terc-butylalkoholem) pfi pH ptiblizné 4,5
v poméru vyssim neZ jeden dil butanolu na devét dilii daptomycinového roztoku. V preferovaném
provedeni tohoto vynalezu je jeden dil butanolu smichan se &tyfmi dily daptomycinového roztoku
za vzniku 20% butanolového roztoku. Butanolovy roztok daptomycinu se necha rozdélit na orga-
nickou a vodnou fazi. Daptomycin prechazi do organické faze, ktera je sebrana. Dehydratace
daptomycinu v organickém rozpoustédle mize stabilizovat daptomycin a zabrafiovat degradaci
¢isténého daptomycinu na anhydro—-daptomycin a naslednému vzniku —izomeru.

Po zkoncentrovani nebo sebrani daptomycinu je daptomycin lyofilizovén.

Dale se pouzivd popsand chromatograficka metoda pro &isténi lipopeptidii jinych nez je dampto-
mycin, jako jsou lipopeptidy popsané vyse.

Vznik lipopeptidovych micel a zpiisoby jejich pouziti
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Dalsi provedeni tohoto vynalezu popisuje lipopeptidové micely, zpisoby vyroby lipopeptidovych
micel a zpisoby pouziti lipopeptidovych micel pro €isténi lipopeptidii a farmaceutické ptipravky.
V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipopeptidem damptomycinu ptibuzna molekula,
véetné (mimo jiné) damptomycinu, A54145 a damptomycinu pfibuzného lipopeptidu popsan€ého
v United States patentech 4 537 717, 4 482 487, Re. 32 311, Re. 32310, 5912226, ktery je
v soucasné dobé vydan jako United States Serial. No. 09/547.357, mezinarodnich PCT piihlas-
kach WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271 nebo antibiotika A-21978, kde je n—deka-
noylovy postranni fetézec daptomycinu nahrazen n—oktanoylovym, n—-nonanoylovym, n—unde-
kanoylovym, n—dodekanoylovym, n-tridekanoylovym nebo n—tetradekanoylovym postrannim
tetézcem. V preferovanéjsim provedeni je lipopeptidem daptomycin.

Micely jsou agregaty amfifilnich molekul. Ve vodném prostfedi se lipofilni Casti molekul orien-
tuji dovnitf interiéru micely a hydrofilni ¢asti molekul jsou v kontaktu s vodnym prostiedim.
Micely se tvofi spontanné v roztoku obsahujicim amfifilni molekuly, pokud je koncentrace mole-
kul dostate¢né vysoka.

Vznik micel zpiisobuje zmény v nékterych makroskopickych fyzikalnich vlastnostech roztoku,
véetn& zmén v osmotickém tlaku, turbiditd, elektrické vodivosti, povrchovém napéti, iontovych a
proti—iontovych aktivitach (v ptipadé, ze amfifilni molekuly jsou iontové), indexu lomu, UV a
NMR spektrech, parcidinim molarnim objemu, viskozité, difaznim koeficientu a rozpustnosti
barev. Cmc miZe byt uréena méfenim jedné nebo vice fyzikalnich viastnosti zavislych na tvorbé
micel, jako funkce koncentrace amfifilni slouceniny. Velikost a tvar micel mize byt urcen dyna-
mickym rozptylem laserového zéfeni, ultracentrifugaci, viskozitou a/nebo rentgenovou spektros-
kopii pod nizkym thlem. Micely mohou existovat v kapalné krystalickych fazich.

Lipopeptidy mohou agregovat do micel tehdy, kdyz koncentrace lipopeptidu je vysSi neZ cmc
daného lipopeptidu. Cmc je zavisla na druhu lipopeptidu a teplotg, koncentraci soli a pH vodného
roztoku obsahujiciho lipopeptid. S ohledem na druh lipopeptidu, cme lipopeptidu se snizi ptida-
nim CH2 skupiny k lipofilnimu uhlikovému fetézci. Mame-li tedy cmc pro daptomycin pii kon-
krétni koncentraci soli, teploté a pH, potom antibiotikum typu A-21978, kde je dekanoylovy
postranni fetézec mastné Kyseliny nahrazen n—oktanoylovym nebo nonanoylovym postrannim
fetézcem bude mit vy$si cme, zatimeo antibiotikum A-21978, kde je dekanoylovy postranni feté-
zec mastné kyseliny nahrazen n-undekanoylovym n—dodekanoylovym, n—tridekanoylovym nebo
n-tetradekanoylovym postrannim fetézcem bude mit niz8i cmc ve srovnani s daptomycinem.

V jednom provedeni tohoto vynalezu miiZze byt cme lipopeptidu ménéno pfidanim nebo odebra-
nim CH2 skupiny lipopeptidu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipopeptidem A-—
21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fetézec mastné kyseliny nahrazen n—oktanoylo-
vym, n-nonanoylovym, n-undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tridekanoylovym nebo n—
tetradekanoylovym postrannim fetézcem. V dal§im provedeni lze vypoditat pfibliznou hodnotu
cme lipopeptidu podle uvedenych specifikaci. Mame-li hodnotu cmc lipopeptidu jako je dap-
tomycin, lze pfiblizng vypotitat hodnotu cmc pfibuzného lipopeptidu, ve kterém je n—dekanoy-
lovy postranni fetézec mastné kyseliny nahrazen n—oktanoylovym, n—nonanoylovym, n—unde-
kanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tridekanoylovym nebo n-tetradekanoylovym postrannim
fetézcem. Vypodet miiZe byt proveden zpiisoby zndmymi odbornikiam v oboru.

V dalgim preferovaném provedeni tohoto vynalezu, mame-li hodnotu cmc lipopeptidu, miZeme
priblizng spogitat cme lipopeptidu, ktery obsahuje odpovidajici peptidovou skupinu. V preferova-
ném provedeni tohoto vynalezu, méme-li hodnotu cme pro daptomycin, lze jednoduSe spogitat
hodnotu cme pro odpovidajici lipopeptid jako je A54145, daptomycinu piibuzny lipopeptid po-
psany v United States patentech 4 537 717, 4 482 487, Re. 32 311, Re. 32 310, 5 912 226, které
jsou v soucasné dobé vydany jako United States Serial. No. 09/547.357, mezinarodnich PCT
prihlaskach WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271.
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V dalSim provedeni tohoto vynalezu se cmc lipopeptidu méni zménou teploty roztoku obsahuji-
ciho lipopeptid. Cmc lipopeptidu obvykle vzrista se vzristajici teplotou roztoku. Tvorba micel je
tedy zvySena pti sniZené teploté a je zabranéna pti zvysené teploté. Naptiklad, roztok obsahujici
lipopeptid miiZe tvofit micely pti 4 °C, protoze teplota cmc Je sniZena a koncentrace lipopeptidu
Je nad hodnotou cmc, ovsem, stejny roztok lipopeptidu miize byt monomerni pfi 20 °C, protoze
hodnota cmc se zvysila s rostouci teplotou a koncentrace lipopeptidu je pod cmc. V preferova-
ném provedeni tohoto vynélezu je tedy koncentrace lipopeptidu vyssi nez cme pfi jedné teplotg, a
Je niZ8i neZ hodnota cme pfi jiné vyssi teplots. V preferovanéjsim provedeni je lipopeptidem dap-
tomycin nebo daptomycinu pfibuzna molekula jako tfeba vySe popsané derivaty. V jest& prefero-
vanéjsim provedeni je pouZitym lipopeptidem daptomycin.

V dal$im preferovaném provedeni tohoto vynalezu se schopnost manipulace se vznikem micel
lipopeptidu provadi s vyuzitim riznych teplot, které ovliviiuji hodnotu cmc pfi &isténi lipopepti-
du. V jesté preferovangj$im provedeni je lipopeptidem daptomycin nebo piibuzna molekula, jako
tfeba derivaty popsané vySe. V jesté preferovandjsim provedeni je lipopeptidem daptomycin.
V dalSim preferovaném provedeni tohoto vynalezu se schopnost manipulovat se vznikem lipo-
peptidovych micel pomoci zmény teploty pouziva pfi vyrobé farmaceutickych pfipravk, které
Jsou za ur¢ité teploty miceldrni a jsou monomerni za jiné teploty. V preferovaném provedeni
zahrnuji farmaceutické pfipravky daptomycin nebo daptomycinu ptibuznou molekulu, podle vyse
uveden¢ho popisu. V dal§im preferovaném provedeni tohoto vynélezu zahrnuje farmaceuticky
ptipravek daptomycin.

V dal$im provedeni tohoto vynalezu se pouziva piidavek elektrolytu pro zvyseni cme iontového
lipopeptidu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se siil, Jjako tfeba NaCl, pfidava do roz-
toku obsahujiciho lipopeptid, kvili snizeni repulze mezi nabitymi skupinami v lipopeptidovych
micelach. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipopeptidem daptomycin nebo dap-
tomycinu pfibuzna molekula, jako tfeba vyse uvedené derivaty. Naptiklad, peptidova skupina
daptomycinu obsahuje tfi zbytky asparagové kyseliny a L—threo-3-methylglutamové kyseliny
(3-MG), které budou viechny nabité pfi neutralnim pH. Ptidavek elektrolytu jako tieba NaCl
nebo podobné soli, tedy bude zvySovat cmec hodnotu daptomycinu. V preferovaném provedeni
tohoto vynélezu je koncentrace soli nejméng 100 mM. V jeits preferovanéj$im provedeni je kon-
centrace soli 150 mM az 300 mM. V jest& preferovangj$im provedent je soli NaCl.

Snizen{ hodnoty cmc je také pozorovano pii pridavku elektrolytu do jinych lipopeptidd, jako
tfeba u molekul pfibuznych daptomycinu, které obsahuji zbytky asparagové kyseliny, 3-MG
zbytky nebo jiné nabité skupiny. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu se tedy sl piidava
do roztoku za ti¢elem sniZeni cme daptomycinu ptibuzného lipopeptidu, jako tfeba A54145, dap-
tomycinu ptibuzného lipopeptidu popsaného v United States patentech 4 537 717, 4 482 487, Re.
32311, Re. 32 310, 5 912 226, které jsou v souasné dobg vydany jako United States Serial. No.
09/547 357, mezinarodnich PCT ptihlagkach WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271 nebo
antibiotika A-21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fet€zec mastné kyseliny nahrazen n—
oktanoylovym, n-nonanoylovym, n—undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n-tridekanoylovym
nebo n-tetradekanoylovym postrannim fetézcem. V dal$im provedeni se koncentrace soli snizuje
za uCelem zvySeni cmc iontového lipopeptidu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je
iontovym lipopeptidem daptomycin nebo daptomycinu piibuzny lipopeptid podle vyse uvedené-
ho popisu.

V dalSim provedeni se schopnosti manipulace se vznikem micel lipopeptidu pomoci zmény kon-
centrace elektrolytu, a tim i ovliviiovani cmc, vyuziva k isténi lipopeptidu. V provedeni tohoto
vynalezu je lipopeptidem daptomycin. V dal$im preferovaném provedeni tohoto vynalezu se
schopnosti manipulovat s tvorbou lipopeptidovych micel pomoci koncentrace elektrolytu, pouzi-
va k vyrobé farmaceutickych pripravkd, které Jjsou micelarni pfi uréité koncentraci elektrolytu a
které jsou monomerni pfi jiné koncentraci elektrolytu. V preferovaném provedeni zahrnuje far-
maceuticky pfipravek daptomycin podle vyse uvedeného popisu. V dal$im preferovaném prove-
deni zahrnuje farmaceuticky prostredek daptomycin,
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V dal§im provedeni tohoto vynalezu se manipuluje s pH roztoku obsahujiciho lipopeptid za uce-
lem ovlivnéni cme lipopeptidu. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipopeptidem dap-
tomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid, jako tfeba vyse popsané struktury. V jeSté prefe-
rovan&js$im provedeni tohoto vynélezu je lipopeptidem daptomycin. V jednom provedeni tohoto
vynalezu je manipulovano s pH tak, aby koncentrace lipopeptidu byla vys3i nez hodnota cme pfi
jednom pH a byla niz$i nez cme pfi jiném pH. Naptiklad, pro daptomycin je hodnota cme pii pH
4 ve vodé o teploté 20 az 25 °C mnohem mensi nez pfi pH 6,0 a2 7,5. Pti pH 4,0 je cmc za téchto
podminek pfiblizn¢ 400 ug/ml. Viz obrazek 15. Daptomycin je dale monomerni dokonce pii
150 mg/ml pti pH 6,5 (pficemZ koncentrace soli je 150 mM az 300 mM NaCl a teplota je 4 °C).
Takze pro daptomycin je hodnota cme pfi pH 4,0 mensi neZ u roztokl bud’ pii vy$sim pH nebo
pfi niz$im pH. Zména cme pfi riznych hodnotach pH miiZe byt také pouzita pro dalsi nabité li-
popeptidy, v&etné lipopeptidi, které jsou piibuzné daptomycinu podle vy3e uvedeného popisu.

