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Topické o¢ni pripravky s imunosupresivnimi latkami

Oblast techniky
Vynilez se tyka lécivych piipravki, uréenych k topické o¢ni aplikaci lipofilnich, imunosupresiv-

nich 1éCiv, rozpusténych nebo dispergovanych ve fyziologicky vhodném vehikulu, obsahujicim
excipienty, zvySujici prinik 1é¢iv do oénich tkéni.

Dosavadni stav techniky

Za topickou o¢ni aplikaci se povaZzuje zevni podani 1é¢ivych ptipravki do spojivkového vaku pod
vicko a na rohovku, i injekéni subkonjuktivalni a retrobulbami podani.

Uginnost topicky aplikovanych Iéiv k 16¢eni o&nich chorob je vedle anatomicko—fyziologickych
vlastnosti oka ovliviiovana zejména fyzikalné—chemickymi vlastnostmi 1é&iva a charakterem
aplika¢ni formy a jejim sloZenim. Je vSeobecné znamo, Ze transport 1égiv do oénich tkani
znesnadiiuji obranné mechanismy oka, jako je zvy$ené slzeni a mrkani, které sniZuje koncentraci
lé¢iva v prekorneédlni oblasti. Absorpci lé¢iva umoZiuje prodlouzeny kontakt s rohovkou
a schopnost léCiva penetrovat rohovkou. Biodostupnost 1é¢iv po topické aplikaci na oko &ini
obvykle jen 1 az 10 % podané latky.

Typickymi lipofilnimi, imunosupresivnimi 1égivy, jeZ jsou uZivana k lé¢eni o&nich chorob, jsou
methylovanych undekapeptidi, laktonovych makrolidi nebo kortikosteroidi. Undekapeptidy,
vhodné k légeni oka, tvofi skupina cyklosporinii, zejména ciclosporin, [Nva]’—ciclosporin,
[Val)*~iclosporin a dihydro[Val]*—ciclosporin.

Makrolidova antibiotika, vhodna k 1é¢eni o¢nich chorob, piedstavuji zejména tacrolimus a siroli-
mus. Tacrolimus a jemu strukturalné podobné derivaty jsou souhrmné oznaovany jako askomyci-
ny; sirolimus a jemu strukturalné podobné derivaty jsou souhrnné ozna¢ovany jako rapamyciny.

Skupinu kortikosteroidii, pouzivanych k topické aplikaci v oénim lékafstvi, tvoii latky, jako jsou
napf. cortison a hydrocortison, prednisolon a methyl prednisolon, dexamethason a fluorometha-
lon.

Terapeutické ucinnost vzpominanych cyklosporini pfi topické aplikaci je prokdzana zejména pfi
rizikovych transplantacich rohovky a autoimunitnich onemocnénich, jako jsou keratokonjunk-
tivitis sicca, chronicka keratitis, Behcetiv syndrom, Sjégrentiv syndrom, endogenni uveitis, ale
také ulcerativnich chorob rohovky, jako je napt. Morenilv vied.

Makrolidova antibiotika prokazala svoji vysokou imunosupresivni Géinnost pfi organovych
i tkaflovych transplantacich a jsou pfislibem pro keratoplastiky. Kortikosteroidni 1é€iva jsou
pouzivéna v terapii zanétd po o¢nich operacich a rovnéz tlumi imunologické reakce po transplan-
tacich rohovky.

Vsechny tfi skupiny Gcinnych latek, uvadéné v tomto vynalezu, jsou podavany k 1é€eni zanétli-
vych a autoimunitnich chorob o&i také systémovym zpusobem. Pro zavazné vedlejsi udinky této
1é¢by je v3ak systémové podavani pouzitelné jen v omezené mife. Pii racionalni topické aplikaci
Ize snizit nebo vyloucit vedlejsi i¢inky, spojené se systémovym podanim tim, Ze aktivita ptiprav-
ku je soustfedéna jen na oSetfovanou lokalitu a jeji nejblizsi okoli.

Léciva ze skupin N-metylovych cyklickych undekapeptidii, makrolidovych laktont a kortikoste-
roidll jsou ve své neionizované forme jen velmi malo rozpustna ve vodé nebo hydrofilnich nosi-
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¢ich, fyziologicky pfijatelnych pro o&ni aplikaci. To prakticky znesnadiiuje ptipravu klasickych
hydrofilnich o¢nich kapek. Pro ilustraci, rozpustnost skupiny cyl\losporinu ve vodé se pohybuje
v rozmezi 16 az 30 pg/ml pfi 25 °C, pncemz polarné;jsi molekula [Thr] —cnclospormu je ve vodé
vice rozpustnéa nez méné polarni [NVa]’—iclosporin. Pro vzajemné posouzeni lipofility G¢innych
latek z uvedenych skupin lze pouzit hodnotu rozdélovaciho koeficientu P mezi vodnou fazi
a Iipoﬁlm’ fazi, predstavovanou n—oktanolem. Pro kortikosteroidni 1é¢iva lezi napt. hodnota log P
mezi 1,2 (predmsolon) az 4,3 (ﬂurbnprofen) Ve skupiné cyklosporini se pohybu_|e log P pro
imunosupresivné aktivni litky mezi 1,1 az 3,1. Pro askomyciny a rapamyciny nejsou hodnoty
rozdélovacich koeficientli publikovany, ale Ize pfedpokladat z (idajii o rozpustnosti ve vodg, e
budou srovnatelné s cyklosporiny.

