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(57) Je popsin zpiisob podavani disperze povrchové aktivni
latky do plic, ktery potfebuje takové ofetfeni. Zplisob za-
hrnuje zahtéti disperze a rozpradeni ohfité disperze za
vzniku vdechovatelnych &astic povrchové aktivai ldtky.
Vdechovatelné &astice aktivni latky se dodévaji do plic pa-
cienta. Zahfatim disperze vzriistd mnozstvi fosfolipidu do-
divaného do plic pacienta. Disperze sestévi z fosfolipidu
dispergovaného ve vodné nosné litce. Pi zvlStnim prove-
deni vynalezu je fosfolipidem s vyhodou dipalmitoylfosfa-
tidylcholin (DPPC), obsazeny v mnoZstvi od pfibliZné 8 do
50 mg na ml vodné nosné latky a disperze je s vyhodou za-

. hiita na teplotu od pfiblizn& 25 do 75 °C.
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Tento vynalez se tyka zpusobu podavani aerosolovych

formulaci povrchové aktivni latky do plic pacienta.

Dosavadni stav technik

Syndrom dychacich potiZi (RDS), take oznadovany Jjako cho-
roba blany hyalinové, je hlavni pric¢inou umrti a invalidity
mezi nedonosenymi détmi. Z 230 000 aZ 250 000 déti, kterée se
narodi jako nedonosené kazdy rok ve Spojenych statech
americkych, 40 000 aZ 50 000 trpi syndromem dychacich potizi
a z téch, u kterych se vyvine tato choroba, 5 000 az 8 000
umira (obecné viz R. Perelman a P. Farrell, Pediatrics 70,
570 /1982/, D. Vidyasagar v Hyaline Membrane Disease:
Pathogenesis and Pathophysiology, 98, vyd. L. Stern /1984/).
Kromé toho syndrom dychacich potizi se miZe vyskytnout
u déti, dospivajicich a dospélych jako vysledek poranéni nebo
jiného poskozeni plic. Uvadi se 150 000 pripadl syndromu
dychacich potiZi dospélych (ARDS) roc¢né, s umrtnosti 60 aZz
80 % (viz Americky plicni program: respiracéni choroby, Zprava

- komise o problémech, uvod do vyzkumu a Needs, National Heart
and Lung Institute, vyd. DHEW (NIH) 73-432, 165-180 /1972/).

Syndrom dychacich potizi je zapric¢inén primdrni nedosta-
tec¢nosti plicni povrchové aktivni latky, pficemZ material jJe
obvykle vyludovan na povrchu plicnich sklipkd. Syndrom
dychacich potizi dospélych zahrnuje druhou nedostatecénost
plicni povrchové aktivni latky v dusledku inhibice a/nebo
poklesu sekrece povrchové aktivni latky. V nepritomnosti
povrchové aktivni latky maji sklipky sklon ke zhrouceni béhem
vydechu. Zhrouceni je moZné se vyhnout mechanickou ventilaci

plic. Problémem s mechanickou ventilaci vsak je, ze mazZe byt



pfi¢inou poskozeni plic v dusledku vysokych koncentraci kys-
liku a pretlaku.

Rada vyzkumnych skupin usilovala vyvinout formulace
povrchové aktivni latky, které by se mohly pouzZivat pro
osetfovani nebo prevenci syndromu dychacich potiZi a syndromu
potizi dospélych. Jak lidské, tak hovézi prirodni povrchové
aktivni latky se zavadély do vzduchovych cest ¢lovéka jako
pacienta (viz napriklad J. Horbar a kol., N. Eng. J. Med.
320, 959 /1989/, R. Soll a kol., Pediatric Res. 23, 425A
/1988/). Problémy s takovymi prirodnimi povrchové aktivnimi
latkami vsak spoc¢ivaji v mozZné kontaminaci mikroorganismy
a mozné citlivosti pacienta k proteinim obsaZenym v téchto
povrchove aktivnich latkdch. Proto se vyvijely zcela synte-
ticke povrchové aktivni latky (viz napfiklad Clementsovy US
patenty ¢. 4 826 821 a 4 312 860).

I kdyz vyvoj formulaci povrchové aktivni latky poskytl
alternativu k samotné mechanické ventilaci, kliniéni lékari
nyni celi obtiZnému problému, jak rychle a u¢inné zavést tyto
formulace do plic pacientu. US patent &. 4 832 012 udéleny
Raabe-mu a Lee, popisuje rozprasovaci zarizeni, které se maze
pouzivat k dodavani kapalin obsahuijicich lécivou latku ve
formeé aerosolu do plic pacientl. Je navrzeno, aby se kapalina
mohla zahrivat nebo chladit p¥ed rozprasovani (sloupec 4,
Fadky 47 a 48). Raabe a Lee neurc¢uji problémy tykajici se
podavani formulaci povrchové aktivni latky do plic pacienta.
Takovymi formulacemi jsou disperze lipidd ve vodném roztoku

nosné latky, spise neZ jedina faze roztoku.

Podstata vynalezu

S ohledem na svrchu uvedené udaje, predmét tohoto
vynalezu poskytuje pomlcku pro podavani formulaci povrchové

aktivni latky do plic pacientl ve formé aerosolu.




Tento vynalez se tyka zpUsobu pripravy formulace povrcho-

vé aktivni latky pro podani do plic pacienta, ktery potfebuje
takové ogetfeni. Zplsob zahrnuje zahrfati disperze na teplotu
priblizné od 25 do 90 °C. Disperze sestava z fosfolipidu
dispergovaného ve vodné nosné latce. Fosfolipid je obsazen
v mnozstvi priblizné od 10 do 90 mg na ml vodné nosne latky.
Disperze se rozprasuje za vzniku vdechovatelnych ¢astic po-
vrchové aktivni latky a ziskané vdechovatelné cCastice povr-
chové aktivni latky se dodavaiji do plic pacienta. Zahratim
disperze pred rozprasovanim se zvysuje mnozstvi fosfolipidu

zavadéného do plic pacienta.