V dalim preferovaném provedeni tohoto vynalezu se schopnost manipulovani se vznikem micel
lipopeptidu zménou pH kvili ovlivnéni cme pouziva k CiSténi lipopeptidu. V provedeni tohoto
vynélezu je lipopeptidem daptomycin. V dalsim preferovaném provedeni tohoto vynalezu se
schopnost manipulovani se vznikem micel lipopeptidu zménou pH pouziva k vyrobé farmaceu-
tickych piipravkd, které jsou micelarni pfi uréitém pH a monomerni pfi jiném pH. V provedeni
tohoto vynalezu zahrnuje farmaceuticky ptipravek daptomycin.

V dal$im aspektu tohoto vynélezu miZe byt lipopeptid Casti smiSené micely. SmiSena micela je
takova, kde lipopeptid vytvati micelu s jednim nebo vice typy amfipatickych molekul. Piiklady
amfipatickych molekul zahrnuji (bez omezeni) mastné kyseliny se stfednim nebo dlouhym fetéz-
cem, fosfoglyceridy (fosfolipidy), sfingomyelin, glykolipidy a cholesterol. V jednom provedeni
mohou byt do micely zabudovany alkoholy se stfedni délkou fetézce, kde zmens§uji elektrostatic-
kou repulzi a sterické branéni, ¢imZ se sniZuje cme lipopeptidu. V dal$im provedeni mize byt
pouzit piidavek jednoho nebo vice typti amfipatickych molekul kv@ili zméné struktury micely
z micely sférické (viz Obrazek 14, &ast a) na planarni lipidickou dvojvrstevnatou strukturu (viz
Obrazek 14, &ast b) nebo na strukturu liposomu (viz Obrazek 14, &ast c). Obecné, smisené micely
zahrnujici fosfolipidy a/nebo glykolipidy budou zpisobovat pfeménu sférickych micel na lipidic-
ké dvojvrstevnaté struktury, které slouzi jako permeabilni bariéry pro ionty a vétSinu polarnich
molekul.

V dal$im provedeni miize byt sm&sna micela vytvorena ze dvou nebo vice riiznych lipopeptidi.
Napiiklad, smiSend micela miZe byt tvofena z daptomycinu a dalsiho lipopeptidu jako tfeba
A54145 nebo daptomycinu pfibuzného lipopeptidu podle vyse uvedeného popisu. V dal$im pro-
vedeni miize smésna micela zahrnovat lipopeptid spole¢né s jednim nebo vice terapeuticky uzi-
te¢nych amfipatickych molekul, jako jsou antibiotika, protizanétliva nebo protihoubova Cinidla,
ktera jsou zndma odbornikiim v oboru. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je lipopepti-
dem daptomycin nebo daptomycinu pfibuzny lipopeptid jako tfeba A54145, daptomycinu pfi-
buzné lipopeptidy popsané vyse nebo antibiotikim A-21978, ve kterém je n—dekanoylovy po-
stranni Fetézec mastné kyseliny nahrazen n—oktanoylovym, n-nonanoylovym, n—undekanoylo-
vym, n—dodekanoylovym, n-tridekanoylovym nebo n—tetradekanoylovym postrannim fet€zcem.

V preferovanéjsim provedeni je lipopeptidem daptomycin.

V dal$im provedeni tohoto vynalezu zahrnuji micely, at jiz smé&sné nebo z jednoho typu lipopep-
tidové molekuly, lipopeptid, ktery je terapeuticky uZiteSny. V preferovangjsim provedeni je lipo-
peptidem daptomycin. Daptomycin vytvafi micely o velikosti pfiblizné 5,4 nm (54 A) pii kon-
centraci 1 mg/ml pii pH ptiblizng 4,5 ve vod€. Viz Obrazek 16.

V dalim provedeni tohoto vynalezu zahrnuji micely jeden nebo vice riznych typi terapeutic-
kych latek. V jednom z provedeni tohoto vynalezu miZe byt terapeuticka latka smichana s lipo-
peptidem v roztoku tak, Ze vznika micela lipopeptidu a terapeuticka latka je uzaviena v hydrofob-
nim interiéru. V dalim provedeni tohoto vynélezu se terapeuticka latka smicha s lipopeptidem a
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Jednou nebo vice amfipatickymi molekulami tak, e vznikaji smiSené micely z lipopeptidu a dal-
Sich amfipatickych molekul a terapeuticka latka se nachazi v hydrofobnim interiéru. V preferova-
ném provedeni tohoto vynélezu je terapeutickou latkou antibiotikum, protizanétlivé nebo proti-
houbové ¢inidlo. V preferovangjsim provedeni tohoto vynélezu Je terapeutickou latkou antibioti-
kum nebo protihoubové &inidlo popsané vyse. V dalgim preferovaném provedeni tohoto vynalezu

Je terapeutick4 latka rozpustné v hydrofobnim prostiedi, ale neni rozpustna ve vodném roztoku.

V dalsi provedeni tohoto vynalezu mohou byt lipopeptidy formovény do liposomi, coz jsou ve-
siculy, v nichZ sférické lipidické dvojvrstvy ohranituji vodny interiér. Viz Obrazek 14, Cast c.
Liposomy jsou vyhodné pro terapeutické pouziti, protoZe snadno fuzuji s plazmatickou membra-
nou a mohou byt také pouzity k zachycent latek v jejich vnitinim vodném prostiedi. Latky mohou
byt takové, které jsou ve vods rozpustné. V jednom provedeni miize byt sonifikovan roztok obsa-
hujici lipopeptid a dalsi amfipatickou molekulu za vzniku liposomu. V dal§im provedeni tohoto
vynalezu miiZe byt sonifikovan samotny lipopeptid za vzniku liposomd. V preferovaném prove-
deni tohoto vynalezu miZe byt sonifikovan roztok obsahujici daptomycin nebo daptomycinu
pfibuzny lipopeptid jako tfeba A54145, lipopeptid popsany v United States patentech 4 537 717,
4 482 487, Re. 32311, Re. 32 310, 5 912 226, v soucasné dobé vydané jako United States Serial.
No. 09/547.357, mezinarodnich PCT ptihlaskdch WO 01/44272, WO 01/44274 a WO 01/44271
nebo antibiotika A-21978, kde je n—dekanoylovy postranni fetézec daptomycinu nahrazen n—
oktanoylovym, n-nonanoylovym, n—undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tridekanoylovym
nebo n-tetradekanoylovym postrannim fetézcem. V preferovangj$im provedeni je lipopeptidem
daptomycin.

V dal$im provedeni zahrnuji liposomy jednu nebo vice terapeutickych latek v jejich vnitfnim
vodném prostoru. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu Jsou terapeutickou latkou antibio-
tika, protizanétliva nebo protihoubova &inidla. V jests preferovanéj$im provedeni je terapeutic-
kou latkou antibiotikum nebo protihoubové &inidlo podle niZe uvedeného popisu. V dal§im prefe-
rovaném provedeni tohoto vynalezu je terapeutické &inidlo rozpustné ve vodném roztoku.

V dal3im preferovaném provedeni tohoto vynalezu obsahuje farmaceuticky p¥ipravek liposomy.

V preferovaném provedeni zahrnuje farmaceuticky piipravek lipopeptidové usporadani micelar-
niho typu obsahujici terapeutickou l4tku. Lipopeptidové uspofadani micelarniho typu mohou byt
sférické micely, smiSené micely nebo liposomy. Farmaceutické ptipravky zahrnujici lipopepti-
dické micely mohou minimalizovat lokalni podrazdéni v mists injekce nebo pfi intravenéznim
podavéni. V jednom provedeni zahrnuje farmaceuticky pripravek sil, pufr k udrZeni ur&itého pH
a micely. V dal$im provedeni zahrnuje farmaceuticky pfipravek jednoho nebo vice &inidel ke
stabilizaci micel a/nebo ke stabilizaci lipopeptidu nebo dalsi terapeutické latky. V jednom prove-
deni farmaceuticky pripravek také zahrnuje jednu nebo vice terapeutickych latek. V preferova-
ném provedeni je terapeutickou latkou antibiotikum, protizan&tlivé nebo protihoubové &inidlo.
V jeste preferovangjsim provedeni tohoto vynalezu Je terapeutickou latkou antibiotikum nebo
protihoubové ¢inidlo popsané niZe. Terapeuticka latka miize byt pfitomna kromé& terapeutické
substance zabudované do micely nebo miize byt terapeutickym cinidlem, které je zabudovano do
micely.

Farmaceuticky pfipravek miize byt sudeny nebo lyofilizovany, pfi¢emz v takovémto ptipadé do-
chazi ke vzniku micel poté, kdy je k farmaceutickému pfipravku pfidan vodny roztok, jako je
voda nebo puft. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je farmaceuticky ptipravek lyofilizo-
van a obsahuje fyziologickou koncentraci soli po rekonstituci a pufr, ktery udrzuje takové pH, pfi
kterém se spontanné& tvoti micely pii laboratorni teploté, kdyz se pfida sterilni voda nebo dalsi
pufr. V jesté preferovanéjsim provedeni farmaceuticky pFipravek zahrnuje daptomycin nebo od-
povidajici lipopeptid jako je A54145, daptomycinu pribuzné lipopeptidy popsané vyse nebo anti-
biotikum A-21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fetézec daptomycinu nahrazen n—okta-
noylovym, n—nonanoylovym, n-undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n—tridekanoylovym nebo
n-tetradekanoylovym postrannim tetézcem. V jesté preferovanéjsim provedeni tohoto vynilezu
Je lipopeptidem daptomycin. V dalim provedeni je farmaceuticky ptipravek vodny. Je prefero-
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vano pouziti liposomil. V preferovaném provedeni zahrnuje farmaceuticky ptipravek stabilizatni
¢inidlo pro liposomy.

V dal§im aspektu se micelarni roztok izoluje a/nebo €isti. V jednom provedeni tohoto vynalezu se
micely izoluji od mensich substituenti ultrafiltraci. Vybér ultrafiltradni membrany bude zaviset
na velikosti micel. Obecné, membrany typu 10 000 NMW nebo 30 000 NMW budou dostatecné
pro sebrani micel, pfi¢emz dovoli mensim substituentiim, jako jsou kontaminanty, prochazet.
V dalsim provedeni tohoto vynalezu mohou byt micely izolovany a/nebo &istény dialyzou, centri-
fugaci na zéklad® hustotniho gradientu nebo size—exclusion chromatografii. Tyto metody jsou
velmi dobfe znamy v oboru. V jednom provedeni tohoto vynalezu maji micely vys$si nez 30%
&istotu, kde istota je méfena jako hmotnost micel ve srovnani s hmotnosti monomerni formy
lipopeptidu nebo jiné molekuly. V preferovaném provedeni tohoto vynalezu maji micely vy3si
gistotu nez 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % nebo 95 %.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu schopnost lipopeptidu tvofit micely a poté disociovat zménou
teploty, pH, koncentrace elektrolytu a/nebo koncentrace lipopeptidu poskytuje zpiisob iSténi
lipopeptidii. V jednom provedeni metoda zahrnuje Cisténi lipopeptidd od nizkomolekularnich
kontaminantii vystavenim lipopeptidd takovym podminkam, pfi kterych lipopeptidy tvofi micely
a poté separaci micel od kontaminanti pomoci techniky selektivni na velikost jako je ultrafiltrace
nebo size—exclusion chromatografie. V daldim provedeni tohoto vynalezu je popsana metoda
zahrnujici zkoncentrovani lipopeptidd tim, Ze se lipopeptidy vystavi podminkam, pfi kterych
lipopeptidy tvoti micely a poté se zkoncentrovavaji pomoci velikostn&-selektivni techniky.

V jesté preferovangjsim provedeni tohoto vynalezu zahrnuje metoda jak &isténi, tak i zkoncentro-
vani v jediném kroku.

V dal$im provedeni tohoto vynalezu zahrnuje zpiisob Cisténi lipopeptidu od vysokomolekularnich
kontaminantfi, véetné pyrogenti (napf. lipopolysacharidi) tim, Ze se lipopeptid vystavi podmin-
kam, pfi kterych je lipopeptid v monomerni forme a poté separaci monomerniho lipopeptidového
roztoku od vysokomolekularnich kontaminanti pomoci velikostné—selektivni techniky. V prefe-
rovaném provedeni tohoto vynélezu je velikostné—selektivni technikou ultrafiltrace, jak bylo
popsano vyse. V dalsim provedeni tohoto vynélezu je lipopeptidem daptomycin nebo ptibuzny
lipopeptid jako je A54145, daptomycinu pfibuzny lipopeptid popsany vyse nebo antibiotikum A—
21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fetézec mastné Kyseliny nahrazen n—oktanoylo-
vym, n—nonanoylovym, n—-undekanoylovym, n—dodekanoylovym, n-tridekanoylovym nebo n—
tetradekanoylovym postrannim fetézcem. V jesté preferovanéj$im provedeni tohoto vynalezu je
lipopeptidem daptomycin.