Jedny z prvnich patentii, vénovanych oéni topické aplikaci lé€iv ze skupiny cyklosporinii jako
metodé léCeni fakoanafylaktickych endooftalmitid a uveitid v ptednim a zadnim o&nim segmentu
nebo o¢nich chorob, projevujicich se snizenou produkci slz, jsou US patenty 4 649 047
a4 839 342. Oba patenty blize nespecifikuji aplikatni formu a predpokladaji pouziti roztok,
suspenzi i masti s farmaceuticky pfijatelnym vehikulem, obsahujicim rostlinné, Zivo&isné,
minerélni a silikonové oleje; liposomy a déle pak alkoholy, dimethylsulfoxid a polyoxyethylo-
vany ricinovy olej. Ve zminénych patentech nejsou ani v ptikladech provedeni ani v patentovych
narocich zvefejnény hmotnostni poméry vhodnych excipient.

Ke skupiné kortikosteroidii, cyklosporini a antibiotik k o¢ni aplikaci se vztahuje US patent
4 865 846, chrénici transportni systémy, ve kterych jsou roztoky lé&iv v kapalném nebo
mastovém zékladé ptitomny spolu s ¢asticemi biodegradibilnich materiali, obsahujicich tataz
nebo i jina léCiva, a zplisob piipravy téchto transportnich systémi. Z ptikladi provedeni tohoto
patentu vyplyva, Ze pfiprava trojrozmémych &astic o velikosti 0,4 az 1,0 mm z bioerodibilnich
materiali, jako jsou kolagen, Zelatina, polyvinylalkohol a methylcelulézové derivaty, suspendace
téchto &astic v kapalném nebo mastovém zékladg i zpisob vpraveni 1é¢iv do téchto bioerodibil-
nich €astic je velmi pracny a malo vhodny pro validovatelny vyrobni postup.

Topické pfipravky k aplikaci na oko a pfilehlé tkané obsahujici cyklosporiny ve vehikulu,
slozeném ze smési rostlinnych olejii a vazeliny, jsou popsany v UK patentu 2 224 205. Légivé
pfipravky, vyrobene postupy, popsanymi v tomto patentu, viak obsahuji }ako emulgatory latky,
zaloZené zeJmena na steroidnich latkach z ov¢i viny. V soudasné dobé je jiz zaznamenan odklon
od pouzivani téchto latek pro mozné alergizujici a drazdivé Gginky moznych insekticidnich
rezidui, obsazenych v tuku v ovéi viny.

Ocni pfipravky s nizkymi koncentracemi cyklosporinu ve vodném vehikulu, obsahujici tenzidy
ze skupiny polyethoxylovanych esterti mastnych kyselin, polyethoxylovanych alkyletherti a poly-
ethoxylovanych alkylfenyletherd, popisuje mezinarodni prihlaska vynalezu WO 93/23010.
Emulzni o&ni formulace se specifickou afinitou k slznym Zlazdm, obsahujici cyklosporiny, popi-
suje mezinarodni pfihlaska vynalezu WO 95/31211.

Euacidni a izotonické nanoemulze, vhodné k aplikaci, obsahujici 0,01 % aZ 5 % lé&iv, mezi
nimiZ jsou kortikoidy i cyklosporiny, popisuje evropska patentové ptihlaska EP 0 696 452 Al.
Zadny z téchto vyse uvedenych patentl nefesi konkrétni problém zvy3eni penetrace 1é¢iva pres
rohovku do vnitfnich oénich struktur, jako je komorova voda, duhovka, pfipadné uvea.

Podstata vynalezu

Vynalez si klade za cil zvysit prostupnost rohovkou u topicky aplikovanych 1éiv a docilit tak
terapeuticky GCinnych hladin léCiva ve wvnitinich tkdnich oka pouzitim zvla$té vhodnych
pomocnych latek v IéCivych pripravcich. Tento ukol je mimofadné ztizen u lé&iv, velmi obtizng&
rozpustnych v tlnich tekutinach a tkanich. Za 1é¢iva, velmi obtizné& rozpustna ve vodé, se pova-
Zuji latky, které potrebuji k rozpudténi 1 hmotnostniho dilu 1000 az 10 000 objemovych dili
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vody. Takovymi lé¢ivy jsou zejména imunosupresiva ze skupiny monocyklickych undekapepti-
di, reprezentované ciclosporinem nebo [Nva]’—ciclosporinem, ze skupiny laktoni s makrolido-
vou strukturou, reprezentovana sirolimusem nebo tacrolimusem a ze skupiny kortikoidd,
reprezentovana napf. prednisolem nebo dexamethasonem.

