Технический перевод англ-рус. Неясные термины остались непереведёнными по просьбе заказчика.

5.1.2
X-ray diffraction
A wet Amphocil sample, deposited on a flat mica plate by ultracentrifugation, was used for the x-ray analysis. Diffraction patterns were recorded using photographic film method as described previously (Franks 1958 «3.3» ). A 24 hour x-ray exposure of the wet Amphocil aligned on mica produced 2 central diffraction lines oriented vertically. The stronger spacing was calculated to be 4.3nm and the weaker spacing was 3.1nm.
5.1.3
Differential scanning calorimetry (DSC)
DSC analyses were performed with a Perkin-Elmer DSC-2 instrument over the temperature range of 10°C to 95°C at a cooling and heating rate of 5°C/minute. Sodium cholesteryl sulphate was studied at several concentrations of water as a function of temperature from 20% to 75% water (w/w). The samples were first incubated at 24°C for about 22 hours prior to the measurement. Amphocil was studied at an Amphotericin B concentration of about lOмг/мл in water.
On heating cholesteryl sulphate at 18.8% water, a single sharp endotherm at 54.7°C with an enthalpy of 5.8Kcal/g was observed On cooling, there is a recrystallisation exotherm at about 44.6°C with exothalpy of 5.0Kcal/g. Repeat heating shows essentially the same endotherm at 53.3°C. No other transitions are seen up to a temperature of 95°C. At higher water concentrations (54% and 75%), a similar endotherm and exotherm were observed except two slightly broader endothermic peaks at 78.8°C and 87.5°C were also seen on reheating. After further cooling and heating there are no endothermic events, indicating some metastable structure for the cholesteryl sulphate over this range of temperature at these high water concentrations. DSC of the complex of Amphotericin B and cholesteryl sulphate on the other hand showed no melting behaviour between 0°C and 95°C, indicating the disruption of the cholesteryl sulphate lattice and the formation of a stable complex over a wide temperature range.
5.1.4
Size exclusion chromatography
A Sephacryl S-1000 column (1.5 x 65cm), in 5mM trometamol buffer containing 0.12mM disodium edetate and 0.2% NaN3, adjusted to pH 7.4 with HC1, was used to investigate the nature and homogeneity of Amphocil. The flow rate of the column was 0.25mL/min. Four milliлитров of reconstituted Amphocil containing 5мг/мл Amphotericin B were applied to the column and 80 fractions (approx. 2.5mL/fraction) were collected. The concentrations of Amphotericin B and sodium cholesteryl sulphate and particle size in each fraction were determined.
Chromatography of Amphocil resulted in greater than 98% of Amphotericin B and 95% of sodium cholesteryl sulphate mass co-eluting in a single peak in similar proportion at a drug to lipid molar ratio near 1:1 Particle size analysis of the individual fractions by dynamic laser particle sizer clearly indicates that the separation was a function of size, with mean hydrodynamic diameter ranging from 40 to 170nm. These results suggest that Amphocil is an equimolar complex of Amphotericin B and sodium cholesteryl sulphate, regardless of the size of the particles. The data also suggest that practically all the Amphotericin B in the formulation is complexed to sodium cholesteryl sulphate. Occasionally, a minor trailing peak containing only sodium cholesteryl sulphate (less than 5% of the total mass) was also present The small peak represents a slight molar excess of sodium cholesteryl sulphate used in the process.
In further experiments using an improved assay technique, recovery of Amphotericin B from the column in five clinical batches stored at different temperatures for various time periods was essentially 100% In all five batches, the recovered drug eluted in a single peak and was associated exclusively with sodium cholesteryl sulphate in the complex form. These data strongly suggest that free Amphotericin B is absent in the Amphocil formulation, even though the product has been stored at 30°C for three years.
Amphotericin B stability in DMSO
Effect of temperature
During processing it is necessary to heat the DMSO/Amphotericin B/sodium cholesteryl sulphate solution to temperatures as high as 52°C. This is done to facilitate dissolution of Amphotericin B and sodium cholesteryl sulphate and the formation of the complex (see Step 3, Injection). It was therefore important to establish the stability characteristics of Amphotericin B in DMSO solutions. Accordingly, samples of a DMSO/Amphotericin B/sodium cholesteryl sulphate solution were incubated at 60°C for up to 20 hours. At various time points, samples were assayed for Amphotericin B by HPLC and the percent drug decomposition was calculated.
HPLC analysis of the samples indicated decomposition of Amphotericin B. However, when a similar solution was injected into the aqueous buffer forming the colloidal dispersion in a 5% DMSO solution, the Amphotericin B was stable with no detectable decomposition for up to 20 hours incubation at 60°C.
5.1.2
Дифракция рентгеновских лучей
Для анализа рентгеновскими лучами был использован влажный образец Amphocil, помещённый ультрацентрифугированием на плоский миканитовый лист. Конфигурации дифракции были записаны с использованием метода фотоплёнки, как это было описано ранее (Фрэнкс 1958 «3.3» ). 24-часовое подвержение влажного Amphocil, помещённого на миканите, воздействию рентгеновских лучей дало 2 вертикально расположенные линии центральной дифракции. Подсчёт показал, что большие интервалы составляют 4.3nm, а меньшие - 3.1nm.