Preferované provedeni zplsobu chromatografického dleni s vyuzitim micel za GCelem ziskani
&istého daptomycinu je popsano dale:

Streptomyces roseosporus se fermentuje s Zivnou kyselinou n—dekanovou podle vyse uvedeného
popisu. Po fermentaci se extracelularni kapalina vy&efi podle vyse uvedeného popisu.

Vyg&efeny roztok se poté aplikuje na anion—vyménnou pryskyfici, jako je FP-DA 13, podle vyse
uvedeného popisu. Daptomycin se eluuje z kolony jednim aZ tfemi objemy pufru se zvysenym
obsahem soli, obsahujicim 300 az 500 mM NaCl.

Eluovany daptomycinovy preparét se adjustuje pfi pH 2,5 az 5,0 s vyuzitim kyseliny. V prefero-
vaném provedent je kyselinou kyselina fosfore¢na. P¥i pH 2,5 a2 4,5, koncentraci NaCl od 300 do
500 mM NaCl a teplot& od 2 do 15 °C tvoti daptomycin micely.

Daptomycinovy preparat se zfiltruje na ultrafiltraéni membrané s hranici 10000 aZz

30 000 NMW. Béhem ultrafiltrace se daptomycinovy preparat promyva pufrem obsahujicim
30 mM acetatu sodného pii pH 3,5 a teploté do 15 °C. Poc&ate¢ni koncentrace soli je 300 mM
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NaCl vzhledem k podminkam eluce, ovsem jak pokracuje promyvani, koncentrace soli se snizu-
Je. Protoze daptomycin je v micelarni formé, je zadrzovan na filtru, zatimco necistoty mensi nez
10 000 az 30 000 (v zavislosti na pouZitém filtru) prochazeji pres filtr. Takto ziskany daptomyci-
novy preparat ma Cistotu 85 az 90 %.

Jako pfipadny krok mize byt daptomycin natedén a jeho pH nastaveno aZ na 6,5 za celem pie-
vedeni daptomycinu na monomerni formu. Daptomycinovy preparat poté prochazi pies ultrafil-
trani membranu s hranici 10 000 NMW. Tento nepovinny krok vyznamné€ sniZuje obsah pyro-
genll.

Zpiisoby analyzy &istoty daptomycinu
Dale se popisuji analytické metody méfeni &istoty daptomycinu.

V soucasném stavu techniky jsou mnohé kontaminanty, které se &isti spole¢né s daptomycinem,
nerozliSeny nebo neidentifikovany, protoze moznosti jejich vizualizace a méfeni negistot byly
omezeny analytickymi metodami a poZadovanym vybavenim. Viz napi. United States patent
4 874 843 a Kirsch et al. Rozvoj citliv&jsich analytickych HPLC systémi a technik dovoluje roz-
lifeni mnoha kontaminant, které existuji v daptomycinovych varkéach pfipravenych metodami
souCasného stavu techniky. Vys3i rozliseni HPLC metod demonstruje, Ze daptomycin &i§tény
metodami soucasného stavu techniky je kontaminovan dfive identifikovanymi negistotami, jako
Je anhydro—daptomycin a B-izomer, a dal3imi d¥ive neznamymi kontaminanty, které se isti spo-
le¢n€ s daptomycinem (a eluuji spole¢né pti diive popsanych detek&nich podminkach) béhem
¢isténi na zakladé metod soucasného stavu techniky. Identifikace t&chto kontaminanti nyni dovo-
luje vyvoj metod vedoucich k eliminaci téchto kontaminantt.

Jak bylo probrano vyse, anhydro—daptomycin a B—izomer byly popsany dfive jako negistoty,
které se vytrvale a konsistentn& vyskytovaly béhem piipravy daptomycinu. S vyuZzitim HPLC
analyzy popsané v tomto vynalezu bylo rozlieno dalsich pfiblizné dvanact negistot, vyproduko-
vanych béhem vyroby daptomycinu, pri¢emZ nékteré z nich nebyly dfive identifikovany. Tyto
neCistoty nebyly odstranény po ¢&isténi pomoci metody popsané v United States patentu
4 874 843. Alespori deset z t&chto netistot bylo identifikovano (viz napt. Obrazek 2 az 11). Kro-
mé toho, alespori Sest z téchto slouenin neni p¥imym vysledkem reakce produkujici anhydro—
daptomycin a B—izomer z daptomycinu, spise jde o slou¢eniny produkované jinymi nep¥ibuznymi
procesy, ke kterym dochdzi béhem fermentace nebo &isténi daptomycinu. Zpisob &isténi podle
tohoto vynélezu také vyznamné sniZuje koncentrace mnoha téchto negistot (viz Priklady).

K méfeni mnoZstvi dalSich slou¢enin v daptomycinovém preparatu mohou byt pouzity libovolné
metody zndmé v soucasném stavu techniky. Zpiisoby identifikace daptomycinovych kontaminan-
tii zahrnuji (bez omezeni) hmotnostni spektroskopii, infradervenou spektroskopii, kapilarni elek-
troforézou a nuklearni magnetickou resonanéni spektroskopii. Preferovany zptisob méfeni mnoz-
stvi dalSich slou¢enin v daptomycinovém preparatu je HPLC.

K méfeni daptomycinovych negistot podle tohoto vynalezu byly pouzity dv& metody. Prvni me-
toda je s lehce niz$im rozligenim nez metoda druh4. V obou metodéch byl pouzit Shimadzu nebo
HP HPLC systém s PE Nelson’s Turbochrom Software verze 4.1. »Prvni“ rezoluéni metoda je

shrnuta v tabulce 1 a ,,druhé* resoluéni metoda je popséana v tabulce 2:
Tabulka 1

1. Systém k dodavce rozpoustédia:
Méd: isokratické pumpovani
Rychlost toku: 1,5 mi/min
Doba experimentu: 30 min
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Rozpoustédlo A: 34% acetonitril v 0,5% NH4H,PO;, pti pH 4,5
Rozpoustédlo B: 20% acetonitril v 0,5% NH,H,PO pfi pH 4,5

Cilovymi podminkami je udrzet daptomycin pfi 15,0 +/~0,5 min. Rozpoustédlo B miZze byt pou-
7ito spolené s rozpoustédlem A kviili adjustaci HPLC mobilni faze za ucelem dosazeni pozado-
vaného reten¢ntho Casu.

3. Chladi¢ autosampleru: 5 (4 az 6) °C
4. Nastiiknuty objem: 5 pl az 75 ul (20 ul normalng)
5. Kolona: IB-SIL (Phenomenex), C-8, 5 pm, 4,6 x 250 mm (nebo ekvivalent)
6. Predkolonka: IB-SIL (Phenomenex), C-8, 5 um, 4,6 x 30 mm (nebo ekvivalent)
7. Detekéni vinova délka: 214 nm
8. Teplota kolony: laboratorni
9. Integrace: Pogitatovy systém nebo integrator schopny méfeni plochy piku.
Tabulka 2
I. Systém k dodavce rozpoustédla:
Mod: isokratické pumpovani
Rychlost toku: 1,5 ml/min
Doba experimentu: 75 min
2. Rozpoustédio A: 20% acetonitril v 0,45% NH4H,PO, pti pH 3,25

Rozpoustédlo B: 50% acetonitril v 0,45% NH,H,PO pfi pH 3,25

Cilovymi podminkami je pfiblizné 35% acetonitril v 0,45% NH,H,PO, pfi pH 3,25, aby byl dap-
tomycin udrZen pti 36,0 +/— 1,5 min. OvSem, pomér rozpoustédel bude pouzit kvili adjustaci
HPLC mobilni faze za uéelem dosaZeni pozadovaného retencniho Casu.

3. Chladi¢ autosampleru: 5 (4 az 6) °C

4. Nastiiknuty objem: 5 pl az 75 pl (20 pl normaln¢)

5. Kolona: IB-SIL (Phenomenex), C-8, 5 um, 4,6 x 250 mm (nebo ekvivalent)

6. Predkolonka: IB-SIL (Phenomenex), C-8, 5 pm, 4,6 x 30 mm (nebo ekvivalent)
7. Detekéni vinova délka: 214 nm

8. Teplota kolony: 25 (22 az 28) °C

9. Integrace: Potitadovy systém nebo integrator schopny méfeni plochy piku.

Cisténé lipopeptidy, farmaceutické piipravky je obsahujici a zpusoby jejich vyuziti

Dal3im pfedmétem tohoto popisu je zajisténi €iSténych lipopeptidd, stejné jako jejich soli, esterd,
amidd, etherti a chranénych forem, stejné jako farmaceutickych pripravki obsahujicich CiSténé
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lipopeptidy nebo jejich soli. V provedeni tohoto vynalezu je lipopeptidem daptomycin podle vyse
uvedeného popisu. Dal$im pfedmétem tohoto popisu je zajisténi farmaceutickych prosttedki
obsahujicich lipopeptid v uspofadani micelarniho typu. V preferovaném provedeni tohoto vyna-
lezu lipopeptidové micely jsou micely zahrnujici daptomycin nebo Jjeden nebo vice daptomycinu
ptibuznych lipopeptidii. Viechny zde uvedené reference na lipopeptidové micely oznacuji nejen
vSechna lipopeptidova uspofadani micelarniho typu, ale také konkrétng pfedpokladaji daptomy-
cin nebo daptomycinu pifbuzny lipopeptid jako je A54145, daptomycinu pfibuzné lipopeptidy
popsan¢ vySe nebo antibiotikum A-21978, ve kterém je n—dekanoylovy postranni fetézec mastné
kyseliny nahrazen n—oktanoylovym, n-nonanoylovym, n—undekanoylovym, n—dodekanoylovym,
n-tridekanoylovym nebo n-tetradekanoylovym postrannim fetézcem. Dale vSechny reference na
lipopeptidicka uspofadani micelarniho typu specificky predpokladaji sférické nebo smiené mice-
ly a liposomy, jak bylo diskutovano vyse.

Cisténé lipopeptidy, Jejich farmaceuticky pfijatelné soli nebo lipopeptidové micely mohou byt
formulovany pro oralni, intravenézni, intramuskulérni, subkutanni, aerosolové, mistni nebo
parenteralni poddvani pro terapeutické nebo profylaktické 1é&eni nemoci, obzvl4§té bakterialnich
nemoci. V preferovaném provedeni tohoto vyndlezu &istény lipopeptid je &istény daptomycin
nebo daptomycinu ptibuzny lipopeptid. Odkazy na ,&istény daptomycin®, »CiStény daptomycinu
ptibuzny lipopeptid* nebo ,,istény lipopeptid* zahrnuji jejich farmaceuticky piijatelné soli. Dap-
tomycin, daptomycinu ptibuzny lipopeptid nebo jiné lipopeptidové micely mohou byt formulo-
vany s vyuZitim libovolného farmaceuticky pfijatelného nosie nebo excipientu, ktery je kompa-
tibilni s daptomycinem nebo s lipopeptidem naseho zajmu. Viz napf. Handbook of Pharmaceuti-
cal Additives: An International Guide to More than 6000 Products by Trade Name, Chemical,
Function, and Manufacturer, Ashgate Publishing Co., eds. M. Ash a I. Ash, 1996, The Merck
Index: An Encyclopedia of Chemicals, Drugs and Biologicals, ed. S. Budavari, Annual, Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA; Martindale: The Com-
plete Drug Reference, ed. K. Parfitt, 1999; a Goodman & Gilman&s The Pharmaceutical Basis of
Therapeutics, Pergamon Press, New York, NY, ed.L. S. Goodman et al., jejichZ obsah je zde
zahrnut jako reference pro obecny popis zpiisobii podavéani riznych antimikrobilnich &inidel
v lidské terapii. Cistény daptomycin, daptomycinu pfibuzny lipopeptid nebo jiné lipopeptidové
micely podle tohoto vynalezu mohou byt smichany s konvenénimi farmaceutickymi nosi¢i a ex-
cipienty a mohou byt pouzity ve forms tablet, kapsli, elixirii, suspenzi, sirup, oplatek, krémi a
podobné. Daptomycin, daptomycinu pribuzny lipopeptid nebo jiné lipopeptidové micely mohou
byt smichany s dal$imi terapeutickymi &inidly a antibiotiky jak bylo diskutovano v textu. P¥-
pravky budou obsahovat slougeninu podle tohoto vynalezu v mnozstvi od 0,1 do 90 % hmotnosti
aktivni slou¢eniny a obecné&ji od 10 do asi 30 %.

Pfipravky podle tohoto vynalezu mohou byt podavany s vyuzitim kontrolovaného uvoliiovani
(napf. kapsle) nebo pomoci systémii s odlozenym uvoliovanim (napt. biodegradovatelné matri-
ce). Priklady systémii se zpozdénym uvoliiovanim pro dodéni 1&8iv, které Jsou vhodné pro poda-
vani pfipravki podle tohoto vynélezu, jsou popsany v Patentech US 4 452 775 (Kent), 5 239 660
(Leonard), 3 854 480 (Zaffaroni).

