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Oftalmologické prostiedky

Oblast techniky
Pfedkladany vynélez se tyka lokalnich oftalmologickych prostfedki obsahujicich cyklosporin.

Dosavadni stav techniky

Cyklosporiny predstavuji tfidu nepolarnich cyklickych oligopeptidii majicich rizné farmako-
logické vlastnosti.

Jsou zejména zndmé pro své imunosupresivni a protizanétlivé (¢inky a také bylo popsano, Ze
jsou u¢inné v zesileni nebo obnoveni sekrece slz slznou Zldzou u pacientii trpicich autoimunitni
keratokonjuktivitis sicca.

Cyklosporiny pfirozeného piivodu, které v&tinou zahrnuji cyklosporin A méné &asto cyklospo-
riny B az I, mohou byt ziskdny zhouby Trichoderma polysporum.

Velky pocet jejich analogii a izomert cyklosporini miize byt ziskan synteticky.
Nejlépe prostudovanym a ve farmacii nej¢astéji pouzivanym cyklosporinem je cyklosporin A.

Aktivita cyklosporinu a zejména cyklosporinu A v zesileni nebo obnoveni sekrece slz slznou
Zlazou mizZe byt zlepSena zlepSenim absorpce cyklosporinu vslzné Zlaze.

Z divodu velmi 3patné rozpustnosti cyklosporinii ve vodé (20 aZ 30 ug/ml pro cyklosporin A)
bylo velmi obtizné pfipraveni oftalmologického prostredku obsahujiciho cyklosporin rozpustény
ve vodném médiu.

Z tohoto divodu byly ty cyklosporiny, o kterych bylo znamo, Ze jsou lipofilni, pouzity zejména
v prostfedcich na bazi oleje.

US 4839342 popisuje lokalni oftalmologicky prostfedek obsahujici cyklosporin, konkrétn&
cyklosporin A, a pfisadu, pro zvy3eni produkce slz u pacienti trpicich nedostatkem slz v oku
z divodu dysfunkce slznych zlaz. Konkrétnimi popsanymi ptisadami jsou olivovy olej, podzem-
nicovy olej, ricinovy olej, polyoxyethylovany ricinovy olej, anorganické oleje, vazeliny,
dimethylsulfoxid, alkohol, liposomy, silikonové oleje nebo jejich smési.

FR 2 638 089 popisuje lokalni oftalmologicky prostfedek, ktery obsahuje cyklosporin jako aktiv-
ni substanci a rostlinny olej jako je olivovy olej, podzemnicovy olej, sezamovy olej a kukufiény
klikovy olej jako vehikulum, stejné jako vazelinu, pro 1é¢bu onemocnéni a imunologickych ne-
bo zénétlivych stavii postihujicich oko, zejména keratokonjuktivitis sicca (KCS) nebo suché o&i.

Nicméné, lokalni oftalmologické prostfedky na bazi oleje maji nevyhody jako jsou nepfijemné
pocity pfi aplikaci do o¢i, nebo k rozmazanému vidéni. Oleje mohou krom toho zesilit priznaky
suchych o¢i.

Lokalni oftalmologické prostfedky na bazi oleje obsahujici cyklosporin jsou také fyzikalné nesta-
bilni, protoZe cyklosporin ma tendenci podléhat konforma&nim zménam a srazet se.

Tyto prostfedky maji kromé toho 3patnou biologickou dostupnost a jsou 3patné tolerovany pti
aplikaci do oka, protoze zpusobuji podrazdéni oka.
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Za ucelem minimalizace vy$e uvedenych nevyhod, jako je dyskomfort pfi aplikaci, a pro zlepSeni
biologické dostupnosti a tolerovatelnosti prostfedku bylo ve WO 95/31 211 navrzeno snizeni
mnoZstvi oleje a dispergovani olejové faze ve vodé tak, aby vznikla emulze, takze se ziska lokal-
ni oftalmologicky prostiedek ve formé& emulze na bazi vody a olej obsahujici cyklosporin smise-
ny s triglyceridem obsahujicim mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, jako je ricinovy olej a poly-
sorbat 80. Tento prostfedek také déle obsahuje emulga&ni &inidlo, jako je naptiklad Pemulen®.

Za ucelem eliminace problému srazeni cyklosporinu, za zachovéni biologické dostupnosti a tole-
rovatelnosti prostfedku, byl vodny lokalni oftalmologicky prostiedek navrzen v US 5951 971,
ktery neobsahuje olej a obsahuje cyklosporin v koncentraci od 0,01 do 0,075 % (hmotn./obj.),
vodu a surfaktant v mnozstvi 0,1 az 3 % (hmotn./obj.), ktery slouzi pro zlepSeni rozpustnosti
cyklosporinu ve vodé a je vybran z esterii polyethoxylovanych mastnych kyselin, polyethoxylo-
vanych alkylfenyletherti, polyethoxylovanych alkyletherti a jejich smési. Podle US 5951 971
bylo zjisténo, ze polysorbat 80, téZ znamy jako Tween 80, je nevhodny jako surfaktant, protoze
nema dostateénou aktivitu pro rozpusténi cyklosporinu v poZzadované koncentraci ve vod¢.