Predmétem vynalezu jsou topické oéni piipravky s imunosupresivnimi latkami, které jsou podle
vynilezu charakterizovany pfitomnosti 0,02 az 5,0 % hmotnostnich imunosupresivnich 1éCiv,
rozpuiténych nebo dispergovanych ve fyziologicky pfijatelném vehikulu, obsahujicim do 10 %
hmotnostnich polyalkylenglykol-polyurethanovych kopolymerti obecného vzorce 1

0 o) R

|
I _O,CW_O_T_H—(—O—cw-CH-)n—o- ~H

R
HO—(—JZH—CHZ—O—)D—[— C
H
O,

Ir—Z

kde nje 8 aZ 51, m je 1 az 4 a R znamena skupinu CH; nebo H.

Z chemického hlediska spravné CAS nazvy téchto latek jsou dale v popisu vynédlezu uvadény
zkracené v CTFA nomenklature:

CAS nazvoslovi CTFA nazvoslovi

Poly (oxy 1,2—ethandiyl}-a—hydro—w—hydroxy polymer
s 1,1'-methylen-bis—(4—izokyanatocyklohexanem)
CAS No. 39444-87-6 kopolymer PEG-8/SMDI

Poly[oxy (methyl 1,2—ethandiyl)]-o—hydro—w—hydroxy
polymer s 1,1'-methylen—bis—(4-izokyanatocyklohexanem)
CAS No. 9042-82-4

CAS No. 9042-82-4 kopolymer PPG-12/SMDI
kopolymer PPG-51/SMDI

V CFTA nazvoslovi odpovida zkratkam PEG a PPG oznadeni polyethylenglykol a polypropylen-
glykol a zkratce SMDI oznadeni saturovany methylendifenyldiizokyanat.

Tyto latky jsou uvadény do ob&hu napf. pod obchodnim ndzvem Polyolprepolymer—2 (kopolymer
PPG-12/SMDI); Polyolprepolymer-14 (kopolymer PPG-51/SMDI) a Polyolprepolymer—15
(kopolymer PEG-8/SMDI) a jsou vyrabény firmou PENEDERM Incorporated.

V dermalnim pouziti jsou tyto kopolymery znamé. Maji silnou aktivitu k pokozce a vytvafi
snadno depozita ve stratum corneum. Tim se vytvafi dlouho pretrvavajici kapalné rezervoary
1é¢iv mezi korneocyty a umozZiiuji tak protrahované plisobeni 1é¢iv v pokozce.

Pouziti polyolprepolymerti v dermélnich a kosmetickych pfipravcich chrani napf. US patenty
4971 800,5 045317 a5 051 260.

Pres zna&né odli3nou anatomickou skladbu pokozky od anatomické skladby o¢ni rohovky bylo
s pfekvapenim zjisténo, Ze polyalkylenglykol-polyurethanové kopolymery vyrazné zvySuji
penetraci velmi obtizné rozpustnych imunosupresivnich 1é€iv pfes rohovku. Tento jev byl
prokdzén u olnich pfipravki, kdy vySe uvedena léCiva jsou vpravena v pfitomnosti fe¢enych
kopolymert jak do hydrofilnich, tak do hydrofobnich, fyziologicky nezavadnych vehikul.

S ptekvapenim bylo rovnéz zjisténo, Zze léCivé pripravky podle vynalezu s obsahem excipientii
polyalkylenglykol-polyurethanovych kopolymeri nepisobi v pouzitelnych koncentracich az do
10 hmotnostnich % zvy$eni oéni drazdivosti, i kdyz dochazi k prokazatelnému zvy3eni priniku
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terapeuticky ucinnych imunosupresivnich 1é¢iv do vnitinich o&nich struktur. Ani histologické
vySetfeni ofnich struktur po opakovaném podavéani pfipravki podle vynilezu nenaznaduje
moznost jejich poSkozeni. Naproti tomu projevy o&ni draZdivosti a toxicity jsou popsany jiz pi
aplikaci 0,1 % a vy33ich koncentraci azonu, coZ je znama latka, pouZivana ke zlepseni permeabi-
lity 1é2iv oéni rohovkou (Ismail I. M. et al., Pharm. Res., 9(6), 817-821, 1992).

