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Farmaceuticka kompozice a zpusob jeji pFipravy

Oblast techniky

Vynalez se tyka farmaceutické kompozice a zpusobu jeji ptipravy. Specificky se vynélez tyka
soli tvotenych kationtem odvozenym od peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu
a aniontu odvozeného od polyesteru ukongeného karboxylovou skupinou. Tyto soli maji
vlastnosti, které jsou vhodné pro formulovani farmaceutickych kompozic s prolongovanym
uvoliiovanim &inné latky. a to jak v pfipadg, kdy jsou tyto soli v &isté formé, nebo v pfipadg,
kdy se nachézeji ve smési bud’ s pfebytkem peptidu vjeho volné, nevazané formé nebo
s pfebytkem volného polyesteru. Takové soli jsou obojetné vzhledem k tomu, Ze jsou tvoreny
Sasteéné peptidem, ktery je hydrofilni a lipofilni, a &aste&n& polyesterem, ktery je hydrofilni
a lipofilni. Vyraz ,peptid” je zde pouzit v generickém smyslu a zahrnuje poly(aminokyseliny),
které jsou normalné obecné oznaCovény jako ,peptidy”, ,polypeptidy“ nebo ,proteiny®,
a ,bazickym peptidem* je peptid, ktery mé bazicky charakter podminény pfebytkem bazickych
aminokyselin, jakymi jsou napfiklad arginin nebo lysin, nebo podminény N-koncem peptidu,
nebo jednodude peptid, ktery obsahuje alespoil jednu bazickou skupinu, pfipadné v pfitomnosti
jedné nebo nékolika kyselych aminokyselinovych skupin. Uvedeny vyraz rovnéz zahrnuje
syntetické analogy peptidu, nepfirozené aminokyseliny majici bazickou funkénost nebo libo-
volnou jinou formu zavedené bazicity. Vyraz ,,polyester” je dale pouzit ve smyslu znamenajicim
polyester ukon&eny karboxylovou skupinou.

Dosavadni stav techniky

V evropském patentovém dokumentu EP 58 481 je naznalena moZnost specifické chemické
interakce mezi koncovou karboxylovou skupinou polyesteru a bazickou skupinou nebo
bazickymi skupinami peptidu. Tato moznost je rovnéZ uvedena v Lawter a kol., Proc. Int. Symp.
Cotrol Rel. Bioact. Mater., 14,19,(1987) a v Okada a kol., Pharmaceutical Research,
8, 584-587 (1991), aviak tyto publikace se v tomto ohledu vyjadfuji pouze spekulativng, nebot’
specificky nepopisuji Zadnou takovou jednotlivou peptid—polyesterovou sil, neuvadi jakym
zpisobem by takové soli mohly byt pfipraveny a nepopisuji zadny pfiznivy icinek, kterého by
mohlo byt dosazeno pouZitim téchto soli pfi vyrobé farmaceutickych kompozic.

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu je farmaceutickd kompozice, jejiz podstata spoliva vtom, Ze obsahuje
farmaceuticky pfijatelnou st tvofenou kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou
skupinu a aniontem polyesteru ukon&eného karboxylovou skupinou a ma formu roztoku nebo
disperze soli v rozpoustédle, které je rozpoustédlem volného polyesteru ukonéeného karboxylo-
vou skupinou, aviak neni rozpoustédlem volného peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou
skupinu, pti¢emz velikost &astic soli v disperzi je mensi nez 5 mikrometri a vyhodné€ mensi nez
0,2 mikrometru, nebo méa formu mikro¢astic nebo implantitu pro injekci nebo podkoZni
implantaci.

V ramci farmaceutické kompozice podle vynalezu je peptid obsahujici alespon jednu bazickou
skupinu farmakologicky G¢innym peptidem zvolenym z mnoZiny zahrnujici oxytocin, vasopresin,
adrenokortikotrofni hormon ACTH, epidemaélni ristovy faktor EGF, prolaktin, luteinizujici
hormon, folikul-stimulujici hormon, luliberin nebo hormon uvoliiyjici luteinizujici hormon
LHRH, inzulin, somatostatin, glukagon, interferon, gastrin, tetragastrin, pentagastrin, urogastron,
sekretin, kalcitonin, enkefaliny, endorfiny, kyotorfin, taftsin, thymopoietin, thymosin,
thymostimulin, brzlikovy humorélni faktor, sérovy brzlikovy faktor, faktor nadorové nekrézy,
kolonie stimulujici faktory, motilin, bombesin, dinorfin, neurotensin, cerulein, bradykinin,
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urokinazu, kallikrein, analogy a antogonisty latky P, angiotensin, nervovy rustovy faktor, krevni
koagula&ni faktory VII a IX, lysozym—chlorid, renin, tyrocidin, gramicidiny, rGstové hormony,
melanocyty stimulujici hormon, hormon uvoliiujici hormon §titné zlazy, $titnou zlazu stimulujici
hormon, parathyroidni hormon, pankreozymin, cholecystokinin, lidsky placentalni laktogen,
lidsky chrionni gonadotrofin, peptid stimulujici syntézu proteinu, gastricky inhibini peptid,
vasoaktivni intestinalni peptid, ristovy faktor odvozeny z krevnich destitek, faktor uvoliujici
riistovy hormon, kostni morfogenni protein a syntetické analogy a modifikace a farmakologicky
u¢inné fragmenty téchto latek.

Vyhodné je peptid obsahujici alespoii jednu bazickou skupinu farmakologicky neuinnym
peptidem zvolenym z mnoZiny zahrnujici polyarginin, polylysin a kopolymer argininu a lysinu,
kopolymery neutralnich aminokyselin v D- L-nebo DL—formé& s argininem nebo/a lysinem ve
formé D nebo L nebo v racemické formé& a peptidy nebo kopolypeptidy, ve kterych jsou peptido-
vé fetézce zcela nebo &astedné ukonteny na N-konci bazickou skupinou a zakladni fetézec je
tvofen neutralnimi aminokyselinovymi zbytky.

Vyhodné je polyester ukon&eny karboxylovou skupinou zvolen z mnoziny zahrnujici polyestery
odvozené od hydroxy-kyselin a polyestery odvozené z polykondenzace diolii nebo/a polyoli
s karboxylovymi kyselinami nebo/a polykarboxylovymi kyselinami.

Piedmétem vynalezu je déale zplsob pfipravy vySe uvedené farmaceutické kompozice, jehoz
podstata spo&iva v to, Ze se peptid obsahujici alespori jednu bazickou aminokyselinu ve formé
volné baze nebo soli se slabou kyselinou a polyester ukonéeny karboxylovou skupinou rozpusti b
neutralnim poldrnim rozpoustédle, ve kterém jsou peptid a polyester rozpustné, nacez se odstrani
prakticky odstranitelny podil rozpoustédla a zbyvajici koncentrovany roztok se pfidé k roz-
poustédlu, které neni rozpou§tédlem vytvofené peptid—polyesterové soli, nebo se peptid
obsahujici alespofi jednu bazickou aminokyselinu ve formé volné baze nebo soli se slabou
kyselinou a polyester ukonZeny karboxylovou skupinou rozpusti v rozpoustédlu, ve kterém je
peptid a polyester rozpustny a které je odstranitelné lyofilizaci, nacez se ziskany roztok mZikové
zmrazi, ziskana zmraZena smés se lyofilizuje, zbytek po lyofilizaci se disperguje v rozpoustédle
polyesteru ukon&eného karboxylovou skupinou a vytvofena peptid—polyesterova siil se ponecha
rozpustit, nebo se uvede v reakci peptid obsahujici alespoii jednu bazickou aminokyselinu ve
formé soli se silnou kyselinou a polyester, ktery je zcela nebo ¢astecné ve forme soli karboxylové
kyseliny s alkalickym kovem nebo kovem alkalickych zemin.