Pfipravky mohou obsahovat b&zné nosi¢e a excipienty, jako jsou obilny $krob nebo Zelatina,
laktdza, sachar6za, mikrokrystalicka celuloza, kaolin, mannitol, fosfat divapenaty, chlorid sodny
a alginova kyselina. P¥ipravky mohou obsahovat sodnou sl kroskarmel6zy, mikrokrystalickou
celuldzu, obilny $krob, sodny $krobglykolat a alginovou kyselinu.

Tabletova pojiva, kterd mohou byt pouZita, zahrnuji akacii, methylcelulézu, natrium—karboxy-
methylcelulézu, polyvinylpyrrolidon (Povidon), hydroxypropylmethylcelulézu, sacharézu, $krob
a ethylcelul6zu.

Lubrikanty, které mohou byt pouZity, zahrnuji stearat hofegnaty nebo jiné metalické stearaty,
kyselinu stearovou, silikonovou kapalinu, talek, vosky, oleje a koloidni oxid kfemigity.
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Mohou byt také pouzita chutova Sinidla jako je pepermint, ole] wintergreen, cherry apod. Mize

byt vhodné ptidavat barvici Einidlo, aby vznikla davkova forma vzhledové estetit&jsi nebo aby
byl produkt identifikovan.

Pro oralni pouZiti jsou prakticky uZitetné tuhé formulace, jako jsou tablety a kapsle. Také mohou
byt vhodné prostfedky s odlozenym Gginkem nebo preparaty potazené pro prichod stfevem. Pro
pediatrické a geriatrické aplikace jsou obzvlaste vhodné suspenze, sirupy a zvykaci tablety. Pro
oralni podavani jsou farmaceutické piipravky ve formé napf. tablet, kapsli, suspenzi nebo kapa-
lin. Farmaceutické piipravky jsou s vyhodou pfipravovany ve formé davkovych forem obsahuji-
cich terapeuticky G&inné mnoZstvi aktivni slozky. Pfiklady téchto davkovych forem jsou tablety a
kapsle. Pro terapeutické (i¢ely mohou tablety a kapsle kromé aktivni slozky obsahovat konvenéni
nosite jako jsou pojiva, napf. akaciovou gumu, Zelatinu, polyvinylpyrrolidon, sorbitol nebo
tragacant; pojiva jako napf. fosfat vapenaty, glycin, laktoza, kukufi¢ny $krob, sorbitol nebo sa-
charéza; lubrikanty jako napf. steardt hofecnaty, polyethylenglykol, silikat nebo talek; desinte-
graéni &inidla jako napf. bramborovy $krob, chutova nebo barvici ¢inidla nebo akceptovatelna
smadeci &inidla. Orélni kapalné piipravky jsou obecng ve form¢ vodnych nebo olejovych rozto-
ki, suspenzi, emulzi, sirupti nebo elixiri a mohou obsahovat konvencni aditiva, jako jsou su-
spenzni ¢inidla, emulgadni ¢inidla, nevodna &inidla, prezervativa, barvici ¢inidla a chut'ova Cini-
dla. Orélni kapalné pipravky mohou obsahovat lipopeptidové micely nebo monomerni formy
lipopeptidu. Priklady pridavnych litek pro kapalné pfipravky zahrnuji akacii, mandlovy olej,
ethylalkohol, frakcionizovany kokosovy olej, Zelatinu, glukozovy sirup, glycerin, hydrogenované
jedlé tuky, lecithin, methylcelulézu, methyl- nebo propyl-para-hydroxybenzoat, propylenglykol,
sorbitol nebo kyselinu sorbovou.

Pro intravendzni (IV) pouZiti miZe byt vodorozpustna forma daptomycinu, daptomycinu pfibuz-
ného lipopeptidu nebo jiného lipopeptidu rozpusténa v libovoln¢ bézné pouzivané intravenozni
kapaliné a podavana infuzi. Pokud jde o lipopeptidové micely, lipopeptid se rozpusti
v intravenozni formulaci za podminek, pti kterych je lipopeptid pfitomny pfi koncentracich nad
jeho cme. Odbornik v oboru mize ménit hodnoty pH, teplotu nebo koncentraci soli podle popisu
ve vynalezu za t¢elem ziskéni intravenozniho roztoku zahrnujiciho lipopeptidové micely. Dale
mize byt lipopeptidovy roztok sonifikovan za ucelem ziskani lipopeptidovych liposomi. Intra-
vendzni formulace mohou obsahovat noside, excipienty nebo stabilizatory véetn€ (bez omezeni)
vapniku, albuminu lidského séra, citratu, acetatu, chloridu vapenatého, uhligitanu a dalsich soli.
Intravendzni kapaliny zahmuji (bez omezeni) fyziologicky roztok nebo Ringeriv roztok. Dap-
tomycin nebo daptomycinu pibuzny lipopeptid mize byt také umistén do injektori, kanyly, kate-
tri a vedeni.

Formulace pro parenteralni podavani miZe byt ve formé vodnych nebo nevodnych izotonickych
sterilnich roztoké nebo suspenzi pro injektovani. Tyto roztoky nebo suspenze mohou byt pfipra-
veny ze sterilnich praski nebo granuli majicich jeden nebo vice nosi¢l zminénych u pouziti pro
oralni podavani. Lipopeptidové micely mohou byt obzvl4§té vhodné pro parenteralni podavani.
Slougeniny mohou byt rozpustény v polyethylenglykolu, propylenglykolu, ethanolu, obilném
oleji, benzylalkoholu, chloridu sodném a/nebo riznych pufrech. Pro intramuskularni pfipravky
mohou byt sterilni formulace lipopeptidové slouceniny nebo jejich vhodné rozpustné solné for-
my, napf. hydrochloridova sill, rozpustény a podavany ve farmaceutickém fedidle jako je voda
pro injekce (WFI), fyziologicky slany roztok nebo 5% glukoza.

Lipopeptidové micely mohou byt obzv1asté vyhodné pro parenteralni podavani, protoZe je prav-
dépodobné, Ze nebudou zpisobovat zadné lokalni podrazdéni v misté injekce. Bez toho aniZ by-
chom se citili byt n&jak vazani teorii, je pravdépodobné, Ze lipopeptidove micely budou zptisobo-
vat men§i lokalni podrazdéni nez monomerni lipopeptidy, protoze lipidické ocasky, které mohou
pfi injekei zpiisobovat podrazdéni, budou nasmérovany dovnitt micely, zatimco peptidové jadro,
u n&ho? je mensi pravd&podobnost mistniho podraZzdéni nez u lipidickych océski, bude vystave-
no smérem ke tkanim. Lipopeptidové micely mohou byt pfipraveny pro intramuskularni a paren-
teralni pripravky podle popisu v tomto vynalezu za vzniku p¥ipravku obsahujiciho lipopeptidové
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micely. Dile mize byt lipopeptidovy roztok sonifikovén za Géelem ziskéani lipopeptidovych lipo-
somil. Vhodna nerozpustna forma slou¢eniny mize byt také pfipravena a podavana jako suspenze
ve vodném zékladu nebo farmaceuticky pfijatelné olejové bazi, napf. ester dlouhé mastné kyseli-
ny jako treba ethyloleat.

Injektovatelné depotni formy mohou byt vyrobeny zabudovanim mikroenkapsulovanych matrici
slou¢eniny v biodegradovatelnych polymerech jako je polyaktidepolyglykolid. V zavislosti na
pomeru IéCiva k polymeru a druhu konkrétniho pouzitého polymeru miize byt fizena rychlost
uvoliiovani léiva. Piiklady dalsich biodegradovatelnych polymert zahrnuji poly(orthoestery) a
poly(anhydridy). Depotni injektovatelné p¥ipravky se také pfipravuji uzavienim Ié8iva v mikro-
emulzich, které jsou kompatibilni s téInimi tkanémi.

Pro mistni pouziti mohou byt slou€eniny a micely podle tohoto vynalezu pfipraveny ve vhodné
formé k aplikaci na kiZi nebo sliznice nosu a krku a mohou mit formu krémil, mazani, kapalnych
spreji nebo inhalantd, bonboni nebo krénich mazani. Tyto mistni formulace mohou déle zahrno-
vat chemické slouceniny jako je dimethylsulfoxid (DMSO) kviili usnadn&ni povrchové penetrace
aktivni slozky. Jako mistni pfipravky mohou byt podavany sterilni pfipravky daptomycinu, dap-
tomycinu pfibuzného lipopeptidu, jejich vhodné solné formy nebo lipopeptidové micely ve formé
krémi, mazéni, spreji nebo dalSich pfipravkd pro mistni aplikaci. Ptipravky pro mistni pouziti
mohou byt také ve formé bandézi, které byly impregnovany s &isténym daptomycinem, daptomy-
cinu pfibuznym dipopeptidem nebo piipravkem obsahujicim lipopeptidové micely.

Pro aplikace do o¢i nebo usi mohou byt slougeniny podle tohoto vynalezu pfitomny v kapalné
nebo polokapalné formé¢ formulované v hydrofobnich nebo hydrofilnich zakladech Jjako mazani,
lotion, natéry nebo prasky.

Pro rektalni podavani mohou byt sloudeniny podle tohoto vynélezu podavany ve formé &ipkd,
kde jsou smichany s konven&nimi nosi¢i, jako je kakaové maslo, vosk nebo Jjiny glycerid.

Pro aerosolové piipravky mohou byt sterilni formulace &isténého daptomycinu nebo daptomycinu
pfibuzného lipopeptidu nebo solnych forem téchto slougenin pouZity v inhalatorech jako jsou
inhal4tory s méfenou davkou a rozpragovade. Pro aerosolové pfipravky mohou byt také pouzity
sterilni formulace lipopeptidovych micel. Aerosolizované formy mohou byt obzvlasté uzitedné
pro 1éCeni respira¢nich infekci jako je pneumonie a infekce dutin.

Alternativng, slouceniny podle tohoto popisu mohou byt v praskové formé pro rekonstituci ve
vhodném farmaceuticky prijatelném nosici v case pouziti. Mé-li byt praskova forma rekonstituo-
vana ve form¢ lipopeptidovych micel, miZe prasek obsahovat pufr a/nebo sl tak, aby rekonstitu-
ce s ur¢itym mnozstvim sterilni vody nebo solanky vedla ke vzniku micel. Alternativné, praskova
forma miize obsahovat instrukce tykajici se mnoZstvi a typu farmaceuticky pfijatelného nosice,
ktery ma byt pouZit na rekonstituci lipopeptidu, aby byly ziskany micely. V dal$im provedeni
jednotkova davkova forma slou¢eniny podle tohoto popisu miiZe byt roztok sloudeniny, jeji soli
nebo lipopeptidovych micel ve vhodném fedidle ve sterilnich hermeticky uzavienych ampulich.
Koncentrace slou¢eniny v davkové formé se mize lisit, napf. od 1 % do asi 50 %, v zavislosti na
pouZité slou¢ening a jeji rozpustnosti a na davce vyzadované lékatem. Jestlize pripravek obsahuje
davkové formy, kazda davkova forma s vyhodou obsahuje od 50 do 500 mg aktivni latky. Pro
IéCeni dospélych pacient dévky s vyhodou obsahuji od 100 mg do 3 g denné, v zavislosti na
zpisobu podavani a frekvenci podavani.

V dal3im aspektu se vynalez zabyva zpiisobem lééeni infekei, obzvlasté takovych, které jsou
zpisobeny gram—pozitivnimi bakteriemi u lidi a u zvifat. Termin »l€Ceni* je pouzit k oznadeni
Jak prevence infekce, tak i kontroly jiZ projevené infekce poté co byl Zivo€ich infikovan. Proje-
vend infekce mizZe byt akutni nebo chronicka. Zpiisob lé¢eni zahrnuje podavani lidem nebo ji-
nym Zivocichiim G¢inné mnozstvi sloudeniny podle tohoto vynalezu. Udinna davka je obecné
mezi 0,1 a asi 25 mg/kg &igténého daptomycinu, daptomycinu pfibuzného lipopeptidu nebo jejich
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farmaceuticky pfijatelné soli. Daptomycin nebo daptomycinu ptibuzny lipopeptid mize byt
v monomerni formé nebo mize byt &asti lipopeptidovych micel. Preferovand davka je od asi 1 do
asi 12 mg/kg &isténého daptomycinu nebo jeho farmaceuticky pijatelné soli.