Tento vynalez se také tyka formulace povrchové aktivni
latky pro pouziti pri vysetfovani plicnich chorob, uzpusobené
pro rozprasovani vdechovatelnych c¢astic, ktera zahrnuije
disperzi fosfolipidu dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) ve
vodné nosné latce, v mnozZstvi od pribliZné do 10 do zhruba 90
mg na ml vodné nosné latky, kde disperze se zahrala na
teplotu od pribliZné 25 do zhruba 90 °C predtim, nez dojde
k rozpraseni a dodani vdechovatelnych ¢astic povrchoveé
aktivni latky do plic pacienta.

Tento vynalez se dale tyka zpusobu osetfovani plicnich
chorob, ktery zahrnuje podavani disperze fosfolipidu
dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) ve vodné nosné latce
v mnozstvi od pribliZné 10 do zhruba 90 mg na ml vodné nosné
latky, pric¢emz disperze se zahriva na teplotu od prfiblizné
25 do zhruba 90 °C predtim, neZ se provede rozpraseni
a dodani vdechovatelnych &astic povrchové aktivni latky do
plic pacienta.

Formulace povrchové aktivni latky pouzZivané pri provadéni
tohoto vyndlezu mohou byt libovolného typu vhodného pro
osSetfovani syndromu dychacich potizi a syndromu dychacich



potizi dospélych bud prirodniho (to znamena lidského nebo
hovéziho) puvodu (viz naptriklad J.Horbar a kol., N. Eng. J.
Med. 320, 959 /1989/, R. Soll a kol., Pediatric Res. 23,

425A /1988/), rekombinantniho nebo syntetického puvodu nebo
jde o jejich kombinace (viz napriklad Y. Tanaka a kol., J.
Lipid Res. 27, &. 2, 475 /1986/, T. Fujiwara a kol., Lancet
1, 55 (12. ledna 1980) (extrakt z plic kravy obohaceny dipal-
mitoylfosfatidylcholinem), US patent &. 4 912 038 Schillinga
a kol. (sekvence rekombinantni DNA kodujici sklipkové
proteiny povrchové aktivni 1latky)). 2v1asté vhodna pro
provedeni tohoto vynalezu je synteticka povrchové aktivni
latka typu popsaného v US patentu ¢. 4 826 821 Clementse.
(Majitel patentu ma zvlasté v umyslu, aby udaje o vsech
odkazech na patenty citované v uvedeném spisu byly zde
zahrnuty do dosavadniho stavu techniky.) Pro provedeni tohoto
vynalezu je také vhodna synteticka povrchové aktivni latka
typu popsaného v US patentu ¢. 4 312 860 Clementse. Jina
formulace povrchové aktivni latky je komercéné dostupna od
firmy Ross Laboratories jako SURVANTAR, coZ je prirodni
extrakt z hovézich plic obsahujici fosfolipidy, neutralni
lipidy, mastné kyseliny a proteiny spojené s povrchové
aktivni latkou, ke kterym je pfidan dipalmitoylfosfatidylcho-
lin, kyselina palmitova a tripalmitin k dosaZeni standardni
Jakosti prostredku a k napodobeni povrchového napéti snizuji-
ciho schopnosti prirodni plicni povrchové aktivni latky.
Formulace povrchové aktivni latky se mizZe dostat jako steril-
ni lyofilizovany prasek, ktery se rekonstituuje pred pouzi-

tim, nebo jako kapalina pripravena pro pouZiti.

Obecné vsechny formulace povrchové aktivni latky obsahuiji
dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC, také oznacdovany jako
kolfoscerilpalmitat), jako fosfolipid ve vodné nosné latce,
bud samotny nebo v kombinaci s jinymi fosfolipidy, jako je
l-palmitoyl-2-oleoyl-fosfatidylglycerol, dimyristoylfosfati-
dylcholin, distearoylfosfatidylcholin, dimyristoylfosfatidyl-




etanclamin, dilauroylfosfatidyletanolamin, dimetyldipalmi-
toylfosfatidylcholin, metyldipalmitoylfosfatidylcholin, di-
palmitoylfosfatidylglycerol, fosfatidylcholin, dipalmitoyl-
fosfatidyletanolamin, dilauroylfosfatidylcholin, dioleoylfos-
fatidylcholin a dibehenoylfosfatidylcholin. Ve formulaci po-

vrchové aktivni latky urc¢ené k rozprasovani a zavadéni do
plic je obvykle obsazen dipalmitoylfosfatidylcholin v mnoz-
stvich od 10 do 90 mg/ml.

Formulace povrchové aktivni latky maji obvykle povrchove
napéti mensi nez 15.1073 N.m"l. Projevuje se sklon davat
prednost nizsim povrchovym napétim (napfiklad mensim nez
zhruba 10.1073 N.m"l). U formulaci povrchové aktivni latky
zde popsanych je mozné dosadhnout povrchoveého napéti nizsiho

nez priblizné 1.1073 az 2.1072 N.m™! nebo méné.

Formulace povrchové aktivni latky s vyhodou zahrnuji
smadeci prostredek, jako je alifaticky alkohol nebo povrchové
aktivni latku plicniho proteinu v mnoZstvi uc¢inném ke smaceni
formulace povrchové aktivni latky na povrchu plicniho
sklipku. Pri zvlasté vyhodném provedeni tohoto vynalezu Je
smacecim prostredkem cetylalkohol (také oznacovany jako
hexadekanol). Vodna faze formulace povrchové aktivni latky Je
vyhodné tvofena fyziologickym roztokem (napriklad roztokem
chloridu sodného), protoZe neni spravné drazdit povrch plice.
Roztoky chloridu sodného mohou byt pritomny jako normalni
fyziologické roztoky (to znamend s obsahem okolo 0,9 %
chloridu sodného) nebo vyhodnéji jako slabé hypotonicke
roztoky (napriklad s obsahem okolo 0,4 aZ pribliZné 0,9 %
chloridu sodného, vyhodnéji od priblizZné 0,4 do zhrubka 0,8

% chloridu sodného a zvlasté vyhodné s obsahem 0,54 % chlo-

ridu sodného).