Vyhodné je farmaceutickd kompozice podle vynalezu tvofena farmaceutickou kompozici
obsahujici farmaceuticky pfijatelnou siil tvofenou kationtem peptidu obsahujiciho alespofi jednu
bazickou skupinu a aniontem polyesteru ukondeného karboxylovou skupinou a vykazujici
prolongované uvolfiovani peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu, jejiz podstata
spoéiva vtom, Y¢ ma formu mikrogastic o priméru 0,2 aZz 500 mikrometru suspendovanych
v dodateéném farmaceuticky pfijatelném injek&nim nosici.

Vyhodné je dodatenym farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em vodny nebo organicky nosi¢, ktery
neni rozpoust&dlem latek tvoficich kompozici nebo je timto nosi¢em hydrofilni organicky injeke-
ni nosié v piipadé pouZiti vysoce lipofilniho polyesteru ukonceného karboxylovou skupinou.

Vyhodné je farmaceutickou kompozici podle vynilezu farmaceutickd kompozice obsahujici
farmaceuticky ptijatelnou siil tvofenou kationtem farmakologicky @¢inného peptidu obsahujiciho
alespori jednu bazickou skupinu a aniontem polyesteru ukon&eného karboxylovou skupinou
a vykazujici prolongované uvoliiovani peptidu obsahujiciho alespoii jednou bazickou skupinu,
jejiz podstata spogiva v tom, Ze mé formu farmaceuticky pfijatelného roztoku obsahujiciho
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—  peptid obsahujici alespoii jednu bazickou aminokyselinu a majici molekulovou hmotnost
alespori 300, ktery je ve formé soli s polyesterem ukonenym karboxylovou skupinou,
pfiCemz tato sil je tvofena kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu
a aniontem polyesteru ukon¢eného karboxylovou skupinou,

— rozpoustédlo, které je rozpoustédlem volného polyesteru ukonéeného Kkarboxylovou
skupinou, avSak které neni rozpoustédlem volného peptidu obsahujiciho alespoit jednu
bazickou skupinu,

—  prebytek polyesteru ukonCeného karboxylovou skupinou a

—  pfipadné podil peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu v solubilizované nebo
koloidné dispergované formé.

Vyhodné je peptidem obsahujicim alespoii jednu bazickou skupinu synteticky analog hormonu
uvoliiujiciho luteinizujici hormon zvoleny zmnoZiny zahrnujici buserelin ([D-Ser(Bu")’,
des-Gly-NH,"°]-LHRH(1-9)NHE), deslorelin ([D-Trp® des-Gly-NH,'>~LHRH(1-9)NHE?),
fertorelin  ([des-Gly-NH,'""]-LHRH(1-9-NHEY), goserelin (JD-Ser(Bu')’, Azglv'’JLHRH),
histrelin (JD-His(Bzl)°, des-Gly-NH,'°}-LHRH(1-9)NHEt), leuprorelin ([D-Leu®, des-Gly—
NH,"°}-LHRH(1-9)NHEt), lutrelin  ([D-Trp’,MeLeu’,des—Gly~NH,'°]-LHRH(1-9)NHE}),
nafarelin ([D-Nal’]-LHRH), tryptorelin (JD-Nal’}-LHRH) a jejich farmakologicky 0¢inné soli.

Rozpoustédlo je vyhodn€ zvoleno z mnoZiny zahrnujici benzylbenzoét, benzylalkohol, ethyl-
laktat, glyceryltriacetédt, estery kyseliny citronové a polyethylenglykoly, alkoxypolyethyvlen-
glykoly a polyethylenglykolacetéaty s molekulovou hmotnosti niz$i nez 1000.

Pomér soli tvofené kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu a aniontem
polyesteru ukon&eného karboxylovou skupinou k volnému polyesteru ukongeném karboxylovou
skupinou je vyhodné roven 1:0 az 0,1:10.

Pomér celkového pevného podilu k rozpoustédlu je roven 2 az 40 % (hmotn./obj.).

Pfedmétem vynalezu je rovnéZz zplisob piipravy farmaceutické kompozice, jehoz podstata
spociva v tom, ze se homogenn& promisena smé&s peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou
skupinu a polyesteru ukonéeného karboxylovou skupinou rozpusti ve farmaceuticky pfijatelném
rozpoustédle, nebo se roztok peptidu obsahujiciho alespofi jednu bazickou skupinu v alkoholu
obsahujicim 1 aZ 6 uhlikovych atomil pozvolna pfida k roztoku polyesteru ukonéeného karboxy-
lovou skupinou v rozpoustédle vhodném pro injekci, nadeZ se v ptipads, Ze rozpoustédlo
pritomné ve vychozim roztoku peptidu neni farmaceuticky pfijatelné, toto rozpoustédlo odstrani.

V nasledujici ¢asti popisu bude peptid obsahujici alespoii jednu bazickou skupinu nékdy uvadén
Jako farmakologicky Gginny peptid nebo bazicka peptidova uginna latka nebo peptidové G¢inna
latka, pti¢emzZ je pro odbornika z kontextu zfejmé, Ze ve vech t&chto ptipadech se jedna o peptid
obsahujici alespori jednu bazickou skupinu. Stejn& tak bude v nasledujici &4sti popisu polyester
ukonCeny karboxylovou skupinou uvadén nékdy jako polyester vykazujici prolongované uvoliio-
véni nebo pouze jako polyester, pfiemz z kontextu bude pro odbornika ziejmé, Ze ve viech
téchto pripadech se jedné o polyester ukonéeny karboxylovou skupinou.

Vynélez poskytuje kompozici obsahujici siil, ktera je tvofena kationtem odvozenym od peptidu
obsahujiciho alespori jednu bazickou skupinu a aniontem odvozenym od polyesteru ukonéeného
karboxylovou skupinou. Tato kompozice je ve form& roztoku nebo disperze uvedené soli
v rozpoustédle, které je rozpoustédlem pro volny polyester, aviak neni rozpoustédlem pro volny
peptid, pfi€emz &astice uvedené soli v uvedené disperzi jsou mensi nez 5 mikrometrii a vyhodné




10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 292449 Bé6

mendi nez 0,2 mikrometru, nebo ve formé&€ mikro€astic nebo implantitu pro injekci, resp.
podkoZni implantaci.

Kationtova slozka uvedené soli miize byt odvozena od bazického peptidu, ktery je farmakologic-
ky G¢inny, nebo od bazického peptidu, ktery je farmakologicky net&inny. V piipadg, ze bazicky
peptid je farmakologicky ti€inny, potom mize byt do farmaceutické kompozice s prolongovanym
uvolfiovanim G¢inné latky formulovana samotna siil podle vynélezu. V pfipadg, ze bazicky peptid
Je farmakologicky netcinny, potom mize byt sl podle vynalezu pouZita jako pomocné latka pii
formulovani kompozic s prolongovanym uvolilovanim - G&inné latky, obsahujicich jiné
farmakologicky u¢inné peptidy, které maji bud’ kysely charakter (obsahuji prebytek kyselych
aminokyselin, jakymi jsou kyselina aspargova a kyselina glutamova) nebo neutralni charakter.

Dal3im pozadavkem kladenym na formulace peptidii s prolongovanym uvoliiovanim (¢inné latky
je samoziejmé to, ze peptid by mél byt ve formulaci v podstaté stabilni po pfedpokladanou dobu
uvolitovani G¢inné latky. Vyrazem ,,podstatné stabilni se zde rozumi, Ze v priibéhu pitedpoklada-
né doby pouziti formulace y nemélo dojit k nulové rozpustnosti nebo denaturaci uéinné latky
spojené s plnou ztratou farmakologické uinnosti.