Cilem predkladaného vynilezu je eliminovani vy$e uvedenych nevyhod a zejména problému
fyzikalni stability, a pfedevsim zlep3eni biologické dostupnosti prostiedku ve spojivce, rohovce a
slzné Zlaze, stejné jako zlepSeni tolerance prostfedku v oku, pomoci lokalniho oftalmologického
prostiedku na bazi vody obsahujiciho cyklosporin.

Tento cil byl dosaZen tehdy, kdyZz vynalezci zjistili, Ze pfitomnost kyseliny hyaluronové a poly-
sorbatu 80 ve vodného oftalmologickém prostredku obsahujicim cyklosporin prekvapivé umoz-
fiuje rozpusténi cyklosporinu za zlep3eni biologické dostupnosti prostiedku ve spojivce, rohovce
a slzné zlaze, stejné jako za zlepSeni tolerance prostiedku v oku, kdyZ je tento prostfedek podan
lokalné do oka.

Kyselina hyaluronova je mukopolysacharid biologického puvodu, ktery je v pfirodé hojny. Je
pfitomen zejména v riiznych Zivoci$nych tkanich, jako je chorda umbilicalis, synovialni kapalina,
sklivec, kohouti hfebinek a rizné pojivové tkané, jako je klize a chrupavka.

Chemicky je kyselina hyaluronova glykosaminoglykan a je sloZena ze stfidajicich se opakujicich
se skupin kyseliny D—glukuronové a N-acetyl-D—glukosaminu, které tvofi linearni fet€zec majici
molekulovou hmotnost asi 13 x 10°.

Farmaceutické pouziti kyseliny hyaluronové nebo jedné zjejich soli, zejména hyaluronatu sodné-
ho, je popsano v literatufe. ProtoZe jsou kyselina hyaluronova nebo jeji soli neimunogenni sub-
stance a maji hydrofilni a viskoelastické vlastnosti, jsou pouzivany mnoho let jako nahrada za
kapalinu ve sklivci, nebo jako podpirné médium pii oénich chirurgickych zakrocich, jak je
popsano napriklad v US 4 141 973.

Také byly popsany jiné aplikace kyseliny hyaluronové v oftalmologii.

EP 0698 388 popisuje vodny oftalmologicky prostiedek obsahujici sl kyseliny hyaluronové
v koncentraci 0,05 az 2 % jako &inidlo pro zvy3eni viskozity, ktery je pouZzivan jako artificialni
slzy.

WO 89/017 772 popisuje lokalni oftalmologicky prostiedek na bazi oleje obsahujici cyklosporin,
ktery je urCen pro zesileni nebo obnoveni sekrece slz slznou Zlazou. Kyselina hyaluronova je
citovana v seznamu ¢inidel, které mohou byt obsazena v prostiedku jako aditiva nebo dalsi
aktivni ¢inidla.
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Podstata vynalezu

V prvnim aspektu je pfedmétem predkladaného vynalezu lokélni oftalmologicky prostfedek na
bazi vody obsahujici cyklosporin, kyselinu hyaluronovou nebo jednu z jejich soli a polysorbat 80.

V druhém aspektu je pfedmétem predkladaného vynéalezu pouziti cyklosporin spole&né s kyseli-
nou hyaluronovou nebo jednou z jejich soli a polysorbatem 80 pro ptipravu lokalniho oftalmolo-
gického prostfedku na bazi vody ur&eného pro lokalni o&ni aplikaci.

Piedkladany vynélez tedy poskytuje oftalmologicky prostfedek ve form& vodného roztoku, ve
kterém je cyklosporin solubilizovéan ve formé& micel, kde prostfedek je stabilni a ma dobrou biolo-
gickou dostupnost ve spojivce, rohovce, slzné zlaze a o¢ni kapaling, stejné jako dobrou toleranci
v oku, kde tyto charakteristiky jsou vyznamné lepsi nez v prostredku, ve kterém je cyklosporin
solubilizovan v emulzi voda v oleji.

Dalsi vyhody ptedkladaného vynalezu budou ziejmé znésledujiciho popisu.

Termin ,,cyklosporin®, jak je zde pouZit, zahrnuje viechny jednotlivé Eleny tfidy cyklosporinii a
Jejich smési, pokud neni specifikovéan urgity cyklosporin.

Je tieba uvést, Ze v predkladaném vynalezu termin ,kyselina hyaluronova“ zahmuje kyselinu
hyaluronovou ve formé kyseliny nebo ve formé jedné zjejich soli.

Prostiedky podle predkladaného vynalezu obsahuji cyklosporin, kyselinu hyaluronovou nebo
jednu z jejich soli a polysorbat 80.

Prostfedky podle ptedkliadaného vynalezu vyhodng obsahuji 0,02 az 2 % hmotnostni cyklospori-
nu, 0,01 az 2 % hmotnostni kyseliny hyaluronové nebo jedné zjejich soli a 0,5 az 40 %
hmotnostnich polysorbatu 80, vzhledem k celkové hmotnosti prostiedku.

Cyklosporinu, které mohou byt obsazeny v prostfedku podle predklidaného vynalezu, mohou byt
prirozené nebo syntetické cyklosporiny.