Dosazeni pfiznivych biologickych vlastnosti je podmin&no kvalitativnimi vlastnostmi kopolyme-
ri podle vynélezu, zejména rezidualnimi koncentracemi nezreagované diizokyanatové slozky
a pfislusnych polyalkylenglykoli. Typické vlastnosti kopolymertl jsou uvedeny v nasledujicim
prehledu:

kopolymer kopolymer kopolymer
PPG-12/SMDI PPG-51/SMDI PEG-8/SMDI
mol. hmotnost 4000 18 000 1800
(hmotn. primér)
viskozita 2500 — 4500 2500 - 6000 2500 - 5000
mPa.S pii37 °C
nezreagovany max. 0,1 % max. 0,1 % max. 0,1 %
diizokyanat
Rezidualni
obsah PEG max. 20 % max. 20 % -
obsah PEG - - max. 20 %
obsah t&zkych kovu max. 20 ppm max. 20 ppm max. 20 ppm
obsah vody max. 0,1 % max. 0,1 % max. 0,1 %

Polyalkylenglykol-polyurethanové kopolymery obsahuji smés oligomert, jejichz zastoupeni
vyjadiuje hodnota indexu ,,m“ v obecném vzorci, ktera &ini prevazné 1 az 4.

Pro jednotlivé druhy vyrdbénych kopolymert plati typické distribuce molekulovych hmotnosti,
stanovenych gelovou permeaéni chromatografii. Napfiklad pro kopolymer PPG—12/SMDI pred-
stavuje podil molekulovych hmotnosti:

22 az 23 % (pro pik s molekulovou hmotnosti 1500 az 2000),
16 az 25 % (pro pik s molekulovou hmotnosti 2400 az 3300),
28 az 45 % (pro pik s molekulovou hmotnosti > 3700).

Oba typy kopolymerd, obsahujici v polyalkylenglykolové &asti koncové hydroxylové skupiny,
vyrazn€ zvy3uji deponovani vzpominanych lé¢iv do stfedni &4sti rohovky (stromatu), kterd
obsahuje vysoky podil vody. V disledku odstupfiované lipofility frakci kopolymeru s rozdilnou
molekulovou hmotnosti se v rohovce vytvaki koncentragni gradient, ktery je pFi¢inou toho, e ve
vod€ velmi t€Zce rozpustna imunosupresivni lé&iva nejsou fixovana jen v silné lipofilni vrstvé
rohovkového epitelu, tvofeného pfiblizng jen 5 hornimi vrstvami Zivych bunék.

Podle vynalezu je vyhodné, jestlize pii pouziti hydrofilniho vehikula jsou polyalkylenglykol—
polyurethanovymi kopolymery poly(oxy-1,2—ethandiyl}-o~hydro—w~hydroxypolymery s 1,1'—
methylen—bis—(4~izokyanatocyklohexanem) o stfedni molekulové hmotnosti 1000 az 3000, a p¥i
pouZiti lipofilniho vehikula jsou polyalkylenglykol-polyurethanovymi kopolymery poly[oxy-
(methyl-1,2—ethandiyl)}-a~hydro—w-hydroxypolymery s 1,1’-methylen-bis—(4—izokyanato-
cyklohexanem) o stfedni molekulové hmotnosti 1600 az 18 000.

Pfipravky podle vynélezu vyhodné jako imunosupresivni lé¢iva obsahuji 1é8iva, patiici do skupin
monocyklickych undekapeptidii nebo makrolidovych laktoni nebo kortikosteroidii, pouzivana
bud’ jednotlivé nebo se vzijemné libovolnych smésich, prednostné ciclosporin a/nebo [Nva]’—
ciclosporin v mnozstvi 0,1 az 2,0 % hmotnostnich a/nebo tacrolimus a/nebo sirolimus v mnoZstvi
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0,05 az 2,0 % hmotnostnich a/nebo dexamethason a/nebo prednisolon v mnozstvi 0,02 az 1,0 %
hmotnostnich.

Lipofilni o&ni vehikula tvofi jednak rostlinné nebo Zivocisné triacylglyceroly (napf. ricinovy,
kukuti€ny, sezamovy, ptipadné rybi olej) a jejich hydrogenované formy. Uhlovodikové smési,
jako jsou napf. nasycené uhlovodiky hexamethyltetrakosahexaen, zndmé pod nazvem vazelina,
nebo nenasycené rozvétvené uhlovodiky, znamé pod ndzvem squalen, ¢i jeho hydrogenovana
forma — squalan, mohou byt v omezeném mnoZstvi vpraveny také mezi triacylglyceroly.
Do lipofilnich vehikul se fadi rovnéz strukturované lipidy, tvofené triglyceryl estery se stfedné
dlouhymi acylovymi zbytky Cg az C;, v kombinacich s dlouhymi acylovymi zbytky Cy4 az Cy,.
Také polyglyceryl estery mastnych kyselin C4 aZ Cy, jejichz hodnota hydrofilné-lipofilni
rovnovahy (HLB) je mensi nez 6, majici olejovity charakter, jsou pouZitelné jako nedrazdiva
lipofilni o&ni vehikula. Rovnéz mastné alkoholy s délkou uhlovodikového fetézce C;; az Cy; jsou
k tomuto uéelu pouzitelné.