Je také popsan zpiisob légeni infekci, obzv1aste takovych, které jsou zplsobeny gram—pozitivnimi
baktériemi u subjektu s terapeuticky G¢innym mnoZzstvim daptomycinu nebo jinym antibakterial-
nim lipopeptidem. Daptomycin nebo antibakterialni lipopeptid miZze byt monomerni nebo ve
formé lipopeptidovych micel. Piiklady zpiisobdi podavani antibakterialnich Cinidel jsou popsany
v Patent USS 041567 (Rogers) a vPCT patentové piihlisce EP94/02552 (publikace ¢.
WO 95/05384), jejichZ obsah je zde zahrnut jako reference. V tomto vynélezu oznacuje termin
Lterapeuticky G¢inné mnozstvi“ mnozstvi daptomycinu nebo antibakterialniho lipopeptidu podle
tohoto vynalezu, které zabraiiuje po¢atku bakterialni infekce, zmirtiuje jeji symptomy nebo za-
stavuje rozvoj bakterialni infekce. Termin ,,1é¢eni* je definovan jako podavani terapeuticky G¢in-
ného mnozstvi slougeniny podle tohoto popisu, jak za Ggelem prevence vyskytu infekce a kontro-
ly nebo eliminace infekce. Termin ,,subjekt v tomto vynalezu definuje savce, rostlinu nebo bu-
n&&nou kulturu. V preferovaném provedeni tohoto popisu je subjektem lidsky nebo zviteci paci-
ent potebny légeni lipopeptidovou slouceninou.

Lipopeptidova antibioticka slouenina mize byt podavana jako jedina denni davka nebo ve vice-
nasobnych davkach za den. Rezim léteni miZe vyZzadovat podavani béhem dlouhé Easové perio-
dy, napi. n&kolik dni nebo od dvou do ¢tyt tydnii. MnoZstvi v podavané davce nebo celkové po-
davané mnoZstvi bude zaviset na takovych faktorech, jako jsou druh a zavaznost infekce, vek a
obecné zdravi pacienta, tolerance pacienta k antibiotikiim a mikroorganismim nebo na mikro-
organismech zahrnutych v infekci. Zplisob podavéni je popsan v mezinarodni PCT ptihlasce
WO 00/18419.

Zpisob podle tohoto popisu zahrnuje podavani ¢iSténe¢ho daptomycinu nebo jiného lipopeptido-
vého antibiotika nebo jejich farmaceutického pripravku pacientim v mnoZstvi, které je dostatec-
né pro redukovani nebo eliminaci infekce zpisobené gram—pozitivnimi bakteriemi. Daptomycin
nebo lipopeptidové antibiotikum mohou byt monomery nebo mohou byt pfitomny ve form¢ mi-
cel. Antibiotikum mtize byt podavano oralng, parenteralné, inhalaci, mistng, rektdlng, nasalné,
bukalng, vaginalné nebo pomoci implantovaného zasobniku, externi pumpou nebo katetrem. An-
tibiotikum méize byt pFipraveno pro oftalmické nebo aerosolové pouZiti. Cistény daptomycin,
lipopeptidové antibiotikum nebo jejich farmaceutické pripravky mohou byt pfimo injektovany
nebo podavany do abscesu, organové dutiny nebo kloubd. Parenteralni podavani zahrnuje subku-
tanni, intravendzni, intramuskularni, intraartikularni, intra—synovialni, cisternalni, intrathecialni,
intrahepatické, intralesionalni a intrakranialni injekce nebo infuze.

V preferovaném provedeni se daptomycin nebo jiny lipopeptid podava intravenézné, subkutanné
nebo oralné.

Zpisob légeni zde popsany miZe byt pouZit pro leCeni pacientd majicich bakteridlni infekee,
které jsou zplsobené nebo zhorSené pisobenim libovolného typu gram—pozitivnich baktérii.
V preferovaném provedeni se Cistény daptomycin, daptomycinu piibuzny lipopeptid, jiny lipo-
peptid nebo farmaceuticky ptipravek je obsahujici podéva pacientovi v ramci zpiisobu léceni
podle tohoto vynalezu. V dal$im provedeni mohou byt bakteridlni infekce zpiisobené nebo zhor-
Sené piisobenim baktérii zahrnujicich (bez omezeni) stafylokoky vnimavé a stafylokoky rezis-
tentni na methicilin (véetné Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus a stafylokoky negativni na
koagulazu), Staphylococcus aureus stfedné vnimavy na glykopeptid (GISA), streptokoky vnima-
vé a rezistentni k penicilinu (v&etné Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Strepto-
coccus agalactiae, Streptococcus avium, Streptococcus bovis, Streptococcus lactis, Streptococcus
sangius a Streptococci skupiny C, Streptococci skupiny G a viridans streptococci), enterokoky
(v&etn& kmenti vnimavych a rezistentnich k vankomycinu jako jsou Enterococeus faecalis and
Enterococcus faecium), Clostridium difficale, Clostridium clostridiiforme, Clostridium innocu-
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um, Clostridium perfringers, Clostridium ramosum, Haemophilus influenzae, Listeria monocyto-
genes, Corynebacterium jeikeium, Bifidobacterium spp., Eubacterium aerofaciens, Eubacterium
lentum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lctobacillus plantarum, Lactocoecus
spp., Leuconostoc spp., Pediococcus, Peptostrepiococcus anaerobius, Peptostreptococcus asac-
carolyticus, Peplostreptococcus magnus, Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus prevo-
tii, Peptostreptococcus productus, Propionibacterium acnes a Slctinomyces spp.

Protibakteridlni aktivita daptomycinu proti klasicky ,rezistentnim“ kmentm je srovnatelna
s aktivitou proti klasicky ,,vnimavym* kmentim pi in vitro experimentech. Kromé& toho, hodnoty
minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro daptomycin vigi vnimavym kmenim jsou typicky
Ctyfikrat niZsi nez aktivita vankomycinu. V preferovaném provedeni se tedy ¢istény daptomycin,
daptomycinu p¥ibuzné lipopeptidové antibiotikum nebo Jejich farmaceutické pfipravky podavaji
pacientiim, ktefi vykazuji bakterialni infekce, které jsou rezistentni viiéi antibiotikiim vdetnd van-
komycinu. Kromé toho, na rozdil od glykopeptidovych antibiotik, daptomycin vykazuje rychlou
koncentratn¢ zavislou baktericidni aktivitu proti gram—pozitivnim organismim. V preferovaném
zplisobu 1éceni zde popsaném se tedy €istény daptomycin, lipopeptidové antibiotikum nebo jejich
farmaceutické ptipravky podavaji pacientiim vyzadujicim rychlou terapii pomoci antibiotik.

Zpusob Iéeni zde popsany miZe byt pouzit pro gram—pozitivni bakterialni infekce libovolnych
télnich orgénii nebo tkéni. Tyto organy nebo tkané zahrnuji (bez omezenf) skeletalni svaly, kizi,
krevni obeh, ledviny, srdce, Zaludek a kosti. Zpisob lé&eni podle tohoto vynélezu mize byt pou-
Zit pro 1éCeni (bez omezeni) kiZe a infekci mekkych tkani, bakteriémie a infekci vylu€ovaciho
traktu. Zplsob Iéeni zde popsany miize byt pouzit pro léSeni infekci dychaciho traktu vzniklych
nakazou ve spole¢nosti v&etn& (bez omezenf) otitis media, sinusitis, chronické bronchitidy a pne-
umonie, zplsobené lékové—rezistentnimi Streptococcus pneumoniae nebo Haemophilus influen-
zae. Zpisob 1é¢eni zde popsany miize byt pouzit pro 1é¢eni smiSenych infekei zahrnujicich rizné
druhy gram—pozitivnich baktérii nebo zahrnujicich jak gram—pozitivni tak i gram—negativni bak-
terie, véetné aerobnich, kaprofilnich nebo anaerobnich bakterii. Tyto typy infekci zahrnuji intra—
abdominalni infekce a porodnicko—gynekologické infekce. Zpusoby lé¢eni podle tohoto vynalezu
mohou byt pouZity v sestupné terapii nemocni¢nich infekei, véetnd (bez omezeni) pneumonie,
intra~abdominalni sepse, infekei kiize a mékkych tkani a infekci kosti a kloub.

Zpusob 1é¢eni zde popsany miize byt také pouZit pro léSeni infekci zahrnujicich (bez omezeni)
endokarditis, nefritis, septickou arthritis a osteomyelitis. V preferovaném provedeni miize byt
libovolna vyse popsand nemoc 1é&en4 s vyuzitim &isténého daptomycinu, lipopeptidového antibi-
otika nebo jejich farmaceutického ptipravku. Déle mohou byt nemoci léCeny s vyuZitim dapto-
mycinovych nebo lipopeptidovych antibiotik bud’ v monomerni nebo micelarni form.

Daptomycin, daptomycinu pfibuzny lipopeptid nebo jiny lipopeptid mohou byt také podavany
v dieté nebo vyZivé pacientii nebo zvitat. Jsou-li podévény jako &ast celkového dietniho pijmu,
miZe byt mnoZstvi daptomycinu nebo jiného lipopeptidu mensi nez 1 % hmotnosti potravy a
s vyhodou ne vice nez 0,5 % hmotnosti. Dietou zvifat mohou byt normalni potraviny, do nichz
miZe byt daptomycin nebo lipopeptid pridan nebo zamichan.

Zpisob Iéceni zde popsany mize byt provadén pfi sou¢asném podavani jednoho nebo vice proti-
houbovych ¢inidel a/nebo jednoho nebo vice antibiotik Jinych nez daptomycin nebo dalsich lipo-
peptidovych antibiotik. Soudasné podavani protihoubovych ¢inidel a antibiotik jinych nez dap-
tomycin nebo jinych lipopeptidovych antibiotik maze byt uZite¢né pfi lé¢eni smiSenych infekci,
jako jsou infekce zpiisobené gram—pozitivnimi bakteriemi, infekce zpisobené gram—pozitivnimi
a gram-negativnimi bakteriemi nebo infekce zptisobené jak bakteriemi, tak i houbami. Kromé
toho, daptomycin nebo jiné lipopeptidové antibiotikum muze zlepsit profil toxicity jednoho nebo
vice soucasné podavanych antibiotik. Bylo prokazano, ¥e podavéani daptomycinu a aminoglyko-
sidu miiZe zlepsit renélni toxicitu zptisobenou aminoglykosidem. V preferovaném provedeni to-
hoto vynélezu miiZe byt antibiotikum a/nebo protihoubové &inidlo podavéno spole¢né s ¢isténym
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daptomycinem, jinym lipopeptidovym antibiotikem nebo s farmaceutickymi piipravky zahrnuji-
cimi &i$tény daptomycin nebo jiné lipopeptidove antibiotikum.

Spole¢né podavani jiného terapeutického Cinidla s daptomycinem nebo jinym lipopeptidovym
antibiotikem miZe byt provadéno s vyuZitim daptomycinu nebo lipopeptidového antibiotika bud’
v monomerni nebo v micelarni formg. Jak bylo diskutovano vyse, sférické lipopeptidové micely
mohou byt pouzity k rozpusténi Cinidla, kter¢ vykazuje nizkou rozpustnost ve vodé. Kromé toho,
lipopeptidové liposomy mohou byt pouZity k uzavieni &inidla, ktera jsou rozpustna ve vodnych
médiich uvnit liposomu. Néasledovanim popisu vynalezu bude odbornik v oboru schopen pfipra-
vit micely obsahujici terapeuticka Cinidla, jako jsou protizanétliva &inidla, protihoubova Cinidla
nebo jina antibiotika.

Antibakterialni &inidla a jejich tfidy, které mohou byt podévany spole¢né s daptomycinem nebo
jinymi lipopeptidovymi antibiotiky zahrnuji (bez omezeni) peniciliny a piibuzna léCiva, karbape-
nemy, cefalosporiny a piibuzna 1&8iva, aminoglycosidy, bacitracin, gramicidin, mupirocin, chlo-
ramfenikol, thiamfenikol, natrium—fusidat, lincomycin, clindamycin, makrolidy, novobiocin,
polymyciny, rifamyciny, spektinomycin, tetracykliny, vankomycin, teikoplanin, streptograminy,
ginidla proti listové kyseling véetné sulfonamidi, trimethoprim a jeho kombinace a pyrimetha-
min, synthetické antibakterialni Cinidla véetné nitrofuranti, methenamin mandelat a methenamin
hippurat, nitroimidazoly, chinolony, fluorochinolony, isoniazid, ethambutol, pyrazinamid, para—
aminosalicylova kyselina (PAS), cykloserin, capreomycin, ethionamid, prothionamid, thiaceta-
zon, viomycin, eveminomycin, glykopeptid, glycylcycline, ketolidy, oxazolidinon; imipenen,
amikacin, netilmicin, fosfomycin, gentamicin, ceftriaxon, Ziracin, LY 333328, CL 331002, HMR
3647, Linezolid, Synercid, Aztreonam a Metroimidazol, Epiroprim, OCA-983, GV-143253,
Sanfetrinm sodium, CS-834, Biapenem, A—99058.1, A-165600, A-179796, KA 159, Dynemicin
A, DX8739, DU 6681; Cefluprenam, ER 35786, Cefoselis, Sanfetrinem celexetil, HGP-31, Cef-
pirom, Hlvm—-3647, RU-59863, Mersacidin, KP 736, Rifalazil; Kosan, AM 1732, MEN 10700,
Lenapenem, BO 2502A, NE-1530, PR 39, K130, OPC 20000, OPC 2045, Veneprim, PD
138312, PD 140248, CP 111905, Sulopenem, ritipenam acoxyl, RO—65-5788, Cyclothialidine,
Sch—40832, SEP 132613, micacocidin A, SB-275833, SR-15402, SIUN A0026, TOC 39, ca-
rumonam, Cefozopran, Cefetamet pivoxil a T 3811.