Podle vyhodného provedeni je cyklosporinem obsazenym v prosttedku cyklosporin A.

Jeden cyklosporin A, ktery miZe byt pouzit pro pfipravu prostiedku podle predkladaného
vynalezu, je komer&ni cyklosporin A vyrabény SIGMA ve Svycarsku.

Kyselina hyaluronova obsazena v prostfedku mtZe byt bud’ ve formé kyseliny nebo ve formé
jedné zjejich soli, jako je sil s alkalickym kovem nebo kovem alkalickych zemin, jako je
hyaluronét sodny, hyaluronat draselny, hyaluronat hote¢naty, hyaluronat vapenaty a jiné.

Kyselina hyaluronova nebo jeji sil ma vyhodné primérnou molekulovou hmotnost; ktera neni
nizsi nez 1 00 000, lépe ma primérnou molekulovou hmotnost v oblasti 1 300 000 az 3 000 000.
Molekulova hmotnost je vyhodné priblizn& 1 700 000.

Vyhodné je kyselina hyaluronova ve formé hyaluronatu sodného.

Polysorbat 80, téz znimy jako Tween 80, je polyethoxylovany sorbitan monooleat pouzivany
Jjako surfaktant.

Polysorbat 80, ktery miize byt pouzit pro pfipravu prostiedku podle ptedkladaného vynalezu,
muZe byt naptiklad komeréni polysorbat 80 vyrabény napfiklad spole¢nosti SIGMA.
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V zejména vyhodném provedeni prostfedek obsahuje 0,2 % hmotnostni cyklosporinu, 0,1 %
hmotnostni kyseliny hyaluronové a 5 % hmotnostnich polysorbatu 80, vzhledem k celkové
hmotnosti prostredku.

Prostfedek podle predkladaného vynalezu miZe kromé toho obsahovat dal§i pomocna Cinidla,
jako je sorbitol, ktery je pouzit jako ¢inidlo upravujici osmoticky tlak. Sorbitol ma tu vyhodu, ze
ma hydrodynamicky objem vy$$i nez napiiklad NaCl. Dalsimi moznymi piisadami jsou
mannitol, polyalkoholy a chlorid sodny a draseiny.

Aby byl prostredek podle predkladaného vynalezu fyziologicky pfijatelny, mél by mit pH v roz-
mezi od 6,5 do 7,5 a osmolalitu v rozmezi od 290 do 310 mosm/I, l1épe 300 mosm/I1.

Prostfedek podle predkladaného vynalezu muze byt balen ve formé jednotlivych davek.

Lokalni prostfedek podle pfedkladaného vynalezu je podan do oka ve formé kapek a je pouzitel-
ny pro zesileni nebo obnoveni sekrece slz slznou Zlazou, a také pro stimulovani nebo obnoveni
aktivity slzné Zlazy, zejména u pacienti trpicich keratokonjunctivitis sicca, syndromu suchého
oka, Sjégrenovym syndromem, chronickou jarni keratokonjunktivitidou a je pouzitelny jako
pooperaéni profylaktické ¢inidlo po keratoplastice.

Nasledujici ptiklady jsou minény jako dokresleni predkladaného vynalezu a jeho vyhod.
V zadném pfipadé nijak neomezuji rozsah ptedkladaného vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Ptiklady prostfedkt podle pfedkladaného vynalezu jsou uvedeny v nasledujici tabulce 1.

Prostfedek Ref. 1 je referenéni prostiedek neobsahujici cyklosporin.

Tabulka 1
Slozka Prostfedek
1 2 3 4 5 Ref.
1
Cyklosporin | 0,02 0,10 0,20 0,50 2,00 —_—
A (%)
Hyaluronat 0,05 0,10 0,10 0,10 0,20 0,10
sodny (%)
Tween 80 0,05 2,50 5,00 10,0 20,0 5,00
(%)
Na,HPO,.12 (0,08 0,08 0,08 0,10 0,15 0,08
H,0O (%)
Sorbitol 5,46 5,35 5,16 4,70 3,76 5,25
%)
Pietisténa 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
voda do
pH 7,0-7,4 17,0-74 7,0-7,4 7,0-7,4 7,0-7,4 7,0-7,4
mosmn/1 295-305 |295-305 295-305 295-305 295-305 295-305

Prostfedky 1 az 5 a ref. 1 byly testovany pro hodnoceni jejich tolerance v oku a prostiedky 1 az 5
byly testovany v testu stability.
Tolerance prostiedkii 1 az 5 a Ref. 1

Hodnoceni lokalni tolerance prostiedki 1 az 5 a ref 1 bylo provedeno na albinickych kralicich
New Zealand (Sesti na kazdou skupinu, tfi samci a téi samice), na kterych bylo testovano 12
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instilaci 0,1 ml kazdého testovaného prostiedku, které byly podavany ve 30minutovych interva-
lech do pravé konjunktivalni arkady.