Hydrofilni o&ni vehikula pro pfipravky podle vynalezu jsou tvofena vodou nebo alkylenglykoly,
jako jsou zejména glycerol &i polyethylenglykoly. Pouzitelné jsou rovnéz blokové kopolymery
ethylenoxidu s propylenoxidem, znamé jako poloxamery nebo meroxapoly.

Oba typy o¢nich vehikul jsou charakterizovany také tim, Ze pfi teplotach 15 az 37 °C maji
kapalnou nebo polotuhou konzistenci.

Dodatkové excipienty mohou byt pfitomny ve vehikulech topickych o¢nich pripravki podle
vynalezu v mnozstvi technologicky nezbytném a jejich volba je podminéna vybérem konkrétni
aplika&ni formy. V ptipadé roztoki to jsou pro oko fyziologicky pfijatelna rozpoustédla a solubi-
lizagni latky kapalné ¢i polotuhé konzistence. U disperznich pfipravk emulznich i suspenznich
to jsou navic jesté stabilizacni pFisady piitomnych fazi. U vice davkovych baleni oCnich piiprav-
ki byvaji obvyklé antimikrobialni pfisady.

Jelikoz molekulova hmotnost kopolymeru PEG-8/SMDI nepfesahuje 3000, je vhodné v priprav-
cich s hydrofilnim vehikulem zohlednit jeho pfispévek k hodnoté osmotického tlaku a v piipadé
potieby obvyklym zpiisobem dodatkovymi excipienty ionogenniho nebo neionogenniho charak-
teru upravit tonicitu.

Prehled obrazki na vykresech

Na pripojenych vykresech je graficky znazornén vliv pfisady 1 % kopolymeru PPG-51/SMDI
v topickych oénich piipravcich podle ptikladu 3 na absorpci ciklosporinu do rohovky (graf 1)
ajeho prinik do duhovky (graf 2), komorové vody (graf 3) a uvey (graf 4). Ve skupinach
pigmentovanych krali¢ich samci i samic doslo k signifikantnimu zvySeni absorpce. Primémé se
zvysila koncentrace ciclosporinu po 12 aplikacich jedné kapky pripravku do oka proti kontrolam
nasledné:

rohovka 3,30x; duhovka 5,24x; komorova voda 5,08x a uvea 5,2x.

Je rovnéz pfipojena tabulka I s uvedenim schématu hodnoceni reakce oka.

Ptiklady provedeni vynalezu

V nasledujicich prikladech provedeni jsou uvedena mozna slozeni pfipravku podle vynélezu
s 16¢ivy ze viech typickych skupin, aniz by méla jakkoliv omezujici vyznam.
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Priklad 1

O¢ni kapky 1% 2%
Ciclosporin 1,000 kg 2,000 kg
Kopolymer PPG~12/SMDI 1,00 kg 1,00 kg
Diglyceryl monooleat 2,50 kg 5,00 kg
Chlorbutanol 0,50 kg 0,50 kg
Kukuriény olej do 100,00 litrd do 100,00 litrt

Ve 100 | kotli s magnetickym michadlem typu Steridose Systems AB se smicha kopolymer PPG—
12/SMDI a diglyceryl monooleét s kukufiénym olejem. Ve smési se za obyéejné teploty rozpusti
Cerstvé presublimovany chlorbutanol a ciclosporin. Roztok se asepticky filtruje do sterilizované-
ho zasobniku pfes membranovy filtr s odlugivosti 0,2 pim. Plni se do polyethylenovych nadobek
o objemu 5 ml na zafizeni, pracujicim systémem BFS.

Obé¢ koncentra¢ni varianty ptipravku byly hodnoceny na oéni drazdivost u kraliki dle popsané
metody.

O¢ni kapky podle ptikladu provedeni 1 s obsahem 1 % a 2 % ciclosporinu a jim odpovidajici
placeba bez kopolymeru byly hodnoceny na o¢ni drézdivost metodikou, doporu¢enou vyborem
ETAD pro toxikologii.

Ocni kapky byly testovany vzdy na 6 kralicich plemene novozélandsky bily. Zvitata byla
konvencni kvality s hmotnosti 2,19 az 4,62 kg, odpovidajici jejich véku. Kralici byli ustajeni
individudiné v kovovych klecich a aklimatizovéni na podminky vivaria (teplota 22+ 2 °C,
relativni vlhkost vzduchu 50 az 70 %). Krilikim byla podavana standardni krmna smés KKK/L
a pitna voda ad libitum.