Vhodné farmakologicky w¢inné peptidy maji molekulovou hmotnost rovnou alespofi 300
a vyhodné rovnou alesporn 800. Priklady takovych peptidi, které mohou byt ve formulacich
s prolongovanym uvoliiovanim u€inné latky v podstaté stabilni po dobu pfedpokladaného
uvoliiovani ucinné latky a které mohou byt tedy pouzity v kompozicich podle vynalezu, jsou
oxytocin, vasopresin, adrenokortikotrofni hormon (ACTH), epidermélni ristovy faktor (EGF),
prolaktin, luteinizujici hormon, folikul-stimulujici hormon, luliberin nebo luteinizujici hormon
uvoliiuyjici hormon (LHRH), inzulin, somastatin, glukagon, interferon, gastrin, tetragastrin,
pentagastrin, urogastron, sekretin, kalcitonin, enkefaliny, endorfiny, kyaotorfin, taftsin,
thymopoietin, thymosin, thymostimulin, brzlikovy humoralni faktor, sérovy brzlikovy faktor,
faktor nadorové nekrozy, bunééné kolonie stimulujici faktory, motilin, bombesin, dinorfin,
neurotensin, cerulein, bradykinin, urokinaza, kallikrein, analogy a antagonisty latky P,
angiotensin II, nervovy rustovy faktor, krevni koagula¢ni faktor VII a IX, lysozyme—chlorid,
renin, bradykinin, tyrocidin, gramicidiny, riistové hormony, melanocyty—stimulujici hormon,
hormon uvoliiujici hormon Stitné Zlazy, Stitnou Zlazu—stimulujici hormon, parathyreoidni
hormon, pankreozymin, cholecystokinin, lidsky placentalni laktogen, lidsky chorionni
gonadotrofin, syntézu proteinii stimulujici peptid, gastricky inhibi¢ni peptid, vasoaktivni
intestinalni peptid, gastricky inhibi¢ni peptid, vasoaktivni intestinalni peptid, z krevnich destitek
odvozeny ristovy faktor, faktor uvolfiujici ristovy hormon, kostni morfogenni protein
a syntetické analogy a modifikace a farmakologicky G¢inné fragmenty uvedenych latek.

Vyhodnymi peptidovymi slozkami kompozic podle vynalezu jsou syntetické analogy hormonu
LHRH a tyto analogy neomezujicim zplisobem zahrnuji zejména:

buserelin (/D-ser(Bu'), des-Gly-NH,'*/~LHRH(1-9)NHE?),
deslorelin (/D-Trp®, des-Gly-NH,'*/~LHRH(1-9)NHEt),
fertirelin (/des—Gly-NH,'*/~LHRH(1-9)NHEt),

goserelin (/D-Ser(Bu')’, Azgly'%/~-LHRH),

histrelin (/D—His(Bzl)®, des—Gly—NH,'*/~LHRH(1-9)NHEt),
leuprorelin (/D-Leu®, des-Gly-NH,'*/~-LHRH(1-9)NHE),
lutrelin (/D-Trp®, MeLeu’, des—Gly-NH,'*/~LHRH(1-9)NHEL),
nafarelin (/D-Nal%/~LHRH),

tryptorelin (/D-Trp®/~LHRH)

a jejich farmakologicky G¢inné soli.

Vhodnymi farmakologicky neticinnymi bazickymi peptidy, které mohou byt pouzity v solich
podle vynélezu, jsou polyarginin, polylysin a poly(arginin—ko-lysin), kopolymery neutralnich
aminokyselin ve form& D, L nebo DL sargininem nebo/a lysinem ve formé D nebo L
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v racemické form&, nebo peptidy nebo kopolypeptidy. ve ktervch jsou peptidové fetézce zcela
nebo ¢astedné ukondeny bazickou skupinou na N-konci a ve kterych je zakladni fetézec tvofen
neutralnimi aminokyselinovymi zbytky.

Polyesterem ukonéenym karboxylovou skupinou a pouzitym jako zdroj aniontu soli podle
vynalezu mize byt homo—polyester nebo ko—polyester. Vyhodnymi takovymi polyestery jsou
polyestery, které degraduji nebo jsou odbouravany ve vodném fyziologickém prostiedi, jakym je
prostiedi vyskytujici se v intramuskuldrni nebo subkuténni tkani, na ve vodé rozpustné fragmenty
s nizkou molekulovou hmotnosti. V tomto prostiedi je dominantnim degradaénim procesem
jednoducha hromadna hydrolyza, zahmujici hydrolytické Stépeni esterovych skupin a vedouci
k homo—polyesterovym nebo ko-polyesterovym fragmentim s nizkou molekulovou hmotnosti
nebo ko—polyesterovym fragmentim s nizkou molekulovou hmotnosti a nakonec k vymizeni
formulace z mista aplikace. Nicméné se pfipousti, ze v téchto injekénich nebo implantanich
mistech, jakoZ i v ostatnich mistech v Zivé tkdni muze dochazet i k uplatnéni degradaénich
mechanism, jakymi jsou napfiklad degradaéni mechanismy mediované enzymy.

Vhodnymi homo— a ko—polyestery jsou polyestery odvozené od hydroxy-kyselin nebo z poly-
kondenzace diolll nebo/a polyolti, jakymi jsou napfiklad (nasledujici vy&et v8ak neméa omezujici
charakter) polyethylenglykoly, polypropylenglykoly, alkylenglykoly se 2 az 10 uhlikovymi
atomy, glycerol, trimethylolpropan a polyoxyethylované formy polyfunk&nich alkoholu, jakymi
jsou glycerol, trimethylolpropan a cukrem, s dikarboxylovymi kyselinami nebo/a polykarboxylo-
vymi kyselinami, jakymi jsou napfiklad (nasledujici vycet viak nema omezujici charakter) alkan-
dikarboxylové kyseliny, ve kterych alkan obsahuje 1 az 10 uhlikovych atomi, zejména kyselina
malonova, kyselina jantarova, kyselina glutarova, kyseliny ftalové, kyselina mellitova a kyselina
pyromellitova, pfipadné v pfitomnosti hydroxykyseliny nebo hydroxy—kyseliny nebo/a monooli.

Vyhodnymi zplisoby ptiprava homo— a ko—polyesterii na bazi hydroxy—kyselin jsou polymerace
mechanismem otevieni kruhu cyklickych dimerd kyseliny nebo pfima polykondenzace nebo
kopolykondenzace hydroxy-kyselin nebo smési hydroxy—kyselin nebo laktoni odvozenych od
hydroxy—kyselin. Tyto polymerace, a to jak na bazi otevieni kruhu, tak i polykondenza¢niho
typu, se vyhodn& provadéji tak, aby rezultujici homo— nebo kopolyestery obsahovaly, a to zcela
nebo &ésteéné, polymerni fetézce majici funkéni skupiny karboxylovych kyselin. Polykonden-
zace mechanismem otevieni kruhu dimeri kyselin se takto provadi v pfitomnosti vhodného
pienaSece polymerniho fetézce nebo koiniciatoru, ktery reguluje jak molekulovou hmotnost, tak i
strukturu rezultujiciho homo— nebo kopolyesteru. Vhodnymi pfenasei polymerniho fetézce jsou
voda, kyseliny hydroxykarboxylové, kyseliny monokarboxylové, kyseliny dikarboxylové a
kyseliny polykarboxylové.

V ptipadé polyesterti pfipravenych polykondenzaci nebo kopolykondenzaci a polymerace
provadi za podminek, kdy se pouzije prebytek funkénich skupin karboxylové kyseliny, tj. kdy je
pomér /~-COOH/ k /~OH/ rovny nebo vétsi nez 1. Struktura a molekularni hmotnost
polykondenzatu je dana charakterem pouzitych alkoholi (zda je pouZito monooli, dioli nebo
polyoli nebo jejich smési), charakter pouzitych kyselin (zda je pouzito mono-, di~ nebo
polykarboxylovych kyselin nebo jejich smési) a mirou pfebytku pouzité karboxylové kyseliny.
Obzvlasté vhodné jsou kyseliny zahrnuté v Krebsov€ cyklu.