V preferovaném provedeni zde popsaném, antibakterilni ¢inidlo, které mize byt podavano spo-
leéné s daptomycinem, zahrnuje (bez omezeni) imipenen, amikacin, netilmicin, fosfomycin, gen-
tamicin, ceftriaxon, teicoplanin, Ziracin, LY 333328, CL 331002, HMR 3647, Linezolid, Syner-
cid, Aztreonam a Metronidazol.

Antibakterialni &inidlo, které mize byt podavéano spole¢ng s daptomycinem nebo jinym lipopep-
tidovym antibiotikem zahrnuje (bez omezeni) Caspofungen, Voriconazol, Sertaconazol, IB-367,
FK-463, LY-303366, Sch-56592, Sitafloxacin, DB-289 polyeny, jako tfeba Amphotericin,
Nystatin, Primaricin; azoly, jako tteba Fluconazol, Itraconazol a Ketoconazol; allylaminy, jako
tfeba Naftifin a Terbinafin; a anti-metabolity jako tfeba Flucytosin. Dalsi protihoubové €inidla
zahrnuji (bez omezeni) ta, kterd jsou popsana ve Fostel et al., Drug Discovery Today 5: 25-32
(2000), zahrnutém zde jako reference. Fostel et al. popisuje protihoubova ¢inidla zahrnujici Co-
rynecandin, Mer-WF3010, Fusacandins, Artrichitin/LL 15G256y, Sordarins, Cispentacin,
Azoxybacillin, Aureobasidin a Khafrefungin.

Daptomycin nebo jiné lipopeptidové antibiotikum, véetné daptomycinu—pfibuznych lipopeptidi,
mohou byt podavany az do vymizeni bakteridlni infekce nebo do jejiho zredukovani. V jednom
provedeni zde popsaném je daptomycin nebo jiny lipopeptid podavan po dobu od 3 dni do 6
mésici. V preferovaném provedeni se daptomycin nebo jiny lipopeptid podava 7 aZz 56 dni.
V jeité preferovangjsim tohoto vynalezu se daptomycin nebo jiny lipopeptid podava 7 az 28 dna.
V jesté preferovanéjsim provedeni se daptomycin nebo jiny lipopeptid podavé 7 az 14 dni. Dap-
tomycin nebo jiny lipopeptid miZe byt podavan po krat$i nebo delsi dobu, je-li to potieba.
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Za Uicelem plného pochopeni tohoto vynalezu nasleduji piiklady provedeni tohoto vynalezu. Tyto
piklady jsou uvedeny za Gelem ilustrace a v #4dném piipads nejsou zamysleny jako omezujici
pro rozsah tohoto vynélezu.

Ptiklady uskutednéni vynalezu

Piiklad 1

Fermentace kultury S. roseosporus NRRL kmen 15998 byla provadéna za podminek kontrolova-
ného pfisunu dekanové kyseliny pii koncentracich optimalizovanych pro produkei antibiotika,
pii¢emZ byl minimalizovan vznik kontaminantii. Zbytkova koncentrace kyseliny dekanové byla
mefena pomoci plynové chromatografie a cilova zbytkova koncentrace byla 10 ppm dekanové
kyseliny od nastartovani indukce az do sbéru (pfiblizng 30 h). Centrifugace kultury a nasledna
analyza vyCefené kapaliny bylo pouZito pro méfeni produkce daptomycinu pomoci HPLC. Titr
sebrané kapaliny byl typicky mezi 2,1 a 2,6 g na litr fermenta&ni kapaliny.

Fermentace byla zpracovana bud’ mikrofiltraci s vyuZitim Pall-Sep nebo pomoci priimyslové
centrifugy a hloubkového filtru. Vy&efeny roztok byl aplikovan na anion—vymé&nnou pryskyfici,
Mitsubishi FP-DA 13, promyt 30 mM NaCl pti pH 6,5 a eluovan 300 mM NaCl pii 6,0 az 6,5.
Alternativn€, FP-DA 13 kolona byla promyta 60 mM NaCl p¥i pH 6,5 a eluovna 500 mM NaCl
pfi pH 6,0 az 6,5. Eluat byl aplikovan na HIC pryskytici, HP-20ss, promyt 30% acetonitrilem a
eluovan 35% acetonitrilem pti pH 4,0 az 5,0. Alternativng, HIC pryskyfice byla promyta 45%
isopropylalkoholem a eluovéana 55 az 60% isopropylalkoholem. Eluat byl aplikovan na FP-DA
13 pryskyfici a byl promyt jako pfedtim. Kone&ny anion-vyménny krok redukuje rozpoustédlo o
Jjednu tietinu nebo vice. Byla provedena reverzni osmotick4 diafiltrace a zkoncentrovéni pti pH
1,5 az2,5 s vyuZitim 0,2 um filtru a daptomycinovy preparat byl zmrazen. Finalni reverzni osmo-
ticka diafiltrace byla provadéna s vodou pro injekce (WFI) kvili vymyti daptomycinu a kvili
nastaveni jeho koncentrace pfed plnénim ve sterilnich podminkach. Vialky nebo velké objemy
daptomycinu byly poté lyofilizovany.

Pfiklad 2

Daptomycin byl vyroben ve fermenta¢ni kultute S. roseosporus a Sastedné Cistény daptomycin
(9,9 kg) byl &istén pomoci mikrofiltrace z 5500 1 fermentadni kapaliny pomoci metody popsané
v United States patentu 4 885 243. Caste&ng istény daptomycin byl déle ¢istén pomoci metody
popsané v Pat US 4 874 843 a vznikl daptomycinovy preparat o &istoté 91 %. Daptomycinovy
preparat byl aplikovan na Poros P150 anion—vymé&nnou pryskyfici (PE Biosystems) v Tris pufru
pH 7,0 obsahujicim 6M mocovinu a byl ponechdn navazat se na pryskyfici. Pryskytice byla pro-
myta se tfemi objemy pufru pfed zapocetim NaCl gradientu v tom samém pufru.

Alternativng, kontaminanty mohou byt G&inng& odstranény z kolony s fixni trovni 30 mM NaCl.
K eluovani ¢isténého daptomycinu z pryskyfice doslo pfi koncentraci pfiblizné 300 mM NaCl
béhem 0 na 1000 mM NaCl gradientu. Daptomycin eluovany z kolony mél &istotu vy$$i nez
99 % (me&feno HPLC ,,prvni metodou). Cistény daptomycin obsahoval pouze jednu detekovatel-
nou daptomycinovou neéistotu. Anhydro-daptomycin a B-izomer byly nedetekovatelné (méné
nez 0,01 % kontaminace). Koncentrace neidentifikovanych neistot byla vy$si nez 0,1 % a nizsi
nez 0,5 %.
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Priklad 3

Daptomycinovy preparat s &istotou 91 % byl pfipraven podle popisu v Piikladu 2. Produkt byl
aplikovan na Poros D50 anion-vyménnou pryskyfici (PE Biosystems) v acetatovém pufru pH 7,0
obsahujicim 6M mogovinu. Poros D50 pryskyfice byla promyta a eluovana stejnym zplisobem
jako bylo popsano v Piikladu 2. Daptomycin eluovany z kolony mél &istotu 96,92 % (méfeno
HPLC ,,druhou® metodou). Produkt podle tohoto vynalezu obsahoval pouze dvé& z poatecnich
&trnacti nedistot (méné& nez 0,5 % kontaminanti). Anhydro—daptomycin nemohl byt detekovan
v &igténém daptomycinovém preparatu (méné nez 0,01 % kontaminace a s pfesnym obsahem
méné nez 0,05 %).

Priklad 4

Fermentaéni kapalina obsahujici daptomycin byla vyrobena podle popisu v Ptikladu 2. Fermen-
taéni kapalina byla vyéefena mikrofiltraci. Vycefeny produkt byl extrahovan 20% n—butanolem
nebo iso—butanolem pii pH 4,5 (jedna &ast butanolu na &tyfi Casti vyteieného roztoku). Byla pro-
vedena nasledna extrakce vyGefeného roztoku za vzniku Castené CiSténeho daptomycinu
s Sistotou vy3§i nez 90 % celkového obsahu daptomycinu ve vyCefeném roztoku. Daptomycin byl
ziskan z butanolové faze piidavkem vodného pufru o pH 6,5 v objemu rovném jedné poloving
nebo vice objemu butanolu kviili extrakci daptomycinu z butanolové faze do faze vodné. Butano-
lovy extrakéni krok vedl k Sasteng €iSténému daptomycinovému preparatu, ktery byl CiStény
pétkrat a zkoncentrovéan desetkrat vzhledem k vycefenému roztoku.

Vodny daptomycinovy preparét byl CiStén metodou popsanou v patentu US 4 874 843, coz vedlo
k daptomycinu 0 91% &istotd. Daptomycin obsahoval trnact necistot. Produkt byl aplikovan na
Poros D50 pryskyfici v Tris pufru pfi pH 7,0 obsahujicim 6M mocovinu. Pryskyfice byla promy-
ta s tremi objemy Tris pufru pfi pH 7,0 obsahujicim 6M mo&ovinu pfed zahajenim NaCl gradien-
tu od 0 do 1000 mM ve stejném pufru. K eluovani &isténého daptomycinu z pryskyfice doslo pfi
ptiblizng 300 mM NaCl. Daptomycin m&l 98% Eistotu (mefeno ,,druhou“ HPLC metodou.

Ptiklad 5

Daptomycin byl fermentovéan podle popisu v Pfikladu 2. 5500 | fermentaéni kapaliny obsahovalo
13 kg daptomycinu. Fermenta¢ni kapalina byla piimo extrahovana s 20% n-butanolem pii pH
4,5, coz vedlo k prevedeni daptomycinu do butanolu. Byla provedena opakovana extrakce fer-
menta&ni kapaliny s butanolem za vzniku daptomycinu o celkové &istoté vyssi nez 90 % ve fer-
mentadni kapaliné. Butanolova faze byla extrahovéna s vodnym acetatovym pufrem pii pH 6,5
coz vedlo k daptomycinu pétinasobné Cisténému (35%) a desetinasobn& zkoncentrovanému
vzhledem k fermentadni kapaling. Vodny daptomycin byl mikrofiltrovan metodou popsanou
v United States patentu 4 885 243, a poté &iStén pomoci metody popsané v Pat. US 4 874 843.
Tato metoda vedla k daptomycinu o &istoté pfiblizn€ 91 %. Daptomycin obsahoval 14 negistot
pomoci HPLC metody pouzivané v soucasném stavu techniky. Produkt byl aplikovan na kolonu
s pryskyfici Poros D50 v acetatovém pufru pfi pH 7,0 obsahujicim 6M mocovinu. Promyti a elu-
ovéni pryskyfice bylo provedeno podle popisu v Piikladu 2. Produkt chromatografického kroku
mél pfiblizné 98 az 99% Cistotu (méfeno ,,druhou” HPLC metodou.

Ptiklad 6

Daptomycin byl vyroben fermentaci kultury S. roseosporus s tou vyjimkou, Ze byla pouZita sni-
sen& zbytkova koncentrace Zivné kyseliny dekanoveé, za icelem zlep$eni kvality fermentace na
piiblizng 10% &istotu pro vycefeni pomoci mikrofiltrace nebo centrifugace. Koncentrace dekano-
vé kyseliny byla monitorovana a periodicky adjustovéana za GiGelem udrzeni zbytkové koncentrace
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dekanové kyseliny na trovni nizsi nez 50 ppm a s vyhodou mezi 1 a7 10 ppm béhem fermentace.
Fermentacni kapalina byla mikrofiltrovana metodou popsanou v United States patentu 4 885 243
za vzniku 12,1 kg &astetns Eisténého daptomycinu z 5500 | fermentacni kapaliny. Vy&efeny fer-
mentaCni kapalina byla navézina na anion-vyménnou pryskyfici FP-DA 13 (Mitsubishi)
v acetatovém pufru pfi neutralnim pH, promyta s acetatovym pufrem obsahujicim 30 mM NaCl a
nasledné eluovana s acetatovym pufrem 300 mM NaCl. Tento krok s anion-vyménnou pryskyfici
vedl k daptomycinu s &istotou vyssi nez 70 %. Tento &astednd Cistény daptomycin byl dale &istén
pomoci metody popsané v United States patentu 4 874 843 s tou modifikaci, ze byla pouzZita
pryskyfice HP-20ss. Caste¢né ¢istény daptomycin byl navazén na prysky¥ici HP-20ss v acetéto-
vém pufru obsahujicim 10 % acetonitrilu, byl promyt acetatovym pufrem obsahujicim 30% ace-
tonitril a byl eluovan 40% acetonitrilem v acetatovém pufru, coz vedlo k daptomycinu s &istotou
od asi 94 do 96 % (m&fenou ,,druhou” HPLC metodou). Produkt byl podroben anion—vyménné
chromatografii s modifikovanym pufrem s vyuzitim pryskyfice Poros D50 podle popisu v Piikla-
du 5. Daptomycin mél &istotu vy$3$i nez 99 % a obsahoval pouze dvé ze Ctrnacti nedistot vyrobe-
nych metodou znamou v soudasném stavu techniky.