Stav tkani oka byl hodnocen podle Draizeho testu (S. C. Gad a C. P. Chengelis, ,,Ocular Irritation
test”, v Acute Toxicology Testing, Teldford Press, Caldwell, NJ, USA, str. 51-80). Test byl pro-
veden 30 minut po posledni instilaci. Hodnoceni bylo provadéno dvéma pracovniky, ktefi nezna-
ly nic o podané 1é&b¢ a ktefi hodnotily stav spojivek (na vicku a na bulbu), rohovky a duhovky.

Osetfené oko bylo také hodnoceno testem s fluoresceinem nasledujicim zpisobem. 40 minut po
posledni instilaci testovaného prostfedku a o Draizeho testu byl do o3etfeného oka instilovan roz-
tok obsahujici 2% fluorescein ve fyziologickém roztoku a nadbytek fluoresceinu byl odstranén
vyplachem oka sterilnim fyziologickym roztokem. Tkané& oka byly potom pozorné hodnoceny na
kvantitu fluoresceinu, ktery se absorboval. Pomoci tohoto testu, ktery byl proveden za pouZiti
Stérbinové lampy, bylo prokazano, Ze viechny prosttedky, tj. prostiedky 1 az S obsahujici
cyklosporin A a prostfedek Ref. 1 neobsahujici cyklosporin A, maji dobrou tolerovatelnost.

V Draizeho testu mély rohovka a duhovka normaélni vzhled. Spojivka byla normalni bez otoku
nebo sekrece, s vyjimkou tfi skupin kralikd 1éZenych prostredky 3, 4 a 5 obsahujicimi 0,20, 0,5 a
2% cyklosporinu A, v pfisluiném potadi, znichz dvé ze Sesti oSetfenych o&i vykazovaly
hyperemii cév v centralnim regionu, coz podle testu odpovida lepsi tolerovatelnosti.

V testu s fluoresceinem nebyl pozorovan rozdil mezi riznymi prosttedky; Zidné z odetienych o&i
neabsorbovalo fluorescein.

Stabilita prostredki 1-5 podle predkladaného vynalezu

Bylo zjiSténo, Ze viechny prostiedky jsou stabilni pfi teploté okoli a srazeni cyklosporinu A se
nevyskytlo v Zidném z prostiedki 1-5 béhem 12 mésict po pripravé prostredki.

Prostfedek 3 podle predkladaného vynalezu byl potom srovnavan s emulzi olej ve vodé z hledis-
ka biologické dostupnosti cyklosporinu A v tkanich oka a z hlediska tolerovatelnosti v oku.
Srovnani prostfedku 3 podle predkladaného vynélezu a emulze olej ve vodé

Prostfedek 3 podle predkladaného vynalezu byl srovnavan s emulzi olej ve vodd (CYCLOIL)
z hlediska biologické dostupnosti cyklosporinu A v tkanich oka a z hlediska tolerovatelnosti
v oku.

SloZeni téchto dvou prostfedki je uvedeno v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2
Slozka Prostiedek 3 CYCLOIL
cyklosporin A (%) 0,20 0,20
Hyaluronat sodny (%) 0,10
Ricinovy olej (%) — 1,25
Tween 80 (%) 5,00 1,00
Glycerol (%) — 2,00
Pemulen®TR-2 (%) — 0,05
Na,HPO,.12H,0 (%) 0,08
Sorbitol (%) 5,16 —
Precisténa voda do 100 ml 100 ml
pH 7,0-7,4 7,0-7,4
mosm/| 295-305 290-310
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Biologicka dostupnost ve tkanich oka

V tomto pokusu byly koncentrace cyklosporinu A stanoveny ve spojivce, rohovce, komorové
vodé a slzné Zlaze po lokalni aplikaci dvou prostfedkd, prostfedku &. 3 podle pfedkladaného
vynalezu a CYCLOIL.

Testy byly provedeny se samci albinickych kraliki New Zealand. Kralici byly rozdéleni do dvou
skupin po 15 kralicich a do obou o¢i bylo aplikovano 50 pul dvou testovanych prostéedki. Vzorky
ze spojivky, rohovky, komorové vody a slzné Zlazy byly odebirany 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po
instilaci, pokazdé od tfi kralikl z obou skupin, po utraceni zviiat. O¢i byly enukleovany a promy-
ty fyziologickym roztokem ptred odbérem komorové vody (pfiblizné 400 ul), rohovky (pfiblizné
120 mg), spojivky (priblizn¢ 120 mg) a slzné Zlazy (pfiblizné 800 mg).

Kvantitativni stanoveni cyklosporinu A bylo provedeno na HPLC koloné s inverzni fazi s izokra-
tickou eluci a pomoci UV—spektroskopické detekce. Chromatograf byl Varian a chromatografic-
ké podminky byly nasledujici:

—  kolona: C18,60 x 4,6 mm, 3 um (Aliltech)

— mobilni faze: acetonitril/izopropanol/H,0 (66/2/32)
—  pritok: 0,7 ml/min

— teplota kolony: 72 °C

—  detekce: UV 205 nm (0,1-0,002 AUFS)

— injekéni objem: 2050 ul

— retenéni ¢as: 9,1 min

Vzorky, které byly uréeny pro chromatografii, byly pfipraveny nasledujicim zptisobem:

Komorova voda

Do 300 pl komorové vody se pridalo 150 pl acetonitrilu a takto ziskany roztok se misil vifenim
po dobu pfiblizné 1 minuty a potom se odstfedil béhem 3 minut pfi 3000 x g. Supernatant se pte-
nesl do zkumavky, zpracoval se 15 mg ZnSO, a 15 mg CdSO,, misil se vifenim po dobu pfibliz-
né 1 minuty a potom se odstfedil béhem 2 minut pfi 2000 x g. Organicka faze se prefiltrovala
pres 0,45 um filtr a 50 az 75 pl se injikovalo do kolony.