Priklady vhodnych hydroxy—kyselin nebo laktond, které mohou byt pouzity pfi pfipravé homo—
nebo kopolyesteri uzite¢nych vramci vynalezu, jsou beta—propionolakton, betabutyrolakton,
gama-butyrolakton a pivalolakton a kyselina alfa-hydroxymaselna, alfa—hydroxyizomaselna,
alfa-hydroxyvalerova, alfa-hydroxyizovalerovd, alfa-hydroxykapronova, alfa-hydroxyizo-
kapronova, alfa—hydroxy-beta-methylvalerova, alfa—hydroxyheptanova, alfa~hydroxydekanova,
alfa~hydroxymyristovaa alfa~hydroxystearova. Vyhodnymi takovymi homo— a kopolyestery jsou
polyestery odvozené od kyseliny mlé¢né ve formé D, L nebo DL nebo kyseliny glykolové nebo
odpovidajicich laktidovych a glykolidovych dimert, pfic¢emz vyhodnym ptipadnym preruSova-
¢em fetézce je kyselina mlé&na.
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Jakkoliv miZze makromolekularni bazicka peptidova G¢inna latka existovat zcela nebo asteéné
jako polymer—kation a polyester miize existovat zcela nebo asteéné jako polymer-kation, je
tvorba soli, ke které dochazi interakci kyselina—baze mezi takovymi polymernimi subjekty za
pouziti konvencnich zplisobli miseni nebo za pouziti organickych rozpoustédel, extrémné obtizna
nebo dokonce nemozna. Tak napiiklad miseni obou slozek ve form& taveniny je nevhodné,
ponévadz je velmi dobfe zndmé, ze peptidy netaji normalné a Ze pfi zvySenych teplotach, které se
obvykle pouzivaji pro taveni polymerii, maji peptidy tendenci k degradaci. Nicméné& dokonce
v piipadé, Ze by peptidy byly v roztaveném stavu (coz je pouze teoreticky ptedpoklad), byly by
vzhledem k nasledujicim termodynamickym divodim nesluditelné s homo— nebo kopolyestery
nebo nerozpustné v homo— polyesterech.

Peptidy jsou tvofeny makromolekulami a maji takto mnoho typickych vlastnosti konvencnich
polymeru. Jsou tudiz (pfi absenci specifickych chemickych nebo fyzikalnich interakci) zcela
neslucitelné s dalSimi makromolekulami (nebo jsou zcela nerozpustné v dalSich makro-
molekulach), které maji odlisnou chemickou strukturu a strukturu zakladniho polymerniho
fetézce, nebot’ volna energie miseni dvou nesourodych polymernich typi je vysoce pozitivni
a neni tudiZ termodynamicky pfizniva. V zakladnim stavu jsou peptidy tvofeny vysoce polarnimi
molekulami, které jsou zna¢nou mérou vazany vodikovymi mistky, coZz ma za nasledek, Ze
entalpie miseni peptidi s homo— nebo kopolyestery (které jsou zase relativné nepolarni a bud’
unich neexistuje vodikovd vazba nebo je slabd) je vysoce pozitivni, tzn. endotermni
a termodynamicky nepfiznivi. Kromé& toho jsou makromolekuly, jak vyplyva z jejich podstaty,
velké a tak maji nizkou vnitini entropii, coz ma za nasledek, ze entropii miseni dvou odli$nych
makromolekularnich subjekttl je velmi nizkd nebo dokonce negativni (o tom viz napfiklad: P. J.
Florey, ,,Principles of Polymer Chemistry*, Cornell University, 1953, 555: L. Bohn, ,.,Polymer
Handbook®, 2. vyd., J. Wiley 1975, llI-211; a L. Bohn, Rubber Chemistry and Technology,
1966, 493). Vzhledem k vy3e uvedenému nedojde pfi miseni peptidu s polyesterem pfi zvySené
teploté v roztaveném stavu k miseni na molekularni Grovni, které by bylo nezbytné k tomu, aby
doslo k tvorbé soli. Pii pouhé smiseni peptidu a polyesteru tudiZ nedojde k vytvoreni pozadované
soli.

K obdobnym potizim dochazi pifi pokusech vytvofit soli peptidi a polyesteri za pouZiti
organickych rozpouitédel, pokud neni peptid alesponi do urité miry v uvedeném rozpoustédle
rozpustny a pokud neni timto rozpoustédlem alespoii do ur€ité miry zbobtnatelny. Rozpustnost
polyesterti a peptidi je zcela odlisna. Rozpoustédla, ktera rozpousti peptidy, jako napfiklad voda,
viibec nerozpousti polyestery a obecné plati, Ze dobra rozpoustédla polyestert, jako naptiklad
dichlormethan, naprosto nerozpousti peptidy. Ta rozpoustédla, ktera rozpousti jak peptid, tak
i polyester, jako naptiklad dimethyvlsulfoxid, dimethylformamid, dimethylacetamid a N-methyl-
pyrrolidon, vykazuji zase nedostatky jiného typu, protoZe jsou relativné net€kava a maji vysoké
teploty varu a jsou tudiZ extrémné tézko odstranitelna, pficemz néktera z téchto rozpoustédel maji
nepfijatelnou toxicitu. Bylo by mozné najit néktera rozpoustédla obou uvedenych slozek, ktera
jsou tékavéjsi a ktera jsou pfijatelna i z hlediska toxicity, nicméné takova rozpoustédla maji zase
jiné nedostatky. Tak napriklad kyselina octova je rozpoustédlem jak peptidd, tak i polyestert,
aviak pouziti velkého mnozstvi kyselinového rozpoustédla predisponuje existenci ve formé
acetatové soli (v disledku jevu na bazi hmotnostniho prebytku), takze odstranéni kyseliny octové
pfi okolni teploté (tj. pfi teploté 20 az 25 °C) nebo lyofilizaci bude mit za nésledek fazové
rozdéleni peptidu a polyesteru, takze reakéni smés nebude mit tendenci k tvorb& pozadované soli.

Cilem vynalezu je proto poskytnout zplisob pfipravy soli tvofené kationtem bazického peptidu
a aniontem polyesteru ukonéeného karboxylovou skupinou.

Piiprava peptid—polyesterové soli podle vynalezu miize byt provedena za pouziti homo-
kopolyestert obsahujicich karboxylové skupiny a peptidi, ve kterych se bazické zbytky vyskytuji
jako volna baze nebo jako soli slabé kyseliny, vyhodné té€kavé kyseliny, majici disociaCni
konstantu kyseliny men$i nez 10~ nebo pKa (pK, =-logoK,, kde K, je disociaéni konstanta
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kyseliny vét3i nez 3. Obzvlast¢ vyhodnou takovou bazickou peptidovou soli je sul s kyselinou
octovou. Nicméné vzhledem k inherentni neslucitelnosti obou uvedenych makromolekularnich
subjekti musi byt pouzity specifické podminky, za kterych mize dojit k tvorb& uvedenych
peptid—polyesterovych soli.

Jednim z prostiedku, jak toho dosahnout, je pouziti rozpoustédla, které rozpousti jak peptid, tak i
polyester, za vzniku roztoku, ze kterého miize byt pfimo odstranéni rozpoustédlo, pfi¢emz zbyde
bud’ za prvé obojetné stil, nebo za druhé smés polyesteru a peptidu ve fyzikalnim stavu, ktery
predisponuje vytvofeni obojetné soli v ptipadg, ze je uvedena smés dale zpracovana.

Prikladem prvniho pfistupu je pouziti rozpoustédel, jakymi jsou (nédsledujici vy&et nemé
omezujici charakter) dimethylsulfoxid, dimethylformamid, dimethylacetamid a N-methyl-
pyrrolidon, ktera jsou v podstaté neutrdlni a kterA mohou byt rozpoustédla jak peptidu, tak
i polyesteru. Jak jiz bylo uvedeno vyse, jsou tato rozpoustédla za normalnich okolnosti extrémné
tézko odstranitelnd, v diisledku jejich vysokeé teploty varu a relativni netékavosti. V piipadg, Ze se
peptid (napiiklad acetatova siil) a polyester rozpusti v jednom z téchto rozpoustédel, méa peptid
tendenci existovat jako sil s polyesterem, ponévadZ skupina mnohem silngj3i kyseliny mléZné
nebo kyseliny glykolové v polyesteru vytésni slab3i karboxylovou kyselinu. Podstatné mnoZzstvi
rozpoustédla a uvolnéna kyselina octova (nebo jina slaba avsak tékava karboxylova kyselina)
mize byt odstranéna za vakuu, nacez se zbyly roztok obsahujici peptid—polyesterovou sil pfida
k destilované vodé za icelem vysraZeni nerozpustné polymerni soli.