Piiklad 7

Daptomycinovy preparét s Eistotou 93 % byl pfipraven podle popisu v Piikladu 2. Produkt byl
aplikovan na pryskyftici Poros P150 (PE Biosystems) v acetitovém pufru pH 6,0 obsahujicim 2M
moCovinu. Pryskyfice Poros P150 byla promyta trojndsobkem objemu pufru. Daptomycin byl
eluovan z pryskyftice s vyuzitim 0 az 400 mM NaCl gradientu v acetatovém pufru pH 6,0, obsa-
hujicim 2M mo&ovinu. Daptomycin byl eluovan mezi 150 a 300 mM NaCl. Daptomycin eluova-
ny z kolony mél ¢istotu 99,0 az 99,5 % (mé&teno »prvni HPLC metodou). Daptomycin obsahoval
stopova mnoZstvi Ctyf nedistot, jejichz obsah byl mensi nez 1 % celkového daptomycinu.
V ¢Cisténém daptomycinovém preparatu anhydrodaptomycin nemohl byt detekovan (méné& nez
0,02 % kontaminace).

Piiklad 8

Daptomycinovy preparét s Gistotou 93 % byl pFipraven podle popisu v Pfikladu 2. Produkt byl
aplikovan na pryskyfici Poros P150 (PE Biosystems) v acetitovém pufru pH 6,0, obsahujicim
2M mocovinu. Kolona byla promyta 3estinisobnym objemem 60 mM NaCl v acetatovém pufru
PH 6,0, obsahujicim 2M mo&ovinu (,promyvaci pufr*). Promyvaci pufr se miize pohybovat
v rozmezi od 50 do 75 mM NaCl. Promyti odstranilo v podstaté viechen anhydro—daptomycin.
Daptomycin byl eluovan Sestnécti objemy 250 mM NaCl v acetatovém pufru pH 6,0, obsahuji-
cim 2M mo&ovinu. Cistota daptomycinu je 98,5 az 99,5 % (méfeno ,,prvni“ HPLC metodou).

Priklad 9

Daptomycinovy preparét popsany v P¥ikladu 2 byl pfipraven s vyuzitim metody, kter4 vyznamné
sniZila koncentraci rozpoustédla pozadovaného pro provedeni HP-20ss chromatografie. Nedeka-
né, rozpoustédlo pro eluovani daptomycinu, 40% acetonitril nebo 55 a% 60% isopropylalkohol,
bylo sniZeno na 12% a 25%, kdyz HP-20ss chromatografie byla provadéna pfi neutralnim pH
rad&ji neZ pfi kyselém pH jak bylo popsano v United States patentu 4 874 843. V preferovaném
provedeni tohoto vynalezu mohou byt pouZzity zmény pH k recyklovani HP-20ss pryskyfice bez
odstranéni rozpoustédla.

Po eluovani z FP-DA13 kolony pti pH 6,5-7,0 byl daptomycin navazan na ekvilibrovanou kolo-
nu HP—20ss, jako tfeba na kolonu ekvilibrovanou v 60 mM acetatu pfi pH 6,6. Kolona byla pro-
myta péti aZ osmi objemy (objem sloupce pryskyfice = CBV) promyvaciho pufru. Ptikladem
promyvaciho pufru je 5% isopropylalkohol/60mM acetat pfi pH 6,6. Daptomycin byl eluovan
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z kolony eluénim pufrem. Ptikladem eluéniho pufru jsou dva az tfi objemy CBV 25% isopropy-
lalkohol/60 mM acetat pii pH 6,6. Kolona byla promyta vymyvacim pufrem. V jednom provede-
ni tohoto vynalezu byla kolona vymyta jednim CBV 40% isopropylalkohol/60 mM acetat pii pH
6,6 a7 7,0. Daptomycinovy roztok byl adjustovan na pH 3,5 aZ 4,0 a byl znovu navazan na kolo-
nu HP-20ss pryskyfice za G&elem zvy3eni Eistoty. V jednom provedeni tohoto vynalezu je dap-
tomycin, eluovany z kolony HP—20ss pryskyfice pii pH 6,5, adjustovan na pH 3,5 s vyuZitim
0,25M fosforetné kyseliny. Daptomycinovy roztok byl znovu navazan na d¥ive vymytou kolonu
HP-20ss, ktera byla ekvilibrovana v 60 mM acetatu pti pH 3,5. Kolona byla promyta s pH ad-
justaénim pufrem napf. o pH 6,5. Kolona byla promyta s pH adjustatnim pufrem napf. o pH 6,5.
Ptiklad pH adjustaéniho pufru je pét az osm CBV 5% isopropylalkohol/60 mM acetat pfi pH 6,6.
Daptomycin byl eluovéan elu¢nim pufrem a mize byt dale &istén pomoci anion—vyménné chroma-
tografie nebo jiné &istici metody, pokud je to vyZadovano. HP—20ss kolona byla vymyta vymy-
vacim pufrem a vy<i§téna pred op&tovnym pouzitim. Ptiklad Cisticiho procesu zahrnuje promyti
tfemi objemy (CBV) 0,5 M NaOH, promyti jednim objemem vody a poté promyti 0,25M fosfo-
re¢nou kyselinou pred ekvilibraci. Kolona mize byt uskladnéna v 0,5 M NaOH.

Ptiklad 10

Velky daptomycinovy preparat pipraveny podle popisu v Pfikladu 2 byl charakterizovan pomoci
semi—preparativai HPLC a charakterizovany pomoci kapalinové chromatografie/hmotnostni
spektroskopie (LC/MS) s vyuZitim jak pozitivniho tak i negativniho mddu. Profil necistot velké-
ho daptomycinového preparatu pred chromatografii na anion—vyménné pryskyfici Poros P150 je
uveden v Tabulce 3 a chromatogram velkého daptomycinového prepartu je uveden na Obrazku
12.

Tabulka 3
iﬁ‘;:,“,‘,‘;‘ﬁ;ﬁ(‘,‘:, Retéea’f“i it iden];ii:l“lllzaéni dentifleatai % celkove plochy
__islo tislo pomoci HPLC

1 7.96 1638 LY212218] CB-131012 >0.5%, <1.0%
2 9.11 1638 CB-131011 <0.5%, >0.1%
3 11.54 745 LY213928} CB-131008 >0.5%, <1.0%
4 12.28 1624 CB-131006 <0.5%, >0.1%
5 13.10 1618 Neznamy-1 <0.5%, >0.1%
6 14.43 - 587 1Y213827 | CB-130989 >0.5%, <1.0%
7 14.43 1606 CB-131005 >0.5%, <1.0%
8 15.10 1620 1Y213846] CB-131010 >1.0%, <4.0%

Dapto- 16.68 1620 LY146032| CB-109187 >90%

mycin
9 17.92 874 Neznamy-2 <0.5%, >0.1%
10 19.57 1810 Neznamy-3 <0.5%, >0.1%
11 19.57 1635 Neznamy-4 <0.5%, >0.1%
12 20.93 859 CB-131009 | <0.5%, >0.1%
13 23.11 1602 LY178480{ CB-130952 >1.0, <4.0%
14 24.53 1634 LY109208| CB-131078 <0.1

Necistota 1 (CB-131012), ktera eluuje pfiblizné pfi 7,96 min (molekularni hmotnost: 1638).
Piedpoklada se, Ze jde o produkt hydrolyzy laktonu daptomycinu (Obrazek 4). Zda se, Ze vysled-
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ky jsou vsouhlase sLY212218, identifikovaném dfive Lilly jako derivat daptomycinu
s otevienym decylovym kruhem.

Necistota 2 (CB-131011), ktera eluuje pfiblizn& pti 9,11 min (molekularni hmotnost: 1638).
Pfedpoklada se, Ze jde také o produkt hydrolyzy laktonu —izomeru daptomycinu (Obrazek 5).

Necistota 3 (CB-131008), ktera eluuje pfiblizné pti 11,54 min (molekulérni hmotnost: 745).
Predpoklada se, Ze jde také o linedrni lipopeptid skladajici se z fetézce péti aminokyselin obsahu-
Jiciho tryptofan, asparagin, aspartat, threonin a glycin s fetézcem dekanové kyseliny (Obrazek 6).
Zda se, Ze vysledky jsou v souhlase s LY213928, identifikovaném dfive Lilly.

Necistota 4 (CB-131006), ktera eluuje pfiblizné pfi 12,28 min (molekuldrni hmotnost: 1624).
Predpoklada se, Ze jde o oxidovany analog daptomycinu, ve kterém byla aminokyselina tryptofan
oxidovéna na kyanurovou kyselinu (Obrazek 7).

Necistota 5, ktera eluuje pfiblizng pfi 13,10 min (molekularni hmotnost: 1618). Jeji struktura
zatim nebyla uréena.

Necistota 6 (CB-130989) a Necistota 7 (CB-131005), které spoletné eluuji priblizné pri
14,43 min. Zda se, ze CB—130989 (MW: 587) je shodna s LY213827, linearnim lipopeptidem
skladajicim se z fetézce tf aminokyselin obsahujiciho tryptofan, asparagin a aspartat, s fetézcem
dekanové kyseliny (Obrazek 8), jak bylo dfive identifikovano Lylly. CB-131005 (molekulrni
hmotnost: 1606) odpovida daptomycinovému analogu, ve kterém dekanové kyselina postrada
Jednu methylovou skupinu (Obréazek 9).

Necistota 8 (CB-131010), ktera eluuje pfiblizné p¥i 15,10 min (molekularni hmotnost: 1620) se
shoduje s LY213846 (b—izomer) jak bylo d¥ive identifikovano Lilly (Obrazek 2) Koncentrace B—
izomeru je vys$§i nez 1 %.

Necistota 9, ktera eluuje pfiblizng p¥i 17,92 min (molekularni hmotnost: 874). J eji struktura zatim
nebyla uréena.

Necistoty 10 a 11, ktera spoletn eluuji pfiblizné pti 19,57. Jejich struktura zatim nebyla uréena.

Necistota 12 (CB-131009), ktera eluuje pfiblizné pii 20,93 min (molekularni hmotnost: 859).
Predpoklada se, Ze jde o linearni lipopeptid skladajici se z fetézce Sesti aminokyselin obsahujici-
ho tryptofan, asparagin, aspartat, threonin, glycin a omithin, s fetézcem dekanové kyseliny (Ob-
razek 10).

Necistota 13 (CB-130952), ktera eluuje pfiblizné pki 23,11 min (molekularni hmotnost: 1602).
Pfedpoklada se, Ze jde o anhydro—daptomycin (Obrazek 3) a zda se, Ze jde o stejnou sloudeninu
Jako LY178480. Koncentrace anhydro—daptomycinu je vySSinez 1 %.

Necistota 14 (CB-131078), ktera eluuje pfiblizné pti 24,53 min (molekularni hmotnost: 1634).
Zda se, ze se shoduje s LY 109208, ktery byl diive identifikovan Lilly jako daptomycinovy ana-
log obsahujici jednu methylovou skupinu navic v fetézci dekanové kyseliny (Obrazek 11).

Velky daptomycinovy preparat miize byt &i§tén na Poros P150 podle popisu v Piikladech 2 nebo
7 a 8 nebo miize byt &istén na Poros D50 podle vyse uvedeného popisu v Pfikladech 3 az 5. Po
Cisténi na Poros P150 podle popisu v Ptikladu 2 vykazuje chromatogram (Obrazek 13), Ze &istota
daptomycinu je vy$§i nez 99,0 %, pfi¢emz koncentrace B-izomeru a anhydro-daptomycinu je
pod detekénim limitem (méné nez 0,05 % celkove). Je zde pouze jedna negistota, ktera je pritom-
na v mnoZzstvi vy$§im nez 0,1 % ovsem zaroveti méné ne’ 0,5 %.
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Priklad 11

Fermentace kultury S. roseosporus NRRL kmen 15998 byla provadéna za podminek kontrolova-
ného piisunu dekanové kyseliny pfi koncentracich optimalizovanych pro produkei antibiotika,
pti¢emz byl minimalizovan vznik kontaminanti. Zbytkova koncentrace kyseliny dekanové byla
méFena pomoci plynové chromatografie a cilova zbytkova koncentrace byla 10 ppm dekanové
kyseliny od nastartovani indukce az do sbéru (p¥iblizng 30 h). Centrifugace kultury a nasledna
analyza vyGefené kapaliny bylo pouZito pro méfeni produkce daptomycinu pomoci HPLC. Titr
sebrané kapaliny byl typicky mezi 1,0 a 3,0 g na litr fermentaéni kapaliny.