Rohovka, spojivka a slzna zlaza

Tkané se presné€ odvazily, homogenizovaly se v chladném methanolu (pfiblizné 1 ml), odstiedily
se pfi 3000 x g béhem 15 minut, supernatant se odebral v methanolu (pfiblizné 1 ml) a susil se ve
vakuu pfi pfiblizné 40 °C, zbytek se odebral v acetonitrilu (150 pl, zpracoval se bezvodym
(NH,),SO4, misil se vifenim po dobu 1 minuty a odstfedil se béhem 2 minut pfi 2000 x g.
Organicka faze se prefiltrovala pfes 0,45 pm filtr a 50 az 75 pl se injikovalo do kolony.

Analytickd metoda

Koncentrace cyklosporinu A ve spojivce, rohovce, slzné Zlaze a komorové vodé kralikd jsou
uvedeny v tabulkach 3 az 6.

Koncentrace cyklosporinu A ve spojivce

Tabulka 3 ukazuje koncentrace (ng/g) cyklosporinu A ve spojivce kralika o$etfenych prostied-
kem 3 podle predkladaného vynédlezu a CYCLOIL, 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po instilaci 50 pl
prostiedki do spojivkového vaku obou o€i.
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Tabulka 3

Prostiedek 3 CYCLOIL
Koncentrace 1 hodinu 1170+ 170 820 £ 155
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 3 hodiny 900 + 215 713 + 187
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 6 hodin 616 + 102 370+ 78
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 12 hodin 502 +£95 250+ 70
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 24 hodin 198 + 40 75%25
po instilaci (ng/g)
AUCy.04 )ng.g'h' 12 483 + 234 7378 + 1891
Cax (ng/g) 1170+ 170 820 £ 155
T pax (hod.) 1 1

Jak je vidét z tabulky 3, zaji$tuje prostiedek 3 podle pfedkladaného vynélezu lepsi biologickou
dostupnost cyklosporinu ve spojivce ve vsech testovanych &asech odbéru vzorki ve srovnani
s pripravkem CYCLOIL.

Maximalni koncentrace byla zjisténa po prvni hoding, ackoliv lze pfedpokladat, Ze nejvyssi

absolutni koncentrace cyklosporinu budou piitomny bezprostiedné po instilaci.

Vodny prostfedek 3 podle predkladaného vynalezu zpusobuje dosazeni koncentraci cyklosporinu
A, které jsou ve vSech vzorcich vys$si nez koncentrace emulze olej ve vodé CYCLOIL.

AUC (plochy pod kfivkou) jsou 12 483 + 234 ng g™ h™' pro prostredek 3 podle predkladaného
vynilezu a 7378 + 1891 ng g™ h™' pro emulzi olej ve vod& CYCLOIL.

Stejné vysledky byly ziskany pro rohovku.

Koncentrace cyklosporinu A v rohovce

Tabulka 4 ukazuje koncentrace (ng/g) cyklosporinu A v rohovce kralikii o3etienych prostied-
kem 3 podle predkladaného vynalezu a prostiedkem CYCLOIL na bazi oleje, 1, 3, 6, 12 a 24
hodin po instilaci 50 ul prostfedkii do spojivkového vaku obou o¢i.

Tabulka 4
Prostiedek 3 CYCLOIL

Koncentrace 1 hodinu 2995 £ 750 2070 £ 1115
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 3 hodiny 3350 + 920 1991 + 630

o instilaci (ng/g)
Koncentrace 6 hodin 2520+ 870 2420+ 870
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 12 hodin 2228 £490 1825 + 690
po instilaci (ng/g)
Koncentrace 24 hodin 1590 + 220 450+ 190
po instilaci (ng/g)
AUC 5 )ng.g”'h™' 53800 + 13070 38097 + 1397
Cumax (ng/g) 3350 £ 920 2420 + 870
Toax (hod.) 3 6
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Jak je vidét z tabulky 4, maximalni koncentrace Iéku byla zjidt&na po tfech hodinach pro prostie-
dek 3 podle predkladaného vynalezu (3350 + 920 ng/g) a po 3esti hodinich pro prostfedek
CYCLOIL (2420 + 870 ng/g).

Vodny prostiedek 3 podle predkladaného vynalezu zplisobuje dosazeni koncentraci cyklosporinu
A, které jsou ve viech vzorcich vy$si nez koncentrace emulze olej ve vodé CYCLOIL.

Koncentrace cyklosporinu A v slzné Zlaze

Tabulka 5 ukazuje koncentrace (ng/g) cyklosporinu A v slzné Zlaze kralikl oSetfenych prostied-
kem 3 podle predkladaného vynalezu a CYCLOIL, 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po instilaci 50 ul
prostiedki do spojivkového vaku obou oéi.