Pouzitd destilovana voda je vyhodné prosta oxidu uhli¢itého za Géelem zabranéni tvorbé
uhli¢itanovych soli vytésnénim polyesterového anionu. Rozpoustédlo zbylé v peptid—poly-
esterové soli mize byt potom odstranéno dal$im promytim vodou, ktera je vyhodng& rovnéz prosta
oxidu uhli¢itého. V nékterych piipadech milize byt polymerni sil izolovana pfimym vysraZenim
ve vodg, aniz by pfedtim bylo nezbytné odstranit rozpoustédlo, pfi¢emz tento pfistup je vhodny
v pfipadg, kdy je peptid pouzit jako baze.

Podle dal$iho znaku vynalezu je zde tudiZ poskytnut zplsob pfipravy soli obsahujici bazicky
peptid a polyester ukonceny karboxylovou skupinou, jehoZ podstata spoliva v tom, Ze se bazicky
peptid ve formé volné baze nebo ve formé soli se slabou kyselinou a polyester ukonleny
karboxylovou skupinou rozpusti v neutrdlnim polarnim rozpoustédle, ve kterém, jsou obg
uvedené sloZky rozpustné, nafez se odstrani veskeré rozpoustédlo nebo jeho pfevazna Cast
a zbyly koncentrovany roztok se pfida k pfebytku rozpoustédla nerozpoustéjiciho vytvorenou
peptid—polyesterovou sil.

Také druhy ptistup je zaloZen na pouziti rozpoustédla, které rozpousti jak peptid, tak i polyester,
a toto rozpoustédlo musi byt odstranitelné zmrazenim a konvenéni lyofilizaci (mrazovou
sublimaci) nebo sufenim rozpraSovanim. Zakladnim rysem tohoto zpisobu je odstranéni
rozpouitédla z peptid—polyesterové smési extrémné rychle, tj. tém&F okamZité a vyhodné pfi
teploté, kterd je nizsi nez teplota prechodu do skelného stavu polyesteru a peptidu. V tomto
piipadé miize byt rozpoustédlo neutrélni nebo kyselé a vyhodné je timto rozpoustédlem kyselina
octova.

Takové extrémné rychlé odstranéni rozpoustédla z roztoku, ktery v urcité mife vykazuje viskozni
tok nebo ma viskoelastické chovani, ma za nasledek fazovou separaci obou nesluéitelnych
makromolekularnich typt, ke které dochazi v krajné malém koloidnim métitku. To znamena, Ze
rezultujici peptidpolyesterova smés ma extrémné vysokou povrchovou plochu a povrchovou
energii. V disledku toho se v pfipadé€, Ze se k peptidpolyesterové smési tohoto typu v podstaté
prosté rozpoustédla pfida dal$i odliSné rozpoustédlo polyesteru, které normalné nerozpousti
peptid, spotiebuje se uvedend vysoka povrchova energie na tvorbu soli a vymizeni koloidniho
charakteru peptidu v polyesteru. Vhodna rozpoustédla pro tento druhy pfistup musi byt
lyofilizovatelna a zahrnuji (nasledujici vyCet neméa omezujici charakter) kyselinu octovou, smési
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dioxanu a vody a smési terc.butanolu a vody, nebo musi byt odstranitelné v pribéhu suseni
rozpraSovanim.

V ramci dalsiho znaku vynalezu je zde poskytnout zpuisob pfipravy soli obsahujici bazicky peptid
a polyester ukonéeny karboxylovou skupinou, jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze se bazicky peptid
ve volné formé€ nebo ve formé soli se slabou kyselinou, napfiklad s kyselinou octovou,
a polyester ukon¢eny karboxylovou skupinou rozpusti v rozpoustédle, ve kterém jsou obé uvede-
né slozky rozpustné a které je odstranitelné lyofilizaci, nateZ se ziskany roztok velmi rychle
zmrazi, zmrazeny roztok se lyofilizuje, ziskanad smés se disperguje v rozpoustédle polyesterové
slozZky, nateZ se smés ponecha rozpustit v okamziku, kdy se vytvofila peptid—polyesterova sil.

Zejména se pfi tomto zplisobu pfida roztok peptidu a kyseliny polymlé&né nebo kopolymeru
kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové v kyseling octové po kapkach ke kapalnému dusiku. To ma
za nasledek v podstaté okamzZité zmrazeni uvedeného roztoku v kyseling octové a v podstaté
okamzitou tvorbu peptid—polyesterové smési v podstaté prosté rozpoustédla. Lyofilizace prove-
dena za Gcelem odstranéni rozpoustédla tvofeného kyselinou octovou poskytne peptid—poly-
esterovy produkt smideny na extrémné jemné, koloidni Grovni. U mnoha peptidi se koloidni
charakter takového materidlu demonstruje v pfipadé, kdy se pfida rozpoustédlo polyesteru,
napfiklad dichlormethan, a kdy se vytvofi extrémné jemné koloidni suspenze, pii¢emZ za
predpokladu, ze zde existuje prebytek funk&nich skupin karboxylové kyseliny, miize byt po
pripadném stani ziskan &iry roztok a pfebyte¢na povrchova energie se ztrati po vytvoreni peptid—
polyesterové soli. Namisto pfidani po kapkach ke kapalnému dusiku mohou byt k viceméng
okamzitému zmrazeni smési peptidu, polyesteru a kyseliny octové pouZity i jiné postupy,
napfiklad pfidani po kapkach uvedené smési ke smési pevného oxidu uhli¢itého a hexanu.

Hypoteticky je oviem moZné u€init rozpustnou i zcela nerozpustnou sloudeninu v pripadé, kdy
mize byt tato sloucenina prevedena na Castice s dostatené malou stfedni velikosti. Za
predpokladu, Ze Castice ma kulovy tvar s polomérem r, Ze ma hustotu T a povrchovou energii v,
potom takova &astice bude mit pridruzenou povrchovou energii 4. Tato ¢astice bude mit také
hmotnost 4/3mr> a povrchova energie na jednotku hmoty bude tudiZ rovna 3my/rr.

Uvazujeme nyni dva ptipady nasycenych roztoki:

i) prevazna Cast pevného podilu je extrémné hruba a ma proto velmi malou povrchovou energii
a nasyceny roztok ma v tomto pfipadé€ koncentraci C,. Potom je Gibbsova volna energie:

G'roztok = Go + RTInC; = G!pevné faze;

i) pfevazna Cast pevného podilu je tvofena extrémné malymi &asticemi s polomérem r.
Gibbsova volna energie roztoku, ktery je v rovnovaze s extrémné malymi €asticemi, je:

Gromo = Go + RTInC,
avsak pevna faze ma v tomto ptipad€ Gibbsovu volnou energii:
G'pm,é faze T 3WY/TI,
a Grozok + Go + RTINC = G perns fize + 3ny/1r.
Avsak z i) plyne, Ze
G pevns fize = Go + RT1nCq

a tudiz



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 292449 B6

Gy + RTInC — 3ny/rr = Go + RT1nC;
nebo
C=C.e/r,
takZe, kdyZ se r zmen3uje, C (hypoteticky) vzrista.

V obvyklém piipadé ma rozpustnost, které je dosazeno v diisledku malé velikosti &astic a ktera je
vy$$i nez normalni rozpustnost, metastabilni charakter a dochazi kristu velikosti Castic,
naptiklad rozpousténim a rekrystalizaci, takze je UCinek vysoké povrchové energie negovén.
Nicméné u smési peptid—polyester s malou velikosti €astic miize dojit k tvorbé soli a tato tvorba
poskytuje alternativni prostfedek pro snizeni povrchové energie koloidnich &astic v disledku

volnou energii.