Fermentace byla zpracovana bud’ mikrofiltraci s vyuzitim Pall-Sep nebo pomoci primyslové
centrifugy a hloubkového filtru. Vy&efeny roztok byl aplikovan na anion-vyménnou pryskyfici,
Mitsubishi FP-DA 13, promyt 30 mM NaCl pfi pH 6,5 a eluovan 300 mM NaCl pfi 6,0 aZ 6,5.
Alternativng, FP-DA 13 kolona byla promyta 60 mM NaCl pfi pH 6,5 a eluovana 500 mM NaCl
pfi pH 6,0 az 6,5. pH bylo adjustovano na 3,0 az 4,8 a teplota byla nastavena na 2 az 15 °C. Za
téchto okolnosti tvoFi daptomycin micely. Micelarni daptomycinovy roztok byl €istén promyva-
nim micelarniho preparatu zatimco byl preparét zachycen na ultrafiltru s vyuZitim 10 000 NMW
filtru (AG Technology Corp. UF duté vlakno nebo ekvivalent) v libovolné konfiguraci. Dap-
tomycinové micely byly zachyceny na filtru, oviem velké mnoZstvi netistot bylo eliminovéano,
protoZe prosly ptes 10 000 NMW filtr. Ultrafiltrace daptomycinovych micel zvysila Cistotu dap-
tomycinu ze 40 % na piiblizn€ 80 % nebo vyssi.

Eluat byl aplikovan na HIC pryskyfici, HP-20ss, promyt 30% acetonitrilem a eluovan 35% ace-
tonitrilem pFi pH 4,0 az 5,0. Alternativng, HIC pryskyfice byla promyta 20 az 30% isopropylal-
koholem a eluovana 30 az 40% isopropylalkoholem pfi pH 3,5 aZ 6,5. Za téchto podminek zvy-
$eného mnozstvi rozpoustédla a vyssi hodnoty pH 6,0 aZ 7,5 se daptomycin vraci do monomerni-
ho nemicelarniho stavu. Eludt byl aplikovan na FP-DA 13 pryskyfici a byl promyt jako piedtim.
Kone&ny anion-vyménny krok redukoval rozpoustédlo o jednu tfetinu nebo vice. Byla provedena
reverzni osmoticka diafiltrace a zkoncentrovani pti pH 1,5 az 2,5 s vyuzitim 0,2 pm filtru a dap-
tomycinovy preparat byl zmrazen. Finalni reverzni osmoticka diafiltrace byla provadéna s vodou
pro injekce (WFI) kviili vymyti daptomycinu a kvili nastaveni jeho koncentrace pfed plnénim ve
sterilnich podminkéch. Vialky nebo velké objemy daptomycinu byly poté lyofilizovany.

Priklad 12

Lyofilizovany daptomycin €istény podle popisu v libovolnych vyse uvedenych ptikladech, jako
tieba v Prikladu 11, byl rekonstituovan ve fyziologickém solném roztoku (pfiblizné 140 mM
NaCl) p¥i pH 4,0 aZ 5,0. Za t&chto okolnosti je daptomycin pfitomny ve formé micel a mize byt
pouzit pro injekce nebo pro intravenézni, parenteralni, oralni nebo mistni podavani.

Piiklad 13

Daptomycin byl vyroben fermentaci a fermentalni kapalina byla vy&efena mikrofiltraci podle
popisu v Prikladu 11. Vycefena kapalina byla aplikovana na anion-vyménnou pryskyfici, Mit-
subishi FP-DA 13, promyta 30 mM NaCl pfi pH 6,5 a eluovana 300 mM NaCl pti pH 6,0 az 6,5
za vzniku daptomycinového preparatu o &istoté priblizné 40 %. Eluat byl adjustovan na pH 3,5
pomoci fedéné kyseliny fosfore¢né, takze prakticky vechen daptomycin tvofil micely. Micelarni
ptipravek byl nanesen na 10 000 NMW ultrafiltracni membranu. Daptomycinovy preparét byl
promyt 30 mM acetétu sodného pfi pH 3,5 a teploté do 15 °C. Redukce objemu a promyti sniZzilo
koncentraci kontaminantf, co? vedlo k &istoté daptomycinového preparétu o istot€ 85 %. Dap-
tomycinovy preparat miize byt dale &itén s vyuZitim libovolné vyse popsané metody.
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Priklad 14

Daptomycin byl vyroben fermentaci a fermentani kapalina byla vycefena mikrofiltraci a frakci-
onaci na FP-DA 13 podle popisu v Ptikladu 11. Eluat byl adjustovan na pH 3,5 pomoci fedéné
kyseliny fosfore¢né tak, Ze prakticky viechen daptomycin tvotil micely. Micelarni ptipravek byl
nanesen na 10 000 NMW ultrafiltraéni membranu. Daptomycinovy preparét byl promyt 30 mM
acetatu sodného pfi pH 3,5 a teploté od 15 °C. Redukce objemu a promyti sniZilo koncentraci
kontaminanti, coZ vedlo k €istoté daptomycinového preparatu o &istot& 80 az 90 %. Daptomyci-
novy preparat miize byt déle ¢iStén s vyuzitim libovolné vySe popsané metody.

Piiklad 15

Daptomycin byl vyroben fermentaci a fermentadni kapalina byla vycefena mikrofiltraci podle
popisu v Pfikladu 11. Preparat byl &i$tén pomoci chromatografie s hydrofobnimi interakcemi
podle popisu v United States patentu 4 874 843, ktery je zde zahmuty jako reference. Cistota
daptomycinu byla 93 % s viditelnymi necistotami na HPLC chromatogramu a métitelnym pyro-
genem. Produkt byl natedén s vodou a jeho pH bylo adjustovano na pH 6,5 s NaOH nebo jeho
ekvivalentem. Daptomycinovy pfipravek byl zfiltrovan pres 10 000 NMW ultrafiltraéni membra-
nu. Za téchto okolnosti je daptomycin monomerni a prochdzi pres ultrafiltraini membranu.
Vznikly produkt vykazuje 93% (istotu, ov§em n&kolik negistot, které byly ptitomny v mnoZst-
vich 0,1 az 0,2 %, bylo odstranéno ultrafiltraéni membranou. Kromé toho byl redukovan obsah
pyrogenu na nedetekovatelnou tirover.

Priklad 16

Daptomycinovy ptipravek o Sistot& 93 % byl pfipraven podle popisu v P¥ikladu 15. Daptomyci-
novy pfipravek byl pfeveden do micelarniho stavu snizenim pH na 4,7 pomoci HCI nebo ekviva-
lentu a ochlazenim daptomycinového pfipravku na 2 az 5 °C. Produkt byl zkoncentrovan ze 400 |
na tfi litry a na findlni koncentraci pfiblizn& 100 mg/ml pomoci filtrace na 10 000 NMW ultrafil-
traéni membrané. Za téchto okolnosti byl daptomycin zadrzen membranou. To vedlo k velkému
zvy3eni daptomycinové koncentrace. Cistota byla pfiblizng 93 %.

Piiklad 17

Daptomycinovy preparat byl pipraven podle popisu v Piikladu 16. Vialky byly naplnény
s pfiblizn€ 250 mg daptomycinu a lyofilizovany. Daptomycin byl rekonstituovan v 50 ml sterilni
150 mM solance pfi pH 4,0 az 5,0 pro podavani lidem nebo zvifecim pacientim. Davka dap-
tomycinu, kterd ma byt podavana, bude zaviset na druhu infekce, véku a hmotnosti pacienta a
druhu zvifete. Pfi pH 4,0 aZ 5,0 bude daptomycin ve 150 mM solance pfitomen v micelarnim
stavu, ktery je rozpustny a vhodny pro intravendzni, intramuskularni nebo parenteralni podavani.
Formulace bude minimalizovat lokalni podrazdéni vzhledem k lipopeptidické povaze daptomyci-
nu.

Piiklad 18

Daptomycinové micely byly vyrobeny s vyuZitim daptomycinu pfi koncentraci 1,0 mg/ml ve
vodé pfi pH 4,0 pfi teplot¢ 25 °C. Velikost daptomycinovych micel byla zméfena s vyuzitim
Zetasizer (Malvern Instruments, Model 3000 HS). Rychlost po¢itani 36,3, typem cely byla kapi-
larni cela, detekéni thel (deg) byl 90° a vinova délka (nm) byla 633. Vysledky naznaduji, ze
primér micel byl 54 A, coZ je asi dvakrat vétsi nez je primér monomerni daptomycinové mole-
kuly. Viz Obrazek 18.
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Vsechny publikace a patentové prihlasky citované v tomto vynalezu jsou zde zahrnuty jako refe-
rence. Adkoliv predlozeny vynalez byl v nékterych detailech popsan pomoci ilustraci a pfikladd
pro lepsi pochopeni a srozumitelnost, odbornikovi v oboru bude zfejmé, Ze ve svétle tohoto vyna-
lezu mohou byt provedeny urdité zmény a modifikace aniz bychom se vzdalili duchu a rozsahu
pfipojenych narokil.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob &isténi daptomycinu, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kroky:

a) fermentace Streptomyces roseosporus s Zivnou kyselinou n—dekanovou za vzniku daptomycinu
ve fermentac¢ni kapaling;

b) vy&efeni fermentacni kapaliny;

c) podrobeni fermentaéni kapaliny anion—vyménné chromatografii za vzniku obohaceného dap-
tomycinového preparatu;

d) upraveni pH obohaceného daptomycinového preparatu na hodnotu 2,5 az 5,0 pouzitim Kyseli-
ny za vzniku micel;

e) separace obohaceného daptomycinového preparétu ziskaného v kroku d) od nizkomolekular-
nich kontaminanti ultrafiltraci;

f) podrobeni obohaceného daptomycinového preparatu chromatografii s hydrofobnimi interak-
cemi na pryskyfici HP-20ss za ziskani Sastené vycisténého daptomycinového preparatu, pfi-
&em béhem chromatografie s hydrofobnimi interakcemi v kroku f) daptomycinové micely diso-
ciuji pti pH 6,0 aZ 7,5 na nemicelarni monomery daptomycinu eluci 30 az 40% isopropylalkoho-
lem pfi pH 3,5 a2 6,5; a

g) podrobeni &asten& vy<isténého daptomycinového preparatu anion-vyménné chromatografii
za ziskéni vy¢isténého daptomycinu.

2. Zpisob &isténi daptomycinu podle néroku 1, vyzna ¢ujici se tim, Ze Zivna n-
dekanova kyselina v kroku a) je regulovéana tak, aby bylo béhem fermentace dosazeno rezidudlni
koncentrace n—dekanové kyseliny ne vyssi nez 50 ppm.

3. Zpisob &isténi daptomycinu podle niroku 1, vyznacujici se tim, Ze vyCefeni
v kroku b) zahrnuje filtraci nebo centrifugaci a hloubkovou filtraci.

4. Zpisob &isténi daptomycinu podle naroku 1, vyzma&ujici se tim, Zc anion—
vyménna chromatografie v kroku c) se provadi na pryskyfici FP-DA 13.

5. Zpusob &isténi daptomycinu podle naroku 1, vyzna ujici se tim, Zze anion—
vyménné chromatografie v kroku g) se provadi na anion-vyménné pryskyfici FP-DA 13.

6. Zpusob &isténi daptomycinu podle naroku 1, vyzna ¢ujici se tim, Ze bud jeden
nebo oba kroky c) nebo g) zahrnuji pouZiti kontinualniho solného gradientu nebo krokového
solného gradientu.

7. Zpusob isténi daptomycinu podle kteréhokoliv z narokti 1 az 4 nebo 6, vyznacujici
se tim, e se provadi pomoci chromatografie s kontinualnim tokem nebo pomoci chromato-

grafie s radialnim tokem.

8. Zpisob &isténi daptomycinu podle naroku 1, vyzma Cujici se tim, Ze dale zahrnu-
je krok filtrace a/nebo koncentrace daptomycinu.
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9. Zpusob ¢isténi daptomycinu podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze dale zahrnu-
Je krok depyrogenace daptomycinu.

10. Zpisob Cisténi daptomycinu podle naroku 9, vyznaéujici se tim, Ze dale zahrnu-
Jje krok lyofilizace daptomycinu.

11. Zpusob ¢isténi daptomycinu podle naroku 9, vyznaé&ujici se tim, Ze uvedend
depyrogenace zahrnuje kroky:

i) potizeni daptomycinového roztoku za podminek, pfi kterych je daptomycin v monomernim a
nemicelarnim stavu,

ii) filtrovani daptomycinového roztoku za podminek, pfi nich daptomycin prochazi filtrem, ale
pyrogeny pies filtr neprochazi,

iii) upraveni daptomycinového roztoku proslého filtrem tak, Ze daptomycin agreguje,

iv) filtrovani daptomycinového roztoku za podminek, p¥i nichz daptomycin bude zistavat na filt-
ru, a

v) sebrani daptomycinu.

12. Zpisob &isténi daptomycinu podle naroku 11, vyznaéujici se tim, e dale zahr-
nuje krok lyofilizace daptomycinu.

11 vykresi
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