5.1.3
Дифференциальная сканирующая калориметрия (ДСК)
Анализы ДСК были осуществлены инструментом Перкина-Элмера ДСК-2 при температурном диапазоне от 10°C дo 95°C и при уровне охлаждения и подогрева 5°C/мин. Сульфат холестерила натрия изучался при нескольких вариантах концентрации воды как функция температуры от 20% дo 75% воды (w/w). Сначала образцы были инкубированы при 24°C на приблизительно 22 часа перед проведением замеров. Amphocil изучался при концентрации амфотерицин-Б приблизительно lO (десять?) мг/мл в воде.
При нагреве сульфата холестерила при 18.8% воды наблюдалась одиночная резкая эндотермия при 54.7°C с уровнем энтальпии 5.8 килокалорий/грамм При охлаждении происходила экзотермия, сопровождающаяся перекристаллизацией, при приблизительно 44.6°C с уровнем экзотальпии 5.0 килокалорий/грамм. Повторный нагрев показывает практически ту же самую эндотермию при 53.3°C. До достижения температуры 95°C не замечено никаких других преобразований. При более высокой концентрации воды (54% и 75%) наблюдались подобные эндотермии и экзотермии, помимо того, что при повторном нагреве были замечены два более широких эндотермических пика при 78.8°C и 87.5°C. При повторном охлаждении и нагреве не происходит никаких эндотермических процессов, что указывает на наличие некоей метаустойчивой структуры для сульфата холестерила в этом диапазоне температур и при столь высокой концентрации воды. С другой стороны ДСК комплекса амфотерицина-Б и сульфата холестерила не показала склонности к расплавливанию между 0°C и 95°C, что указывает на разрушение решётки сульфата холестерила и образование устойчивого комплекса при большом диапазоне температур. 
5.1.4
Хроматография без учёта размера 
Для исследования природы и гомогенности Amphocil была использована колонка  Sephacryl S-1000 (1.5 x 65 см) в 5mM буферном растворе trometamol, содержащем 0.12mM disodium edetate и 0.2% NaN3, подлаженном под pH 7.4 с HC1. Скорость потока колонки была 0.25 миллилитров/мин. На колонку воздействовали четырьмя миллилитрами восстановленного Amphocil, содержащего 5мг/мл амфотерицина-Б, и было получено 80 долей (приблизительно 2.5 миллилитра/доля). Была определена концентрация амфотерицина-Б и сульфата холестерила натрия и размеры частиц в каждой доле. 
Хроматография Amphocil привела к тому, что масса из больше чем 98% амфотерицина-Б и 95% сульфата холестерила натрия была совместно вымыта растворителем в одиночном пике в пропорции, сходной с пропорцией вещества для липидного моляра, около 1:1. Анализ размеров частиц отдельных долей, произведённый динамическим лазерным замерителем размера частиц отчётливо показывает, что отделение являлось функцией размера, со средним гидродинамическим диаметром, лежащим в диапазоне от 40 до 170nm. Эти результаты дают основание полагать, что Amphocil является равномолярным комплексом амфотерицина-Б и сульфата холестерила натрия вне зависимости от размера частиц. Данные также наводят на мысль, что практически весь амфотерицин-Б в составе является частью комплекса сульфата холестерила натрия. Время от времени также присутствовал незначительный тянущийся пик, содержащий только сульфат холестерила натрия (менее 5% общей массы). Маленький пик представляет небольшой молярный излишек сульфата холестерила натрия, используемого в процессе.
В дальнейших экспериментах с применением улучшенных технологий химического анализа восстановление амфотерицина-Б из колонки в пяти клинических порциях, помещённых на выдержку при различных температурах на разные периоды времени было практически 100%. Во всех порциях восстановленное вещество было вымыто в едином пике и связано исключительно с сульфатом холестерила натрия в сложной форме. Эти данные заставляют предположить, что свободный амфотерицин-Б отсутствует в составе  Amphocil, даже если этот продукт хранился при температуре 30°C в течение трёх лет.
Устойчивость амфотерицина-Б в DMSO
Воздействие температуры 
Во время обработки необходимо нагревать раствор DMSO/амфотерицин-Б/сульфат холестерила натрия до температур не ниже 52°C. Это делается, чтобы ускорить растворение амфотерицина-Б и сульфата холестерила натрия и образования комплекса (см. Этап 3, Ввод). Следовательно, было важно определить характеристики устойчивости амфотерицина-Б в растворах DMSO. Соответственно образцы раствора DMSO/амфотерицина-Б/сульфата холестерила натрия подверглись инкубации на период до 20 часов при температуре 60°C. В разные моменты времени образцы были подвергнуты химическому анализу на содержание амфотерицина-Б с помощью HPLC, и подсчитывался процент расщепления вещества.
HPLC анализ образцов показал расщепление амфотерицина-Б. Тем не менее, когда подобный раствор был введён в водный буферный раствор, образовав коллоидную дисперсность в 5% растворе DMSO, амфотерицин-Б был устойчив и не показывал признаков расщепления при инкубации до 20 часов при температуре 60°C.