Podle dal3iho znaku vynalezu je zde poskytnout zplisob pfipravy soli obsahujici bazicky peptid
a polyester ukon&eny karboxylovou skupinou, jehoZz podstata spogiva v tom, ze se uvede v reakei
bazicky peptid ve formé soli se silnou kyselinou, jakou je chlorid nebo sulfét, s polyesterem,
ktery je Caste¢né nebo zcela ve formé soli karboxylové kyseliny s vhodnym alkalickym kovem
nebo kovem alkalickych zemin, jakou je napiiklad sodnd, draselna, vapenata nebo hofe¢natd sil
karboxylové kyseliny (majici hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost men3i nez asi 10 000),
pri¢emz soli s alkaliemi mohou byt rozpustény nebo velmi jemné dispergovany ve vod€. Pridani
takového roztoku nebo disperze k vodnému roztoku (vyhodné prostému oxidu uhli¢itého) peptidu
ma za nasledek vysrazeni ve vodé nerozpustné obojetné peptid—polyesterové soli.

Obdobng jsou nebo mohou byt chloridové nebo sulfatové soli pegylovanych bazickych peptidi
(polyoxyethylenové konjugaty peptidil) Caste¢né slucitelné s rozpoustédly (nebo rozpustné
v rozpoustédlech), jakym je naptiklad dichlormethan, pfi¢emz sodna nebo draseina sul polyestert
ukon&enych karboxylovou skupinou miize byt rovnéZz rozpustna v dichlormethanu. V pfipadé¢, ze
se tedy dvé takové soli smisi ve vhodnych mnoZstvich, vytvoii se rozpustna peptid—polyesterova
stl za sou€asného vysrazeni chloridu nebo siranu alkalické¢ho kovu.

Vyse diskutovana termodynamicka nesluitelnost riznych makromolekul je jiz znama celou fadu
let, aviak byla zfidka brana v tvahu v souvislosti s prolongovanym uvoliiovanim peptidovych
¢innych latek z polyesterové matrice. Nezbytnym disledkem této termodynamické neslu¢itel-
nosti nebo nerozpustnosti je to, ze za normalnich okolnosti jsou polyestery zcela nepropustné pro
peptidové G&inné latky. Aby mohlo dojit k partitné dependentni Fickianové difuzi peptidové
Gginné latky do polyesteru, musi byt peptid do urité miry rozpustny v polyesteru. Av3ak
vzhledem k vy3e uvedenému tato rozpustnost neexistuje a tak je transport peptidu skrze polyester
uvedenou Fickianovou difuzi nemozny.

Kromé toho i v ptipadg, kdy je peptidova (i¢inné latka nebo néktery z jejich syntetickych analogh
do uréité miry rozpustnd v polyesteru nebo do urdité miry sluitelnd s polyesterem, coz je
teoreticka argumentace, ani potom by nebyl mozny transport skrze polyesterovou fazi difuzi. Je
jiz dlouho znimo, Ze volny objem v polyesteru, ktery existuje v disledku rotaéni a translagni
mobility polyesterovych segmentii a ktery by mél umoznit prichod difundujicich molekul, je
nedostatedn& veliky k tomu, aby umoznil difuzi makromolekul s molekulovou hmotnosti vy33i
nez asi 500 (o tom viz napfiklad: R. W. Baker a H. K. Lonsdale, ,Controled Release:
Mechanisms and Rates* in ,,Controlled Release of Biologically Active Agents, nakl. A. C.
Tanquary a R. E. Lacey, Plenum Press, 1974, 15 et seq.).

Nicméné i kdyZ je transport peptidové G&inné latky skrze polyester Fickianovou difuzi v podstaté
nemoZny pro peptidy s molekulovou hmotnosti vy3si nez asi 500, pfesto bylo dosaZeno
kontinualniho uvoltiovani polypeptidii. V evropském patentu EP 58 481 je uvedeno, Ze lze




15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 292449 B6

kontinuédlniho uvoltiovani peptidové ucinné litky z polyesteru dosdhnout za pouziti velmi
odlidnych vlastnosti obou makromolekul, pfi¢emz peptidy jsou hydrofilni a ve vodé rozpustné
a polyestery jsou hydrofobni a ve vodé nerozpustné. U formulaci popsanych v uvedeném patentu
se uvoliiovani peptidové ucinné latky dosahuje predeviim skrze vodni péry, které se prvotné
vytvoii pouhym vylouZenim peptidu z domén pfi povrchu formulace nebo z domén peptidové
ucinné latky, které jsou souvislé nebo pfilehlé k povrchu formulace. Toto louzeni umoziiuje
pocateni fazi uvoliiovani peptidové Zinné latky, natez nasleduje komplexni hydrolyticka
degradace polyesteru, ktera ma za nasledek vytvofeni dalsich péri v polyesteru, skrze které
dochazi k dal§imu uvoliiovani peptidu regulovanému degradaci a erozi polyesteru. V ptipadg, ze
uvedené vytvoreni naslednych pérd hydrolytickou degradaci polyesteru neprobihd dostateCné
rychle, je prvotni uvolfiovani mechanismem louzeni ukonéeno dfive, nez dojde k vytvofeni
dostate¢ného mnoZzstvi pora degradaci polyesteru, coz ma za nasledek diskontinualni uvoliiovani
peptidu. Parametry formulaci popsanych v patentu EP 58 481 jsou proto zvoleny tak, aby
k hydrolytické degradaci polyesteru do3lo ve spravny &as vrelaci s prvotni fazi uvoliiovani
louzenim, ¢imz se zajisti, Ze ob& uvolfiovani se pferyvaji a to ma zase za nésledek, ze dochazi ke
kontinualnimu uvolfiovani peptidové ucinné latky.

Avsak, zatimco Fickianlv difuzni transport peptidu skrze polyesterovou fazi je nemozny
v pfipadé uvedenych jednoduchych peptid—polyesterovych smési, dochazi ke zcela odli$né
situaci v pfipadé formulaci peptid—polyesterovych soli podle vynalezu, pfipadné v pfitomnosti
volného polymeru. Ve formulacich obsahujicich tyto latky neexistuje zadna separatni faze
tvofena samotnym polyesterem. Kontinualni faze, ktera reguluje uvoliiovani peptidu, je zde zcela
Castecné tvofena peptid—polyesterovou soli. Volny peptid je v této fazi peptid—polyesterové soli
do urdité miry rozpustny a tak je v téchto formulacich mozné prava Fickianova difuze peptidu
v pfipadé, Ze jsou splnény ostatni nezbytné pfedpoklady, mezi které patii naptiklad dostate€né
G¢inny volny objem.

Vzhledem k tomu, Ze peptid—polyesterova sul obsahuje vysoce hydrofilni segment, ma formulace
peptid—polyesterové soli mnohem vy3si absorpci vody neZ samotny polyester. Kromé toho je
absorpce vody u téchto formulaci je$t¢ zvySena v dusledku iontového charakteru
peptid—polyesterové interakce a solvace iontl nebo iontovych pard v makromolekularni soli
vodou. To v podstaté znamena hydrogelovy charakter peptid—polyesterové soli a zajistuje
zvy$eni stupné mobility makromolekularnich segmenti v komplexu polykation—polyanion. To
dale znamena, Zze se zvétsi uCinny volny objem matricového materialu, ktery miizZe takto
vyhovovat prichod makromolekularniho peptidu.

Vyslednym udinkem téchto vlastnosti peptid—polyesterové soli (pfipadng v pfitomnosti volného
polymeru) je to, Ze je takto umoznén Fickianiv difuzni transport makromolekularniho peptidu
skrze matrici peptid—polyesterové soli nebo skrze matrici tvofenou smési uvedené soli a volné
polymerni faze. To je zcela odlis$na situace, nez k jaké dochazi v pfipadé samotného polyesteru
nebo v ptipadé jednoduchych smési peptidi a polyesteri a matrice nebo membrany s prolongova-
nym uvoliiovanim ucinné latky, zaloZené na zvySené permeabilité zpiisobené pouzitim peptid—
polyesterové soli, tvofi zaklad formulaci s prolongované regulovanym uvoliiovanim peptidi,
které jsou dale popsany v této patentové ptihlasce.