Tabulka 5
Prostiedek 3 CYCLOIL

Koncentrace 1 hodinu 88 £ 29 22+ 10
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 3 hodiny 149 + 45 42+ 16
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 6 hodin 135+33 5318
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 12 hodin 54 +22 2110
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 24 hodin 38+ 19 17+ 10
po instilaci (ng/g)

AUCq 4 )ng.g"'h”’ 1826 + 616 668 + 286
Crnax (ng/g) 149 + 45 53+ 18
Tmax (hod.) 3 6

Vodny prostfedek 3 podle pedkladaného vynalezu vykazuje maximalni koncentraci cyklospori-
nu A po tieti hodiné (149 + 45 ng/g), zatimco CYCLOIL vykazuje maximalni koncentrace cyklo-
sporinu A 53 + 16 ng/g po Sesti hodinach.

Jak se predpokladalo, jsou koncentrace cyklosporinu A v slzné Zlaze, které jsou uvedeny v tabul-
ce 5, nizsi nez koncentrace ziskané ve spojivce a rohovce, ale jsou stale jesté¢ vy33i nez jsou
limity citlivosti metody.

Z vyse uvedenych dat je ziejmé, Ze biologicka dostupnost prostfedku 3 podle predkladaného vy-
nalezu je mnohem vyssi neZ biologicka dostupnost prostiedku CYCLOIL a Ze cyklosporin A je
stale jest& pfitomen 24 hodin po instilaci, sice v nizsich koncentracich, ale stale jest€ méfitelne.
Pomér AUCan_023/AUCya0i, ktery piedstavuje pomér biologickych dostupnosti, ma hodnotu
ptiblizné 3.

Koncentrace cyklosporinu A v komorové vodé

Tabulka 6 ukazuje koncentrace (ng/g) cyklosporinu A v komorové vodé kralikii o3etfenych pro-
sttedkem 3 podle piedkladaného vynélezu a CYCLOIL, 1, 3, 6, 12 a 24 hodin po instilaci 50 pl
prostiedki do spojivkového vaku obou o¢i.



10

15

20

25

CZ 294385 B6

Tabulka 6
Prostiedek 3 CYCLOIL

Koncentrace 1 hodinu 40+ 12 12+ 13
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 3 hodiny 41+ 14 18+ 7

po instilaci (ng/g)

Koncentrace 6 hodin 31+8 22+ 11
po instilaci (ng/g)

Koncentrace 12 hodin 279 16 4

po instilaci (ng/g)

Koncentrace 24 hodin 165 14+2

po instilaci (ng/g)

AUCyy )ng.g”'h™ 641 £ 14 390+ 119
| Crmax (ng/g) 41+ 14 22+ 11
Tnax (hod.) 3 6

Maximalni koncentrace cyklosporinu instilovaného ve vodném prostiedku (prostiedek 3 podle
predkladaného vynélezu) byla zjidténa po tiech hodinach (44 + 14 ng/ml), zatimco pro olejovou
emulzi CYCLOIL byla maximalni koncentrace (22 + 11 ng/ml) zji§téna po 3esti hodinach.

Koncentrace cyklosporinu A v komorové vodé kraliki lé€enych instilaci S0 ul obou testovanych
prostiedk byly relativng nizké ve srovnani se dvéma tkanémi na povrchu oka (rohovkou a
spojivkou). Pro komorovou vodu, podobné jako pro jiné tkan& oka, byla biologicka dostupnost
cyklosporinu podaného ve vodném prostfedku vy3si nez pfi podani v emulzi olej ve vodé.

Hodnoceni tolerovatelnosti

Tolerovatelnost prosttedku 3 podle predkladaného vynalezu a CYCLOIL byla hodnocena
Draizeho testem modifikovanym zplisobem popsanym vyse.

Dvé skupiny po Sesti zvifatech, které se skladaly vzdy ze t¥i samct atti samic albinickych kraliki
z Nového Zélandu se oSetiilo 12 instilacemi 0,1 ml dvou testovanych prostiedka do oka, b&hem
6 hodin s 30 minutovymi intervaly.

Draizeho test pro hodnoceni tolerovatelnosti byl proveden 30 minut po posledni instilaci. Po tom-
to testu, 40 minut po posledni instilaci, byl proveden test s fluoresceinem. Vysledky t&chto dvou
testll jsou uvedeny v tabulkach 7 a 8.

V nasledujici tabulce 7 jsou stupné zarudnuti spojivky u kralikii oSetfenych prostredkem 3 podle
predkladaného vynalezu a CYCLOIL instilaci do pravého oka popsany podle Draizeho testu.
Zarudnuti bylo hodnoceno podle arbitrazni 3kaly. OSetfeni bylo provedeno 12krét se 30 minuto-
vymi intervaly. Hodnoceni bylo provedeno 30 minut po posledni instilaci.