Oc¢ni kapky byly aplikovany jednorazové v mnozstvi 50 pl do kazdého oka, rozdéleng do dvou
po sobé& nasledujicich &asti po 25 pl. Stav oka (spojivky, rohovky, duhovky a produkce slz) byl
sledovén pred aplikaci a 24, 48 a 72 hodin po aplikaci. K vy3etieni rohovky byl pouzit komeréné
dostupny roztok fluoresceinu pfi modrém bodovém osvétleni. Po 24 hodinch byl do oéi
aplikovén stejnym zplisobem a ve stejném mnoZstvi fyziologicky roztok. Zmény na spojivce,
rohovce duhovce a produkce slz byly hodnoceny podle schématu, uvedeného v tabulce I.
Kumulativni hodnoty zmén, zjisténych za 24, 48 a 72 hodin u viech 6 kraliki jsou nasledujici:

1% ocni kapky 2% o¢ni kapky
Pripravek Placebo Pripravek Placebo
Zmény na rohovce 0 0 0 0
[AxBx5]
Zmé&ny na duhovce 0 0 0 0
[Ax5]
Zmeény na spojivce 32 10 16 0
[AxbxC]x2
Vysledny stupeii 1,78 0,56 0,89 0
drazdéni
ZavéreCny posudek nedrazdi nedrazdi nedrazdi nedrazdi

Z zmén na rohovce, duhovce a spojivce

Vysledny stuperi drazdéni =
[3 x 6]
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Klasifikace podrazdéni:

vysledny stuperi 0az 10 nedrazdi
11az 25 lehce drazdi
26 az 56 mirné drazdi

57az 110 silné drazdi

Priklad 2

O¢ni kapky A B (placebo)
Ciclosporin 2,000 g 2,000 g
Kopolymer PPG-51/SMDI 2,000 g -
Decaglyceryl pentaoleat 5,000 g 5,000 g
Tokoferyl linoleat 0,700 g 0,700 g
Kukufi¢ny olej do 100,000 ml do 100,000 ml

U pfipravkd byla hodnocena snaSenlivost pfi 19 dennim podavani u pst dle popsané metodiky
s histopatologickym vy$etfenim a byla zhodnocena penetrace ciclosporinu do o¢nich tkéni.

K pokusu bylo pouzito 10 psii plemene Beagle ~ samcii o stafi 12 az 16 mésici. Psi byli v pravi-
delnych intervalech oSetfeni. V prislusném obdobi byli o3etfeni vakcinami Canvac, Dohyvac—
Parvo a Lyscelin.

Zvifata byla umisténa individualné v kotcich o rozmérech 0,9 x 1,0 m v konven¢nich podmin-
kach. Krmena byla standardni peletovanou dietou Ro XIII v denni dévce 300 g na psa. Pitnou
vodu méli psi k dispozici ad libitum.

Zkousené ptipravky — dle pfikladu provedeni 2 byly aplikovany ¢tyrikrat denné 5 psiim (pokusna
skupina) ve dvouhodinovych intervalech na rohovku kazdého oka po jedné kapce kapitkem ze
standardniho baleni. Po zakéapnuti bylo lehkym sevienim vi¢ek docileno rozprostfeni pfipravku
po rohovce. Kontrolni skupin& (5 psti) bylo stejnym zptisobem aplikovano placebo. Oba pfiprav-
ky byly aplikovany 19 po sobé nasledujicich dni. Pfed zatatkem aplikace a na konci aplikaéniho
obdobi bylo provedeno oftalmologické vy3etfeni. O¢ni snadenlivost byla opét posuzovéana dle
schématu v tabulce I, denné& pred prvni aplikaci. Posuzovana byla pfitomnosti a velikost ptipad-
ného zakaleni rohovky (stupefi 0 az 4), stav a reakce duhovky (stuperi 0 az 2), pfitomnost
zarudnuti ¢i otoku spojivek (stupeil 0 az 4) a pfitomnost sekrece (stupeii 0 az 3). Varianty A i B
byly klasifikovéany jako nedrazdivé.

Pro histopatologické vysetieni byli pouZiti dva psi, kterym byla do spojivkového vaku obou oti
4x denné aplikovana 1 kapka pfipravku dle piikladu provedeni 2. Dale byl v pokuse pes
kontrolni, kterému bylo stejnym zpisobem podavano placebo. Pokus trval 19 dni.