Vhodné formulace povrchové aktivni latky zahrnuji

povrchové aktivni latku plicniho proteinu jako smaceci



prostrfedek, jak poznamenano vyse. Napriklad takova formulace
se pripravi kombinovanim apoproteinové povrchové aktivni
latky, jako je popsana v US patentu &. 4 912 038, se smési
lipida, kde smés lipidud zahrnuje dipalmitoylfosfatidylcholin,
l-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylglycerol (POPG) a kyselinu
palmitovou (PA), s pomérem dipalmitoylfosfatidylcholinu

k l-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylglycerolu od 50:50 do 90:10,
z pomérem souctu dipalmitoylfosfatidylcholinu a l-palmitoyl-
-2-oleoylfosfatidylglycerolu (DPPC + POPG) Kk proteinu
povrchové aktivni latky od 50:1 do 5:1 a s pomérem kyseliny
palmitoveé k souc¢tu dipalmitoylfosfatidylcholinu a l-palmi-
toyl-2-oleoylfosfatidylglycerolu od 0 do 0,2. Dals$i nenasy-
cené kyselé lipidy, odlisné od l-palmitoyl-2-oleoylfosfati-
dylglycerolu, se mohou pouzZit k ndhradé l-palmitoyl-2-oleoyl-
fosfatidylglycerolu. P¥i zvlasté vyhodném provedeni tohoto
typu formulace, pomér dipalmitoylfosfatidylcholinu

k l-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylglycerolu a ke Kkyseliné
palmitove ¢ini 7:3:1, s konednou koncentraci fosfolipidu
odpovidajici trojnasobnému mnoZstvi lipidu, s obsahem
vpraveného vapniku priblizZné 0,01 aZ 10 mg/ml ca?t (viz
napriklad patentova prihlaska PCT &. WO 91,/00871 Genentech
Inc. a California Biotechnology Inc. /publikovana dne 24.
ledna 1991/).

Disperze se s vyhodou zahfiva na teplotu priblizZné od 25
do 75 °C a fosfolipid, vyhodné dipalmitoylfosfatidylcholin,
je obsazZen v mnoZstvi od 8 do 50 mg/ml vodné nosné latky.
Teploty zplUsobené zahfivanim se zde vztahuji k teplotam
vyhrivaci pomlUcky (napfriklad vyhfivaciho bloku), pric¢emz
kapalna formulace povrchoveé aktivni latky sama dosahuje te-
ploty, ktera je ponékud nizZsi nez teplota vyhrivaci pomicky
v dusledku chladiciho uc¢inku rozprasovani. Pri praktickém
provadéni tohoto vyndlezu se mohou pouzZivat ruzné kombinace
vyhrivani a koncentrace fosfolipidu. Nasledujici ztélesnéni

vynalezu, vyuzivajici dipalmitoylfosfatidylcholin jsou uvede-




na k ilustrativnim udelim, pricemz zvlasté vyhodné provedeni

se uvadi v odstavci 7 dale:

1) ZpUsob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
priblizné od 25 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsaZen ve vodné nosné latce v mnozstvi priblizné od 30 do
50 mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahfiva na teplotu priblizZné
od 35 do 45 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazZen
v mnozZstvi pribliZné od 35 do 45 mg/ml. Pri nejvyhodnéjsim
provedeni se disperze zahriva na teplotu okolo 37 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen v mnoZstvi zhruba
40,5 mg/ml.

2) Zpusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
priblizné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsaZen ve vodné nosné latce v mnoZstvi pribliZné od 70 do
90 mg/ml. Vyhodnéiji se disperze zahriva na teplotu priblizZné
od 55 do 65 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin Jje obsaZen
v mnoZstvi priblizZné od 75 do 85 mg/ml. Pfi nejvyhodnéjsim
provedeni se disperze zahriva na teplotu okolo 60 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen v mnoZstvi zhruba
81 mg/ml.

3) Zplusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
priblizné od 25 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsaZen ve vodné nosné latce v mnoistvi pribliZné od 70 do
90 mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu priblizZné
od 35 do 45 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsaZen
Vv mnoZstvi pribliZné od 75 do 85 mg/ml. Pri nejvyhodnéjsim
provedenil se disperze zahriva na teplotu okolo 37 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazZen v mnoistvi zhruba
81 mg/ml.

4) Zpusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
priblizné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je



obsaZen ve vodné nosné ldtce v mnoZstvi priblizZné od 30 do
50 mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu priblizZné
od 55 do 65 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen

Vv mnoZstvi priblizné od 35 do 45 mg/ml. P¥i nejvyhodnéjs$im
provedeni se disperze zahrivda na teplotu okolo 60 °C

a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsaZen v mnozstvi zhruba
40,5 g/ml.

5) Zpusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
pribliZné od 25 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsazZen ve vodné nosné latce v mnozZstvi priblizné od 5 do 24
mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahfiva na teplotu priblizZné od
35 do 45 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen
v mnoZstvi priblizné od 8 do 20 mg/ml. Pri nejvyhodnéjsim
provedenli se disperze zahriva na teplotu okolo 37 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsaZen v mnoZstvi zhruba
13,5 g/ml.

6) Zpusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
pribliZné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsaZen ve vodné nosné latce v mnoZstvi priblizné od 5 do 24
mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu priblizZné od
55 do 65 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen
v mnoZstvi priblizné od 8 do 20 mg/ml. P¥i nejvyhodnéjsim
provedeni se disperze 2zahriva na teplotu okolo 60 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazZen v mnoZstvi zhruba
13,5 g/ml.