Peptid—polyesterové soli podle vynalezu takto poskytuji nové a neofekdvané vyhody v oblasti
parenteralnich systémi uvolilujicich ¢innou latku na bazi roztokl nebo disperzi pouzivajicich
ruznych smési volnych peptidovych u€innych latek, volnych polyesteri a peptid—polyesterové
soli a to jak ve vodnych, tak i v nevhodnych farmaceuticky pfijatelnych injek&nich nosi¢ich,
a zalozenych na podkoznich implantatech, které mohou byt injikovany intramuskulamé nebo
subkutdnné nebo implantovany a to vzhledem k nové a neocekavané rozpustnosti téchto peptid-
obsahujicich zbytki v lipofilnich rozpoustédlech. Kromé toho mohou byt formulace zaloZené na
téchto peptid—polyesterovych solich, zejména formulace vyuZzivajici vysoce lipofilni polyestery,
rovné€Zz podéany i jinou cestou. Obzvlasté diilezité je peroralni podani, p¥i kterém mohou byt za
G€elem dosazeni dobrého vysledku pouzity rizné kombinace peptid—polyesterové soli nebo/a
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volné peptidové uginné latky nebo/a volného polyesteru. V mnoha ptipadech je pfi peroralnim
podani vyhodné pouzit farmaceuticky pfijatelny nosi¢, jakym je rostlinny olej nebo jeho obména,
v&etné mono-, di— a triglyceridii bud’ samotnych nebo ve smési s ostatnimi oleji.

Kromé evropského patentu EP 58 481, jsou vy3e uvedené publikace autorii Lawter a kol. a Okada
a kol. jedinym znamym stavem techniky, ktery je autoriim této patentové pfihlasky znam a ktery
se tykd moZnosti ziskani peptid—polyesterovych soli, avSak ob& uvedené publikace maji
spekulativni charakter a neuvadim, jakym zpiisobem by tato pfedpokladana interakce mohla byt
realizovana nebo pouzita, Je daldim cilem vyndlezu poskytnout farmaceutické formulace
s prolongovanym uvoliiovanim 0¢inné latky obsahujici riizné kombinace peptid-polyesterové
soli nebo/a volné peptidové ucinné latky nebo/a volného polyesteru v riznych mnozstvich za
(i¢elem ziskani alespoi téi riznych profili regulovaného uvoliiovani ui¢inné latky.

V ramci daliho znaku vynalezu je zde tedy poskytnuta farmaceutickd kompozice obsahujici
peptid—polyesterovou siil vyse uvedeného typu nebo/a volnou peptidovou uc¢innou latku nebo/a
volny polyester a pfipadné dalSi farmaceutickou pomocnou latku nebo dalsi farmaceutické
pomocné latky.

Koncepce farmaceutickych kompozic podle vynélezu je zalozena na nasledujicich aspektech.
Zatimco samotnd peptidova G¢inna latka je normalné rozpustna ve vodg, jsou jak jeji sil
s polyesterem, tak i volny polyester samotny normalné naprosto nerozpustné ve vodé (i kdyz je
znamo, Ze velmi nizké oligomerni formy polyesterti a kopolyesteri, jakkoliv mohou byt samy
o sob& ve vodé nerozpustné, mohou byt ve vodé¢ rozpustné, jsou-li ve formé peptid—polyesterové
soli). Av3ak inkubace smési peptidové ucinné latky a polyesteru, ve které je veskery peptid nebo
jeho &ast pitomen, resp. pfitomna jako peptid—polyesterova sul, ve vodnych fyziologickych
tekutinich ma za nasledek uréitou degradaci polyesteru. Jestlize jsou vytvorené degradacni
produkty ve vodé nerozpustné, potom i degradujici peptid—-polyesterova siil zlistane i nadale
nerozpustnd. Na druhé strang, jestlize polyester ma prvotné dostate¢né nizkou molekulovou
hmotnost nebo obsahuje-li polymerni sloZzku se stejné nebo obdobné nizkou molekulovou
hmotnosti, takZe vznikaji ve vodé rozpustné od polyesteru odvozené kyselé fragmenty, potom
jsou tyto fragmenty (jako anionty) spole¢né transportovatelné s polypeptidovym kationtem. Pro
kompozice podle vynilezu s novou peptid—polyesterovou soli bylo prokazéno, Ze okamZitost
uvoliiovani G&inné latky je siln& zavisla na molekulové hmotnosti a distribuci molekulovych
hmotnosti uvedené polyesterové slozky.

Distribuce molekulovych hmotnosti je definovana jako

Mw

b

M,

pfi¢emz
ZWi . Mi Zn; . Mi2
My (hmotnostni stfedni molekulova hmotnost = =
Wi n. Mi

a Zni . Mi
M, (Ziselna stfedni molekulova hmotnost) =

Zni
kde

w; znamena hmotnostni frakci polymernich molekul majicich molekulovou hmotnost M; a

n; znamena podet polymernich molekul majicich molekulovou hmotnost M;.
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Distribuce molekulovych hmotnosti byva mnohdy oznagovéna jako polydisperzita a jsou velmi
dobfe znamé hodnoty pro tizkou, normélni nebo nejpravdépodobngjsi a Sirokou distribuci (viz
napfiklad ,,polymer Handbook*, 2. vyd., J. Wiley 1975, IV-3). Je obecné ptijato, Ze polydisperita
men3i nez 1,8 odpovida tzké distribuci nebo nizké polydisperzit&, polydisperzita v rozmezi od
1,8 do 2,2 odpovida normalni nebo nejpravdépodobnéjsi distribuci nebo normalni polydisperzité
a polydisperzita vy$3i nez pfiblizn€ 2,2 odpovida Siroké distribuci nebo vysoké polydisperzité.

Pro podéani peptidovych uginnych latek parenteralni cestou, jakou je intramuskularni nebo
subkuténni injekce nebo podkozni implantace depotniho nebo uvoliiovaciho systému, jsou
vyhodné polyestery majici Ciselnou stfedni molekulovou hmotnost vy33i nez 2000 nebo vnitini
viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pfi teplot& 25 °C vys3i nebo rovnou 0,08 dl/g a
Cinici az 4,0 dI/g (vEetng). Pro jiné zpiisoby podéni, napfiklad pro peroralni podéni, jsou vyhodné
Ciselné stfedni molekulové hmotnosti v rozmezi od 500 do 5000.

Z vySe uvedené rozvahy, kterd byla zcela ignorovana v ramci dosavadniho stavu techniky, je
ziejmé, Ze degradace polyesterll, zejména v pFitomnosti bazického peptidu, za vdelem ziskani
dokonce i malé frakce ve vodé rozpustnych odvozenych fragmenti, jakoZ i &asovy interval pro
jeji pribéh budou regulovany molekulovou hmotnosti a distribuci molekulovych hmotnosti.
K podstaté bezprostfedni degradaci na ve vodé rozpustné fragmenty dochazi za pouZiti tizké
a normélni distribuce polyesterl, majicich hmotnostni sttedni molekulové hmotnosti niZ$i neZ asi
10 000, resp. nizSi nez asi 15 000 (v zavislosti na typu distribuce molekulovych hmotnosti),
pfi¢emzZ obecné plati, Ze €im nizsi je polydisperzita polyesteru, tim nizii se poZaduje hmotnostni
stfedni molekulovd hmotnost za u¢elem dosaZeni bezprostfedni degradace na ve vodé rozpustné
fragmenty. V piipad& polyesterti s hmotnostni stfedni molekulovou hmotnosti vy3$i nez 15 000 se
vyZaduje normélni nebo Sirokd distribuce.l kdyZz to op&t &astetné na povaze a typu distribuce
molekulovych hmotnosti, obecné plati, Ze ¢im vy33i je hmotnostni sttedni molekulova hmotnost,
tim vy38i musi byt polydisperzita, aby se doséhlo brzké degradace na ve vodé rozpustné -
fragmenty.