Hodinu po posledni aplikaci byli psi utraceni vykrvicenim v thiopentalové narkéze. O¢ni bulby
byly opatrné vyjmuty z orbity a fixovany v 10% neutralnim formolu. Ostrou Ziletkou byl prove-
den kazdym okem fez, ktery sméfoval od vstupu oéniho nervu k okraji rohovky. Z vétsiho oéniho
segmentu byla pak pofizena lamela o $ifi asi 8 mm, ktera obsahovala rohovku, pupilu, €ocku
a opticky nerv. Vedle o¢niho bulbu byla vzdy ze zevni €asti orbity odebrana ptislusna slzna
Zlaza.

Histologické preparaty byly zhotoveny standardni parafinovou technikou, krajeny v sile asi 6 um
a barveny hematoxylinem—eosinem, metodou PAS na mukopolysacharidy, kresylovou violeti,
alcidnovou mod¥i, metodou podle Van Giesona a Halle-Miillerovou technikou.
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Na histotopogramech obou o¢nich bulbi kontrolniho psa ani u obou psi s aplikovanym piiprav-
kem dle piikladu provedeni €. 2 nebyly na zadné zachycené olni struktuie (rohovka, bélima,
spojivka, cévnatka, sitnice, fasnaté télisko, duhovka, Gocka, predni a zadni o&ni komora, opticky
nerv, prifezy okohybnych svali a peribulbarni pletivo) nalezeny 7adné odchylky. Zménéna
nebyla ani spojivka, vystylajici zadni plochu horniho oéniho vitka, ani slzn4 zlaza.

Penetrace do onich tkani

V pokusu byly pouZity skupiny 4 psii Beagle ve stari 12 az 16 mé&sicii. Tfem z nich byl do obou
o¢i aplikovan pfipravek A nebo B podle piikladu 2, specificky znadeny tritiovanym ciclospori-
nem s aktivitou 2 mCi/ml v mnozstvi 0,03 ml. Aplikace byly provadény 4x denné ve dvouhodi-
novych intervalech po dva dny, tfeti den byl pripravek aplikovan 3x. Celkem bylo provedeno 11
aplikaci. Ctvrty pes obdrzel ve stejném mnoZstvi a frekvenci pripravek podle piikladu 2 bez
specifického znaéeni.

Hodinu po posledni aplikaci byli psi utraceni vykrvacenim z velkych krénich cév v thiopentalové
anestézii. Poté jim byly vyjmuty obg& o&i, v&etn& spojivek a slznych 2laz. Pravé o&i viech 5 psii
byly zality 2% gelem karboxymethylcelulézy a zmrazeny ve smési n-hexan a suchy led pro
autoradiografické vy3etfeni. Z levych o&i byly odebrany vzorky 25 % jednotlivych tkani, zvazeny
a potom rozpustény v 1 ml 25% KOH ve 20% ethanolu. Mé&feni radioaktivity bylo provedeno na
kapaln€ scintilatnim spektrofotometru Wallac Rackbeta. NaméFené hodnoty aktivity (dpm) byly
pfepolitany na ng podané latky/g tkané.

A B
Prim. konc. (h =3) |Smér. odch. Priim. konc. (n =3) | Smér. odch.
Rohovka 15 743,4 +2730,2 5100,2 +1474,1
Spojivka 4350,2 + 1923 750,0 + 977
Duhovka 633,5 + 62,2 120,9 + 445
Slzna Zlaza 146,6 + 44,1 30,8 + 23,0
Komorova voda 62,0 + 7,9 11,7 + 3,4

Ve sklivei, €oce, bélimé a sitnici se zjidténé hodnoty ciclosporinu pohybovaly na tirovni pozadi.

Priklad 3

O¢ni kapky A B
Ciclosporin 2,00g 2,00 g
Kopolymer PPG—51/SMDI 1,00 g -
Diglyceryl monooleat 400¢g 5,00 g
Kukufi¢ny olej do 100,00 ml do 100,00 ml

Obé formulace byly oznadeny tritiovanym ciclosporinem v davce 1 MBq/mg fi¢inné latky. Oba
ptipravky byly aplikovany skuping 6 kralikii o hmotnosti 3 az 3,5 kg, tvofené 3 samci (M) a 3
samicemi (F). Pripravek A byl vkapavén do levého oka vzdy na rohovku (nikoliv do spojivko-
vého vaku).

Aplikace se provadéla kazdych 15 minut po dobu 3 hodin (celkem 12 aplikaci) v mnozstvi 15 pl
pfipravku pomoci mikropipety (celkem 3,6 mg ciclosporinu). Za 15 minut po posledni aplikaci
byla zvifata usmrcena, ze viech o&i byla odebrdna komorova voda a byla vypreparovana
rohovka, duhovka a uvea.
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Vzorky tkani byly zvaZeny a upraveny pro méfeni radioaktivity na kapalinové scintilainim
spektrofotometru Wallac Rackbeta. Naméfené hodnoty aktivity (dpm) byly prepogitany na
koncentrace ng ciclosporinu/g tkané.