7) Zpusob, pri kterém se disperze zahfiva na teplotu
pribliZné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsazZen ve vodné nosné latce v mnoZstvi pribliZné od 5 do 24
mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu pr¥iblizZné od
45 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen
v mnoZstvi pribliZné od 8 do 20 mg/ml. Pri nejvyhodnéjsim

provedeni se disperze =zah¥iva na " teplotu okolo 50 °C




a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsaZen v mnoZstvi zhruba
13,5 g/ml.

8) Zpusob, pri kterém se disperze zahriva na teplotu
pribliZné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsaZen ve vodné nosné latce v mnozstvi priblizné od 30 do
50 mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu pribliiné
od 45 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazZen
v mnoZstvi priblizZné od 35 do 45 mg/ml. Pfi nejvyhodnéjsim
provedeni se disperze zahrivd na teplotu okolo 50 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsaZen v mnoZstvi zhruba
40,5 g/ml.

9) Zpusob, pri kterém se disperze zahfiva na teplotu
priblizZné od 45 do 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je
obsazZen ve vodné nosné latce v mnoiZstvi pribliZné od 70 do
90 mg/ml. Vyhodnéji se disperze zahriva na teplotu priblizné
od 45 do 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen
Vv mnozstvi pribliZné od 75 do 85 mg/ml. Pri nejvyhodnéijsim
provedeni se disperze zahf¥iva na teplotu okolo 50 °C
a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen v mnoZstvi zhruba
81 g/ml. Obecné se disperze zahriva na teplotu ktera je
nejméné okolo teploty zvratu fosfolipidu. Je treba
poznamenat, zZe rozprasovani formulace povrchové aktivni latky
pusobi sniZeni teploty u této formulace, v disledku ¢ehoz se
bude vyZadovat udrzovani teploty formulace povrchové aktivni
latky i1 za teploty mistnosti béhem nepretrzitého rozprasova-
ni.

Vdechovatelné Castice povrchové aktivni latky se mohou
dodavat pacientovi za pouziti libovolné vhodné pomucky, vcéet-
né spontanni inhalace a mechanické ventilace. P¥i spontanni
inhalaci pacient vdechuje éastice povrchové aktivni latky. Je
znama rada ruznych aerosolovych inhalatord. Vyraz "ventilace™"

se zde vztahuje k procesu cyklického vtacdovani vzduchu boha-
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teho na kyslik do plic a umoznéni, aby vzduch ochuzeny o kys-
lik unikal z plic, pricemz alespon jedna plice pacienta
napomaha jeho dychani nebo dycha pro pacienta, pokud by
pacient jinak sam nemohl dychat. Ventilace se mGZe provadét
bud na jedné nebo obou plicich pacienta v zavislosti na ton,
zda néktera plice je blokovana, zhroucena nebo Jinak neschop-
na plnit svoji funkci. Je znama fada typd ventila&nich zari-
zeni. KdyZz vdechovatelné castice Jjsou urc¢ené k svému podani
ventilaci, vdechovatelné Castice se obvykle tvori pomoci
rozprasovace, pricemz vystup rozprasovace je kombinovan

S vystupem ventilatoru nebo dodava tomuto ventilatoru Gastice
Pro konec¢né dodavani pacientovi. Rozprasovac¢ mizZe plnit
ventildtor béhem faze vdechovani nebo faze vydechovani venti-
latoroveého cyklu.

Pri provadéni tohoto vyndlezu se muze pouzit libovolného
rozprasovaciho zarizeni schopného vytvaret vdechovatelné
Cadstice (napriklad &astice o velikosti stfedniho prostorového
pruméru od 1 do 10 pm) z formulace povrchové aktivni 1latky
jaka je popsana vyse, véetné jak tryskovych rozprasovadu, tak
ultrazvukovych rozprasovadli. Odbornik v oboru zna, Ze aerosol
produkovany rozprasovacim zarizenim muze obsahovat vétsi
Castice, které nejsou vdechovatelné, pokud je obsazeno
dostatec¢né mnozstvi vdechovatelnych &astic aerosolu k dosasze-
ni zamysleného ucelu. Priklad tryskového rozprasovade je
popsan v US patentu &. 4 832 012. Pfiklady ultrazvukovych
rozprasovacl zahrnuji rozprasovacde Porta-SonicTM a Pulmo-So-
nicTM, ktere vyrabi firma The DeVilbiss Co., Somerset, Penn-
sylvanie, USA.

Priklady provedeni vynalezu

Tento vynalez je detailnéiji vysvetlen v prikladech, ktereé
nasleduji. V téchto prikladech se nékdy pouziva zkratek,
pricemz cm® znamena kubicky centimetr, g oznacuje gram, mg




znamena miligram, ml znamend mililitr, mOsm oznacuje mili-

osmol, N znamena normalni, 1 oznacuje litr, min znamena minu-
tu, h oznacuje hodinu, procenta jsou uvedena na zakladé hmot-
nosti, t.m. oznaéuje teplotu mistnosti a teploty jsou uvadény
ve stupnich celsia, pokud neni uvedeno jinak.

Priklad 1

Pfiprava formulace povrchové aktivni latky

25 cm3

sterilni vody nebosahujici pyrogenni latky se
vnese do sterilni injekéni strika¢ky pro jednorazové pouziti
a zavede jako injekce do sterilni evakuované lahvicéky