Tabulka 7

Kralik ¢. Pohlavi Prostredek Stupeil zarudnuti

spojivky

] m 3 0

2 m 3 1

3 m 3 1

4 f 3 0

5 f 3 0

6 f 3 0
Primér 0,33 £0,52

Frekvence 2/6
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Tabulka 7 pokradovani

Kralik ¢. Pohlavi Prostfedek Stupeii zarudnuti
spojivky

7 m CYCLOIL 1

8 m CYCLOIL 1

9 m CYCLOIL 2

10 f CYCLOIL 1

11 f CYCLOIL 1

12 f CYCLOIL 0

Primér 1,00 + 0,63

Frekvence 5/6

Je patrné, Ze prostiedek 3 podle predkladaného vynalezu zphsobil zarudnuti pouze ve dvou ze
Sesti pripadi, s uréitou hyperemii v centralnim regionu, zatimco pfipravek CYCLOIL na bazi
oleje zpuisobil zarudnuti u péti ze Sesti kraliki. U &tyfech kralikd bylo po aplikaci pripravku
CYCLOIL zarudnuti slabé, ale jednu hodinu po instilaci byla u jednoho krélika pozorovana
difuzni hyperemie karminové barvy a bylo obtizné odlideni jednotlivych cév.

Z4dny z kralikii nevykazoval edém nebo vy3si nez normalni sekreci spojivky.

Nasledujici tabulka 8 popisuje stuperi hyperemie duhovky u kraliki oSetfenych prostfedkem 3
podle predkladaného vynalezu a prostiedkem CYCLOIL, instilaci do pravého oka. Zarudnuti
bylo hodnoceno podle arbitrazni $kaly. OSetfeni bylo provedeno 12krat se 30 minutovymi
intervaly. Hodnoceni bylo provedeno 30 minut po posledni instilaci.

Tabulka 8

Kralik ¢. Pohlavi Prostfedek Stuperi hyperemie

spojivky

1 m 3 0

2 m 3 0

3 m 3 1

4 f 3 0

5 f 3 0

6 f 3 0
Primér 0,17 £ 0,41

Frekvence 1/6

7 m CYCLOIL 0

8 m CYCLOIL 1

9 m CYCLOIL 1

10 f CYCLOIL 0

11 f CYCLOIL 1

12 f CYCLOIL 0
Primér 0,50 + 0,55

Frekvence 3/6

Pouze jeden kralik ve skupiné oSetfené prostiedkem 3 podle predkladaného vynalezu vykazoval
velmi mirnou hyperemii sekundarnich cév duhovky a nikoliv terciarnich cév.

Frekvence tohoto velmi mirného typu hyperemie byla tfi ze Sesti kralikii ve skupiné léCené
ptipravkem CYCLOIL.

Nasledujici tabulka 9 popisuje stupeii zakaleni rohovky u kraliki oSetfenych prostfedkem 3 podle
predkladaného vynalezu a prostfedkem CYCLOIL, instilovanych do pravého oka. Opacita byla

-10-
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hodnocena podle arbitrdzni $kaly. OSetfeni bylo provedeno 12krat se 30 minutovymi intervaly.

Hodnoceni bylo provedeno 30 minut po posledni instilaci.

Tabulka 9

Kralik €. Pohlavi Prostiedek Stupeii zakaleni

spojivky

1 m 3 0

2 m 3 0

3 m 3 0

4 f 3 0

5 f 3 0

6 f 3 0
Primér 0

Frekvence 0/6

7 m CYCLOIL 0

8 m CYCLOIL 0

9 m CYCLOIL 1

10 f CYCLOIL 0

11 f CYCLOIL 0

12 f CYCLOIL 0
Primér 0,17 £ 0,41

Frekvence 1/6

Pouze jeden krilik ve skuping osetiené prostredkem CYCLOIL vykazoval oblast zakaleni rohov-
ky, kde toto zakaleni bylo takového stupné, ze byla stale jeité viditelna duhovka.

Nasledujici tabulka 10 popisuje stuperi absorpce fluoresceinu u kralikii osetfenych prostiedkem 3
podle pfedkladaného vynalezu a prostfedkem CYCLOIL, instilovanych do pravého oka. Absorp-
ce byla hodnocena podle arbitrazni 3kaly. OSetieni bylo provedeno 12krat se 30 minutovymi

intervaly. Hodnoceni bylo provedeno 40 minut po posledni instilaci.

Tabulka 10

Kralik ¢. Pohlavi Prostiedek Stuperi absorpce

fluoresceinu

1 m 3 0

2 m 3 1

3 m 3 0

4 f 3 0

5 f 3 1

6 f 3 0

Primér 0,33+ 0,52

Frekvence 2/6

7 m CYCLOIL 0

8 m CYCLOIL 1

9 m CYCLOIL 2

10 f CYCLOIL 1

11 f CYCLOIL 0

12 f CYCLOIL 0

Primér 0,67 + 0,82

Frekvence 3/6

-11 -
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Z dat uvedenych vyse je ziejmé, Ze prostiedek 3 podle pfedkladaného vynalezu byl Iépe tolero-
van ve fluoresceinovém testu. T¥i rohovky ve skupiné lé&ené prostiedkem CYCLOIL adsorbova-
ly fluorescein a u jednoho kralika (€. 9) byly patrné akcentované fluorescentni skvrny, atkoliv
struktury riznych tkani mohly byt stale je$té rozliSeny, se ztratou podrobnosti, pokud bylo
pouzito spravné osvétleni.