Primérné hodnoty tkanovych koncentraci ciclosporinu (n = 6) u obou pfipravki jsou nasledujici:

A B
Rohovka 14 246,1 ng/g 5832,1 ng/g
Duhovka 915,9 ng/g 174,8 ng/g
Komorova voda 293,1 ng/g 57,8 ng/g
Uvea 107,4 ng/g 20,3 ng/g
Priklad 4
Oc¢ni mast
[Nva]"—iclosporin 0,50 g
Kopolymer PPG-51/SMDI 2,00g
RRR-o~tokoferol 0,40 g
Hydrogenovy ricinovy olej 26,9 g (CUTINA® HR fy HENKEL)
Ricinovy olej 70,00 g

K sterilizované smési ricinového oleje a hydrogelovaného oleje se pii teploté¢ 60 °C rozpusti
tokoferol, kopolymer a u€inna latka. Za tepla se zfiltruje za aseptickych podminek a plni se do
tub s o¢nim aplikatorem.

Ptiklad 5

Ocni kapky

Sirolimus 0,50 g
Kopolymer PPG-12/SMDI 1,00 g
Sorbitan trioleat 2,00g
Askorbyl palmitat 0,02¢g
Sojovy olej do 100,00 ml

Pfipraveny roztok se filtruje pres pfepazku s odluéivosti 0,2 pm a plni se do sklenénych lahvicek
s ofnim aplikatorem.

Priklad 6

Oc¢ni kapky

Dexamethazon 0,100 g

Kopolymer 6,000 g

PEG-50 stearat 5,000 g Myr® 53 fy ICI)
K,HPO, 0,061 g

NaOH 0,1 M roztok q.s.pH 6,9

Fenylethyl alkohol 0,300 g

Sterilni voda do 100,00 ml
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Pripraveny roztok se filtruje pres filtraéni pfepazku s odlugivosti 0,2 um a plni se do polyethyle-
novych nadobek s oénim aplikatorem.

Primyslova vyuzitelnost
Vynalez nachazi uplatnéni ve farmaceutickém priimyslu p¥i vyrobé topickych o&nich pripravki.

Pripravky dle vynalezu se vyznaguji vysokym prinikem imunosupresivnich 1é¢iv do o&nich tkani
a velmi dobrou snasenlivosti.

PATENTOVE NAROKY

1. Topické o¢ni ptipravky s imunosupresivnimi litkami, vyznaéujici se tim, Ze
jsou tvofeny 0,02 az 5,0 % hmotnostnimi imunosupresivnich Ié&iv, rozpusténych nebo dispergo-
vanych ve fyziologicky pfijatelném vehikulu, obsahujicim do 10 % hmotnostnich polyalkylen-
glykol-polyurethanovych kopolymeri obecného vzorce I

0 R

R 0
é g il I
HO—(~CH—CH,—0—) |~ C-N CH T—C—(—-O—CHZ—CH—)n—O— -H
H m

(D,

Ir—

kde n mé hodnotu 8 az 51, m je 1 a2 4 a R je skupina CH; nebo vodik,
pfipadné spolu s dalsimi excipienty, obvyklymi v topickych aplikaénich formach.

2. Pfipravky podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze pfi pouziti hydrofilniho
vehikula jsou polyalkylenglykol-polyurethanovymi kopolymery poly(oxy—1,2—ethandiyl)-o—
hydro—w~hydroxypolymery s 1,1’-methylen-bis—(4—izokyanatocyklohexanem) o stfedni moleku-
lové hmotnosti 1000 az 3000.

3. Pripravky podle ndroku 1, vyznac&ujici se tim, Ze pii pouziti lipofilniho vehikula
jsou polyalkylenglykol-polyurethanovymi kopolymery poly[oxy(methyl-1,2—ethandiyl)}-o—
hydro—w~hydroxypolymery s 1,1’~methylen-bis—(4-izokyanatocyklohexanem) o stfedni moleku-
lové hmotnosti 1600 az 18 000.

4. Pfipravky podle narokii 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze jako imunosupresivni
IéCiva obsahuji 1éCiva, patfici do skupin monocyklickych undekapeptidi nebo makrolidovych
laktoni nebo kortikosteroidii, pouzivana bud’ jednotlivé nebo ve vzajemné libovolnych smésich.

5. Pripravky podle narokii 1 az 4, vyzna&ujici se tim, Ze jako imunosupresivni
IéCiva obsahuji ciclosporin a/nebo [Nva]’—ciclosporin v mnoZstvi 0,1 az 2,0 % hmotnostnich

a/nebo tacrolimus a/nebo sirolimus v mnoZstvi 0,05 az 2,0 % hmotnostnich a/nebo dexamethason
a/nebo prednisolon v mnoZstvi 0,02 az 1,0 % hmotnostnich.

5 vykrest
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