0 objemu 50 cm3, ktera obsahuje lyofilizovany prasek
sestavajici z 2,025 g dipalmitoylfosfatidylcholinu, 225 mg
hexadekanolu, 150 mg tyloxapolu a 876,6 mg chloridu sodného.
Tato smés je znama (viz US patent &. 4 826 621 Clementse).
Voda a prasek se intenzivné michaji obracenim lahvicky a smés
Se opakované odebira do injekéni stfikac¢ky a vraci zpét
pohybem pistu této strikac¢ky. Jako vysledek se dostane
priblizné 25 cm? formulace povrchové aktivni latky, kterou
tvori spiSe suspenze neZ roztok. Prostredek se umisti do
rozprasovaci jimky a zfedi podle potfeby 125 ml sterilni vody
nebosahujici pyrogenni latky. Vysledna formulace povrchové
aktivni latky je 0,l-normalni, vzhledem k obsahu chloridu
sodného, ma osmolalitu 190 mOsm/1l a obsahuje 13,5 mg/cm3
dipalmitoylfosfatidylcholinu, 1,5 mg/cm3 hexadekanolu a 1
mg/cm3 tyloxapolu. Formulace se dale oznacuje jako formulace
povrchové aktivni latky 1X. Formulace povrchové aktivni latky
3X a 6X se vyrobi v podstaté stejnym zpuisobem s tim rozdilem,
Ze obsah dipalmitoylfosfatidylcholinu, hexadekanolu a tyloxa-
polu se hmotnostné zvysi trikrat a Sestkrat. Obsah chloridu
sodného se ve formulacich 3X a 6X udrZuje na koncentraci

priblizZné 0,l-normalni.
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Priklad 2
Testovaci zarizeni

Testovaci zarizeni je sestaveno z ventilatoru SERVO 900C
(Siemens-Elema AB, Svédsko) a rozprasovaci jednotky VISANTM
(Vortran Medical Technology, Inc., Sacramento, Kalifornie,
USA). stlac¢eny vzduch (o tlaku 344 kPa) se dodava do misice
vzduchu a kysliku a pouziva jako privadény plyn jak do
ventilatoru, tak do rozprasovace, pricemz plyn zavadény do
rozprasovace se dodava vedenim pres oddéleny pritokomér
rozprasovace. Ridici jednotka rozprasovace je elektricky
pfipojena ke zdroji elektrického signalu respirdtoru, ktery
sleduje inhalac¢ni fazi dychaciho cyklu tak, ze rozprasena
povrchové aktivni latka se dodava pferusované béhem inhalacéni
faze respiratorové funkce ventilatoru. Jak ventilator, tak
vystup rozprasovace jsou pripojeny k trubici Y pro pacienta,
ktera je opét pripojena k sekci hadice TvGconNTM (R-3603,
vnitfni prumér 2,2 cm), svinuté uvnitf &tyflitrové Ehrlen-
meyerovy filtraéni banky. Vystup z filtraéni banky je pripo-
jen k druhé sekci hadice TYGONTM, ktera je svinuta uvnitr
druhé ctyrlitrove Ehrlenmeyerovy filtracéni banky. Svinuté
hadice slouzi jako uméle plice k zachycovani rozprasovane
formulace povrchové aktivni latky. Filtraéni banky jsou
uzavreny latexovymi rukavicemi a pred kazdym experimentem se
umisti na lazni sestavajici z methanolu a tuhého oxidu
uhlic¢itého. Béhem experimentu se reguluje teplota lazné, aby
se vyhnulo uzavfeni jimaci trubice zpUsobenému nizkou
teplotou.

Ventilator a rozprasovaci jednotka se seridi k dodavani
kombinovaného celkového objemu respiraéniho vzduchu (Vt) 750
ml na vdech. Pocdatedni objemy respiraéniho vzduchu se
kontroluji instalovanim pryZovych Yplic" pri trubici v pro
pacienta a pozoruji se prislusna méridla ventilatoru. Tlak ve




vzduchové cesté dosahovany ventilatorem (méfeny v cm vodniho

sloupce) se sleduje a zapisuje na zacatku a v kazdé dobé
vzorkovani, pro stanoveni protitlaku v systému. Nastaveni

pristrojld pro ventilator a rozprasovaci jednotku je toto:

Ventilator je serizen na pracovni tlak 70 cm vodniho
sloupce, rychlost dychani (f) ¢ini 20 vdechl za minutu,
inhalaéni frakce (Pi) predstavuje 25 % a respiradni objem za
minutu (MV) obnasi 7,5 l/min. Rozprasovac je serizen na
pracovni tlak 345 kPa, rychlost toku (z prutokoméru) ¢ini 30
1/min a rychlost toku (z rozprasovace) je 500 ml/s (v rozpra-

Sovac¢i jsou otevreny 2 trysky).

Priklad 3

Rozprasovani formulaci povrchové aktivni latky za teploty

mistnosti a teploty ledové lazne

Provede se celkem 18 experimentd za pouziti parametru
shrnutych v tabulce 1 (ndsledujici tabulky se vztahuji
k tabulce 1 pro vymezeni experimentu).



Tabulka 1 - Experimetalni parametry

Experiment Prostredek Délka doda- Teplota
¢islo povrchoveé vacil trubice lazne
aktivni latky (cm) rozprasovace
A 1X 122 led
B 1X 15 led
C 1X 61 led
D 3X 122 led
E 3X 15 led
F 3X 61 led
G 6X 122 led
H 6X 15 led
I 6X 61 led
J 1X 122 t.m.
K 1X 15 t.m.
L 1X 61 t.m.
M 3X 122 t.m.
N 3X 15 t.m.
o] 3X 61 t.m.
P 6X 122 t.m.
Q 6X 15 t.m.
R 6X 61 t.m.

Mezi proménné parametry se zahrnuje koncentrace formulace

povrchové aktivni latky (1X, 3X, 6X), u rozprasovace délka

dodavaci trubice Y, teplota lazné rozprasovace (teplota

ledové vody je pribliZné 2 °C, teplota mistnosti je okolo 22

°C) a doba rozprasovani. Vzorky zachycené v rozprasovadi

a Jjimacich bankach se odeberou za 2, 4 a 6 hodin po zacatku

rozprasovani. Rozprasovade se zvazi na zacatku a po skoncéeni

experimentu,

Ke stanoveni hmotnosti celkového mnozZstvi




rozprasené povrchové aktivni latky. Jimaci banky se vyjmou

z ventilatorového okruhu za predem stanovené doby vzorkovani
a nechaji se ohrat k vyrovnani teploty na teplotu mistnosti.
Zméri se celkovy objem zachyceného materialu a poté 150 ml
destilované vody se vyplachne banka a hadice TYGON. Zachyceneé
frakce a proplachovaci voda se spoji a smichaji a odméri se

stejné dily do 4 sklenénych lahviéek o objemu 50 ml.