Pouze dva ze Sesti kralikd o3etfenych prostfedkem 3 podle predkladaného vynalezu vykazovaly
necetné, malé fluorescentni skvrny, ale Zadné zabarveni nebylo patrné okolo zevni hrany pupily.

Vysledky uvedené vy3e jasné demonstruji, Ze vodny prostfedek podle predkladaného vyndlezu je
nejen lépe tolerovan, ale také ma lepsi biologickou dostupnost, nez emulze olej ve vodé na bazi
ricinového oleje, Tween 80 (polysorbétu 80), glycerolu a Pemulenu®TR-2 (CYCLOIL).

PATENTOVE NAROKY

1. Lokalni oftalmologicky prostiedek ve formé vodného roztoku vyznacdujici se tim,
Ze obsahuje cyklosporin, kyselinu hyaluronovou nebo jednu z jejich soli a polysorbat 80.

2. Prostfedek podle naroku 1, vyznacéujici se tim, Ze obsahuje 0,02 aZ 2 % hmot-
nostni cyklosporinu, 0,01 az 2 % hmotnostni kyseliny hyaluronové nebo jedné z jejich soli a 0,5
aZ 40 % hmotnostnich polysorbatu 80, vzhledem k celkové hmotnosti prostiedku.

3. Prostiedek podle naroku 1, vyzmaéujici se tim, Zze cyklosporinem je cyklo-
sporin A.

4. Prostiedek podle jakéhokoliv znaroki 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze kyselina
hyaluronova nebo jeji sil ma primérnou molekulovou hmotnost vy3si nez 1 300000.

5. Prostiedek podle nairoku 4, vyznaéujici se tim, Ze kyselina hyaluronova nebo jeji
stl ma praimérnou molekulovou hmotnost vrozmezi od 1 300 000 do 3 000 000.

6. Prostiedek podle jakéhokoliv z naroki 1 az 5, vyznaéujici se tim, Ze kyselina
hyaluronova je pfitomna jako hyaluronat alkalického kovu nebo kovu alkalickych zemin.

7. Prostfedek podle naroku 6, vyznadujici se tim, ze kyselina hyaluronova je
ptitomna jako hyaluronat sodny.

8. Prostiedek podle jekéhokoliv znarok(i 2 a2 7, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
0,2 % hmotnostni cyklosporinu, 0,1 % hmotnostni kyseliny hyaluronové nebo jedné z jejich soli
a 5 % hmotnostnich polysorbatu 80, vzhledem k celkové hmotnosti prostiedku.

9. Prostfedek podle jakéhokoliv znarokdi 1 az 8, vyznadujici se tim, Ze dale
obsahuje pomocna €inidla.

10. Pouziti cyklosporinu spole¢né s kyselinou hyaluronovou nebo jednou z jejich soli a poly-
sorbatem 80 pro pripravu prosttedku ve formé vodného roztoku ureného pro lokalni
oftalmologické pouziti.

11. Pouziti podle naroku 10, kde prostiedek obsahuje 0,02 az 2 % hmotnostni cyklosporinu,

0,01 az2 % hmotnostni kyseliny hyaluronové nebo jedné zjejich soli a 0,5 az 40 %
hmotnostnich polysorbétu 80, vzhledem k celkové hmotnosti prostfedku.

-12-



10

15

20

25

30

35

CZ 294385 B6

12. Pouziti podle niroku 10 nebo 11, vyznaéujici se tim, Ze cyklosporinem je cyklo-
sporin A.

13. PouZiti podle jakéhokoliv z naroku 10 az 12, kde kyselina hyaluronova nebo jeji siil ma
primérnou molekulovou hmotnost vy33i nez 1 300 000.

14. Pouziti podle naroku 13, kde kyselina hyaluronova nebo jeji siil ma priimémou molekulovou
hmotnost v rozmezi od 1 300 000 do 3 000 000.

15. PouZiti podle jakéhokoliv z narokii 10 az 14, kde kyselina hyaluronova je pritomna jako
hyaluronat alkalického kovu nebo kovu alkalickych zemin.

16. PouZiti podle naroku 15, kde kyselina hyaluronova je pfitomna jako hyaluronat sodny.

17. Pouziti podle jakéhokoliv z naroka 1 az 16, kde prostredek je uréen pro lé&bu kerato-
konjuktivitis sicca.

18. PouZiti podle jakéhokoliv z narokii 1 az 16, kde prostiedek je uréen pro lébu Sjégrenova
syndromu.

19. Pouziti podle jakéhokoliv z narokii 1 az 16, kde prostfedek je uréen pro lé&bu syndromu
suchého oka.

20. Pouziti podle jakéhokoliv z narokd 1 az 16, kde prostiedek je uréen pro lébu chronické
Jjarni keratokonjunktivitidy.

21. Pouziti podle jakéhokoliv z narokit 1 az 16, kde prostiedek je profylakticky pooperaéni
prostredek po keratoplastice.

Konec dokumentu
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