Vzorky z rozprasovace se ziskaji odebranim 10ml frakce
2 rozprasovace pro kazdou dobu vzorkovani. Tfi 3ml podily
z frakci z rozprasovade se poté prenesou do sklenénych lahvi-
¢ek o objemu 10 ml. Jak zachycené vzorky, tak vzorky z roz-
prasovace se lyofylizuji za pouziti vymrazovaci susicky
VIRTIS po dobu 3 az 4 dnu.

Hadice TYGON a banky se dukladné proplachnou horkou
a destilovou vodou a nechaji vysusit po kazdé dobé vzorkova-
ni. Rozprasovacova a ventilatorova hadice se nahradi pro
kazZdy experiment.

Lyofylizované vzorky se rozpusti bud v methanolu nebo
chloroformu, prislusné zredi podle své pocateéni koncentrace
a testuji

a) pro stanoveni koncentrace dipalmitoylfosfatidylcholi-
nu vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC),

b) pro stanoveni koncentrace tyloxapolu pusobenim
ultrafialového zareni a

C) pro stanoveni koncentrace cethylalkoholu plynovou
chromatografickou analyzou.

Relativni ubytek hmotnosti z rozprasSovade (ktery muze byt
ve vztahu k uc¢innosti) se stanovi z pocateéni a konedéné hmot-
nosti, ktereé jsou uvedeny v tabulce 2. Je treba poznamenat,
Ze Ciselné hodnoty ubytku hmotnosti zahrnuji udaje ziskané ze
30 ml kapaliny, ktera byla odebrana z rozprasovace pro ucely



vzorkovani. Ac¢koliv tyto frakce nejsou zpracovany do formy
aerosolu, odebrané mnozstvi je konstatni pro kazdy experi-
ment. Stanoveni ztraty hmotnosti se proto muZe pouzit pro

porovnani proménnych parametrd experimetd.

Tabulka 2 - Relativni ztrata hmotnosti z rozprasovacde

Experiment Procentualni Prumérna
¢islo ztrata hmotnosti hodnota

A 60,1

B 62,9 61,1

C 60,2

D 58,2

E 48,3 51,5

F 48,1

G 61,6

H 49,1 55,5

I 55,4

J 73,0

K 80,9 73,1

L 65,3

M 61,1

N 52,7 57,5

o) 58,6

P 62,7

Q 56,0 61,4

R 65,0




Tabulka 3 uvadi objemy zachycené v jimacich bankach pri

experimentech. Experimenty jsou seskupeny podle rekonstituéni
sily (1X, 3X nebo 6X) formulace povrchové aktivni latky.

V hodnotach neni sklon svédéici o tom, 2e deélka davkovaci
trubice ma jakykoli vyznamny uéinek na ocbjem nebo hmotnost
zachycené formulace povrchové aktivni latky. Také se nezjisti
vyznamné rozdily ve vysledcich dosazenych pri zachycovani

Vv trvani 2, 4 a 6 hodin. Proto ke zjednoduseni mozZnosti
prezkouseni udaju se uvadéji pruméry z hodnot délky jimaci
trubice a celkové zachyceného mnozZstvi pro koncentrace 1X,

3X a 6X pri teploté ledové lazné nebo teploté mistnosti.
Stanoveni celkové hmotnosti zachycenych frakci je uvedeno

v tabulkach 4 az 7.
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Tabulka 3 - Zachyceneé objemy

Experiment 2 hodiny 4 hodiny 6 hodin Celkové
¢islo zachyceny
objem (ml)
A* 19 22 17 58
B 14 17 12 43
cC 17 17 15 49
D 12 21 20 53
E 14 19 9 42
F 17 14 14 45
G* 19 19 21 59
H* 18 10 5 33
I 19 15 14 48
J 20 10 25 55
K=* 21 19 17 57
L 18 16 17 51
M 18 26 17 61
N 22 27 19 68
0] 23 22 14 59
p 18 20 18 56
Q 19 20 17 56

R 25 19 20 64




Tabulka 4 - Zachycené frakce - stanoveni dipalmitoylfosfati-

dylcholinu
Formulace Teplota Poéatecni Priumérnda Prumérny
povrchove lazne koncentrace celkova celkovy
aktivni latky rozprasovace v rozpraso- hmotnost objem
vaci (mg/ml) (mg) (ml)
1X led 13,5 128,1 50,0
3X led 40,5 412,8 46,7
6X led 81,0 894,9 46,7
1X t.m 13,5 217,7 54,3
3X t. 40,5 665,5 62,7
6X t. 81,0 1341,5 58,7
Tabulka 5 - Zachycené frakce - stanoveni tyloxapolu
Formulace Teplota Pocatedni Primérna Prumérny
povrchove lazne koncentrace celkova celkovy
aktivni latky rozprasovace v rozpraso- hmotnost objem
vaci (mg/ml) (mg) (ml)
1X led , 19,4 50,0
3X led ' 51,2 46,7
6X led ’ 91,2 46,7
1X t.m , 27,5 54,3
3X . , 81,5 62,7
6X t. ’ 138,1 58,7




Tabulka 6 - Zachycené frakce - stanoveni cetylalkoholu

Formulace Teplota Pocatec¢ni Primérna Prumérny
povrchové lazne koncentrace celkova celkovy
aktivni latky rozprasovace v rozpraso~ hmotnost objem
vaci (mg/ml) (mg) (ml)
1X led 1,5 12,1 50,0
3X led 4,5 40,4 46,7
6X led 9,0 77,3 46,7
1X t.m. 1,5 21,1 54,3
3X t.m. 4,5 62,7 62,7
6X t.m. 9,0 144 ,4 58,7

Tabulka 7 - Zachycené frakce - stanoveni chloridu sodného

Formulace Teplota Pocatecéni Prumérna Primérny
povrchové lazne koncentrace celkova celkovy
aktivni latky rozprasovace v rozpraso- hmotnost objem
vaci (mg/ml) (mg) (ml)

1X led 5,8 61,3 50,0

3X led 5,2 67,6 46,7 )

6X led 5,8 77,1 46,7

1X t.m. , 104,7 54,3

3X t.m. 5,2 100,3 62,7

6X t.m. 5,8 117,6 58,7

Analyzy z tabulek 2 az 7 uvedenych vyse ukazuji, ze
ucinnost rozprasovani podle stanoveni hmotnosti, zachycenych




objemi a zachycené hmotnosti je vyssi pri pouziti teploty

lazné rozprasovace odpovidajici teploté mistnosti (experimen-
ty J aZz R), v porovnani s teplotou lazné rozprasovace odpovi-
dajici teploté ledove vody (experimenty A az J).

Priklad 4

Rozprasovani formulaci povrchové aktivni latky za teploty 37
°C

Tento experiment se provadi ke stanoveni pribéhu rozpra-
sovani povrchové aktivni latky za teploty 37 °C. Pouzite
zarizeni je v podstaté stejne, jako je popsané v prikladé 2
vyse s tim rozdilem, Ze se s lazni rozprasovace pouzije po-
norneho ohrivace a cirkulatoru BRINKMAN IC-2. Zdvojené expe-
rimenty se provadeji za teploty 37 °C pro koncentrace formu-
lace povrchové aktivni latky 1X, 3X a 6X. Experimentalni
podminky jsou v podstateé stejné, jako jsou popsany v priklade
2 vySe s tim rozdilem, ze

a) delky dodavaci trubice 122 cm se pouzije pro vsechny
experimenty,

b) teplota lazné v rozprasovacdi se udrZuje 37 °C,

C) rozprasovac¢ se na pocdatku naplni 200 ml prislusné
formulace povrchové aktivni latky (v protikladu ke 150 ml
Vv priklade 2),

d) dalsich 50 ml formulace povrchové aktivni latky se
prida do rozprasovace po ¢tyrhodinovém obdobi zachycovani pro
experimenty s formulaci 3X a 6X,

e) proplachovaci objemy pro jimaci nadoby a hadici TRIGON
Se snizZi na 50 ml pro kazdou banku a hadici (v porovnani
k 75 ml v predchazejici studii) a

f) testovani zachycenych frakci a proplachovaci vody pro
dipalmitoylfosfatidylcholin se provadi primo po zredéni vzor-
ku methanolem a nikoli po lyofilizaci.



Zvysenim pocateé¢niho objemu v rozprasovaci a pridavkem
50 ml formulace povrchové aktivni latky po 4 hodinach se
dosahne udrzeni dostatecné urovné povrchové aktivni latky
rekonstituované lécivé latky v rozprasovaéi. Objemy propla-
chovaci vody se snizZi k zahusténi formulace povrchové aktivni
latky, obsazZené v promyvaci vodé a frakcich zachycenych

vzorku.

Shrnuté vysledky jsou uvedeny v tabulce 8 spole¢né s hod-
notami drive dosazenymi pro analogické experimenty (dodavaci
trubice délky 122 cm) =za teploty ledove 1lazné a teploty
mistnosti, které byly ziskany v prikladé 3 uvedeném vyse.
Pokud se experimenty opakovaly, ziskané hodnoty byly spojeny
dohromady. Jak zachycené objemy, tak celkova homotnost
dipalmitoylfosfatidylcholinu vzrostly, v porovnani s hodno-
tami dosazZenymi pri drivéjsich studiich za teploty ledove
lazné a teploty mistnosti. Obr. 1 aZz 3 ilustruji prumérnou
celkovou hmotnost zachyceného dipalmitoylfosfatidylcholinu
jako funkci teploty lazné rozprasovace. Pouzité hodnoty
teplot lazni ¢ini 2 °C (led), 22 °C (teplota mistnosti) a 37
°C (zahrivani). Vysledky ukazuji, 2e vzrusta celkova hmotnost
dodavaneého dipalmitoylfosfatidylcholinu se vzrustem teploty
lazné rozprasovace.



Tabulka 8 - Zachycené frakce - stanoveni dipalmitoylfosfati-

dylcholinu

Formulace Teplota Pocatecéni Prumérna Prumérny

povrchove lazné koncentrace celkova celkovy

aktivni latky rozprasovace v rozpraso- hmotnost objem

vaci (mg/ml) (mg) (ml)

1X led 13,5 119 58
1X t.m. 13,5 215 55
1X 37 °C 13,5 385 112
1X 60 °C 13,5 562 115
3X led 40,5 604 53
3X t.m. 40,5 719 61
3X 37 °C 40,5 1513 101
3X 60 °C 40,5 947 109
6X led 81,0 1012 58
6X t.m. 81,0 1274 56
6X 37 °C 81,0 988 80
6X 60 °C 81,0 2045 79

Priklad 5

Rozprasovani formulaci povrchové aktivni latky za teploty 60

°C

Tento experiment se provadi ke stanoveni rozprasovani

formulace povrchové aktivni latky za teploty 60 °C pri pouzi-

ti zarizeni a experimentalnich parametri jako jsou popsany

v prikladé 4 vyse.

Shrnuté vysledky jsou

uvedeny v tabulce 9 spoleéné
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s hodnotami drive dosazenymi pro analogickeé experimenty
(dodavaci trubice délky 122 cm) za teploty ledové lazné,
teploty mistnosti a teploty 37 °C, jak je popsano v prikla-
dech 3 a 4 uvedenych vyse. Pokud se experimenty opakovaly,
ziskané hodnoty byly spojeny dohromady. Obr. 4 az 6 ilustruji
prumérnou celkovou hmotnost zachyceného dipalmitoylfosfati-
dylcholinu jako funkci teploty lazné rozprasovace. Tyto udaje
ukazuji, Ze celkova hmotnost dipalmitoylfosfatidylcholinu
dodavaného z rekonstituovanych formulaci 1X a X vyrazne
vzrusta, pfi porovnani s vysledky dosaZenymi pro analogicke
experimenty pri teploté ledoveé lazné, teploté mistnosti a
teploteé 37 °C.

S prekvapenim formulace povrchové aktivni latky 3X
ukazuje pokles dodavani dipalmitoylfosfatidylcholinu za
teploty rozprasovani 60 °C, ve srovnani s vysledky zjisténymi
Pri experimentu za teploty 37 °C. Mechanismus zpisobuijici

tento jev neni znam.



Tabulka 9 - Zachycené frakce - stanoveni dipalmitoylfosfati-

dylcholinu
Formulace Teplota Pocatecéni Primérna Prumérny
povrchove lazne koncentrace celkova celkovy
aktivni latky rozprasovace v rozpraso- hmotnost objem
vaci (mg/ml) (mg) (ml)
1X led 13,5 119 58
1X t.m. 13,5 215 55
1X 37 °C 13,5 385 112
3X led 40,5 604 53
3X t.m. 40,5 719 61
3X 37 °C 40,5 1513 101
6X led 81,0 1012 58
6X t.m. 81,0 1274 56
6X 37 °C 81,0 988 80

Pr¥ehled obrazkl na vvkresech

Obr. 1 ukazuje hmotnost béhem 6 hodin zachyceného
dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), vyjadfenou v miligramech
(mg), z rozprasované formulace povrchové aktivni latky 1X,
kterda byla udrzZovana za teploty v rozmezi od 2 do 37 °C.

Obr. 2 ukazuje hmotnost béhem 6 hodin zachyceného
dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), vyjadrenou v mng,
Z rozprasované formulace povrchové aktivni latky 3X, ktera
byla udrZovana za teploty v rozmezi od 2 do 37 °C.

Obr. 3 ukazuje hmotnost béhem 6 hodin zachyceného
dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), vyjadfenou v mg,
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z rozprasovaneé formulace povrchové aktivni latky 6X, ktera

byla udrZovana za teploty v rozmezli od 2 do 37 °C.

Obr. 4 ukazuje celkovou hmotnost zachyceného dipalmitoyl-
fosfatidylcholinu (DPPC), vyjadfenou v mg, 2z rozprasovane
formulace povrchové aktivni latky 1X, ktera byla udrZovana za

teploty v rozmezi od 2 do 60 °C.

Obr. 5 ukazuje celkovou hmotnost zachyceného dipalmitoyl-
fosfatidylcholinu (DPPC), vyjadfenou v mg, z rozprasovane
formulace povrchové aktivni latky 3X, ktera byla udrZovana za

teploty v rozmezi od 2 do 60 °C.

Obr. 6 ukazuje celkovou hmotnost zachyceného dipalmitoyl-
fosfatidylcholinu (DPPC), vyjadrenou v mg, z rozprasovane
formulace povrchové aktivni latky 6X, ktera byla udrzZovana za

teploty v rozmezi od 2 do 60 °C.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pripravy formulace povrchové aktivni latky pro
podani do plic pacienta, vy znac¢u jici s e t im,
Ze disperze fosfolipidu dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) ve
vodné nosné latce v mnoZstvi od priblizZné 10 do zhruba 90 mg
na ml vodné nosné latky se zahfeje na teplotu od priblizné
25 do zhruba 90 °C pred rozprasovanim a dodanim vdechovatel-
nych ¢éastic povrchové aktivni latky do plic pacienta.

2. Zpusob podle ndroku 1, vyznacuijici s e
t i m, Ze se disperze zahreje na teplotu alespon okolo
teploty zvratu fosfolipidu.

3. Zpusob podle ndaroku 1, vy znacujici s e
t i m, Ze disperze povrchové aktivni latky dale zahrnuje
smacecl prostredek a tato disperze ma povrchové napéti mensi
nez 15.1073 N.m"L.

4. Zpusob podle ndroku 3, vy znacuijici s e
t i m, Ze smacecim prostredkem je cetylalkohol.

5. Zpusob podle naroku 1, vyznacuijici s e
t 1 m, Z2e disperze se zah¥iva na teplotu od priblizZné 25 do
zhruba 55 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazZen ve
vodné nosné latce v mnoZstvi od priblizZné 5 do 24 mg/ml.

6. Zpusob podle naroku 3, vy znadc¢uijici s e
t i m, 2e disperze se zahriva na teplotu od priblizZné 45 do
zhruba 75 °C a dipalmitoylfosfatidylcholin je obsazen ve
vodné nosné latce v mnoZstvi od priblizZné 70 do 90 mg/ml.

7. Formulace povrchové aktivni latky k pouziti pri
oSetfovani plicnich chorob, upravend pro rozpra$ovani
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vdechovatelnych &astic, vyznac¢ujici s e tinm,
e obsahuje disperzi fosfolipidu dipalmitoylfosfatidylcholin
(DPPC) ve vodné nosné latce v mnoZstvi od pribliZné 10 do
zhruba 90 mg na ml vodné nosné latky, pricemZ disperze je
zah¥ata na teplotu od pfibliZné 25 do zhruba 90 °C pred
rozprasovanim a dodanim vdechovatelnych éastic povrchové

aktivni latky do plic pacienta.

8. Formulace povrchové aktivni latky podle naroku 7,
vyznac¢u3jici s e t i m, Z2e disperze je zahrata
na teplotu od pribliZné 45 °C do zhruba 55 °C a dipalmitoyl-
fosfatidylcholin je obsaZen v mnoZstvi od pribliZné 8 do 20
mg/ml.

4ic¢c ¢ & /

JUDr. Ivan KORECEX
Advokatni a patentovéd kancelaf

11000 Praha 1, Jungmannova 16
tel.: 26 14 68
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