Pro kompozice obsahujici polyester nebo kopolyester a peptid, ve kterych je &ast peptidu nebo
veSkery peptid obsazen ve formé peptid—polyesterové soli a které pripadn& obsahuji volny
polyester, mohou byt ziskany ti riizné profily uvoliiovani G&inné latky. Prvni z té&chto profila se
ziska v pripadé, kdy dojde k degradaci polyesteru za (gelem dosaZeni v podstaté bezprostredni
tvorby kyselych ve vodé rozpustnych nebo hydrofilnich fragmentti, v diisledku &ehoz dochazi
k bezprostfednimu uvoliiovéani peptidu podle nasledujiciho mechanismu:

. uvolfiovani
P '.D*_dfgff‘_dff Pp_q D+ PZ-=>P . + P .D'—--3idinné
n < ' 1dtky

stil polymeru a G¢inné latky, kterd je zcela nerozpustna ve vodé

kde P znamena degradovany ve vodé rozpustny nebo hydrofilni fragment, viak P, ;D" je ve
vod€ nerozpustny

kde P" D" je ve vod& rozpustny G¢inny material a P, je ve vodé nerozpustny degradovany
polymer

(P=ve vod¢ rozpustny degradovany polyesterovy fragment nebo ve vodé nerozpustny
degradovany polyesterovy fragment, ktery je u¢inén ve vod& rozpustnym v ptipadg, ze je

pfitomen ve formé soli s bazickym peptidem, a

D = bazicky peptid).
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V tomto prvém pfipadé kompozice bud’ miZe obsahovat veskerou ulinnou latku ve formeé
peptid—polyesterové soli nebo mize obsahovat vedle uréitého podilu peptid—polyesterové soli
i urgity podil volné, nevazané ucinné latky, pficemz v obou pfipadech muZe byt v kompozici
piipadné ptitomen také volny polymer. Nicméné polymer degraduje na ve vodé rozpustné
fragmenty v pfitomnosti peptidu téméf bezprosttedn€, coz ma za nasledek, Ze zapo¢ne téméf
bezprostiedné pravidelné a plynulé uvoliiovani peptidu. Je tfeba poznamenat, ze difuze volného
ve vodé rozpustného peptidu skrze degradujici kompozici je usnadnéna zvySenou permeabilitou
matrice v dusledku ptitomnosti peptid-polyesterové soli v kontinualni fazi, coz moduluje
uvoliiovani u¢inné latky.

Ke druhému z uvedenych uvoliovacich profili dochazi v ptipadé, ze peptidova ucinna latka je
pfitomna jako peptid—polyesterova sil (pfipadné v pfitomnosti volného polyesteru), avak
polyester nedegraduje bezprostfedné na ve vod€ rozpustné fragmenty. To mé za nasledek ur¢ity
pocateéni interval, v prib&hu kterého nedochézi k Zddnému uvoliiovani peptidové Géinné latky.
I kdyZ peptid—polyesterova sl zvySuje permeabilitu matrice pro difuzi volného peptidu, k difuzi
nedochazi, nebot’ zde neni k dispozici zadny volny peptid, ktery by mohl takto difundovat skrze
matrici. Veskery peptid je zde ve formé ve vodé nerozpustné peptid—polyesterové soli a teprve po
ur¢ité vyznamné dlouhé Casové periodé dochazi k degradaci polyesteru na ve vodé rozpustné
fragmenty a k poskytnuti volné a transportovatelné ucinné latky. To mé za nasledek prolongo-
vanou induké&ni periodu, v pribéhu které zpocatku nedochazi k zidnému uvoliiovani peptidu, a
k uvoliiovani a¢inné latky dochazi az po uplynuti této indukéni periody. Tento druhy ptipad je
idealni pro ¢asované a pulzni uvoliiovani rozpustnych vakcin a peptida.

Ke tietimu profilu uvolitovani 0¢inné latky dochazi v pfipadé, kdy se formulace zaloZena na
systému peptid—polyesterové soli, ktery obsahuje peptidovou &innou latku jak ve volné forme,
tak i ve formé peptid—polyesterové soli a piipadné volny polyester, a ve které m ma polyester
hmotnosti stiedni molekulovou hmotnost vyssi nez asi 15 000 (a vyhodné vy3si nez asi 30 000)
a izkou nebo nepravdépodobné;jsi distribuci molekulovych hmotnosti, zavede do fyziologického
prostfedi, jaké lze nalézti v intramuskularnich a subkutannich injek&nich mistech, v disledku
&ehoz mize dojit k diskontinudlnimu uvoltiovani u€inné latky. V prvni fazi dojde k uvolitovani
v disledku pritomnosti volné peptidové G€inné latky a jeji transportovatelnosti skrze
permeabilnéj$i systém na bazi peptid—polyesterové soli. Jestlize je tato prvni faze uvoliiovani
volné peptidové 0dinné latky ukonena jesté dfive, nez v peptid—polyesterové soli dojde
k degradaci polyesteru a takto k ziskani dal$iho podilu volné peptidové u¢inné latky, potom bude
mit uvoliiovani u¢inné peptidové latky diskontinualni charakter.

Je samoziejmé, ze jestlize zde nebude existovat Zadny interval, ve kterém by byla volné
peptidova O¢inna latka v kompozici v pribéhu jeji degradace nepfitomna, potom bude dosazeno
kontinualniho uvolfiovani G¢inné latky. Tento profil uvoliiovani je podobny profilu popsanému
v evropském patentu EP 58 481, av§ak mechanismus uvoliiovani u€inné latky a latky pouZzité
v evropském patentu EP 58 481 (neni zde pouZita peptid—polyesterova siil) jsou zcela odlisné od
mechanismu a latek definovanych v této patentové prihladce. V zavislosti na profilu uvoliiovani
jsou tyto smési idealni pro kontinualni uvoliiovani peptidd, proteinii a rozpustnych vakcin.

Jak jiz bylo uvedeno vyse jsou tyto systémy na bazi peptid—polyesterové soli, jejich fyzikalng-
chemické charakteristiky a mechanismus, jakym u nich dochazi k uvoliiovani peptidu zcela
odlidné od systémi popsanych v evropském patentu EP 58 481 a v evropském patentu EP 52 510,
jakoz i dal$ich publikacich vztahujicich se k uvolfiovani peptidu z homo— a kopolymert kyseliny
mlééné a kyseliny glykolové. Ze vSech téchto publikaci jsou pouze v evropském patentu
EP 58 481 a ve vyse uvedenych publikacich autori Lawtera a kol. a Okada a kol. u¢inény zminky
o tvorbé soli rezultujici z iontové interakce skupin polyesterkarboxylovych kyselin a bazickych
aminokyselin v peptidech, aviak zde popsané kompozice neobsahuji stl tvofenou peptidovou
O¢innou latkou a polyesterem. Tyto publikace dosavadniho stavu techniky vSak maji spekulativni
obsah, nebot’ jednoznatné netvrdi, Ze kuvedené interakci miZe skute¢né dojit, ani
nedemonstruji, jak mohou byt takové peptid—polyesterové soli pfipraveny a izolovany a potom
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pouzity za ucelem uvoliiovani peptidi na zaklad€ jejich neoekavané rozpustnosti v lipofilnich
organickych rozpoustédlech.

Z vlastnosti peptid—polyesterovych smési, které pfeduréuji uvoliiovani G&inné latky a které az
dosud nebyly nikde uvedeny, Ize jmenovat pocet bazickych funk&nich skupin v peptidu a podet
karboxylovych skupin v polyesteru. VySe uvedené publikace rovnéz mi¢i, pokud jde o pozoru-
hodné a neocekavatelné GCinky vyplyvajici z pouZiti peptid—polyesterovych soli a prekvapivé
vysokou permeabilitu systému obsahujiciho zcela nebo ¢astegné peptid—polyesterovou sil ve
srovnani s permeabilitou polyesteru samotného nebo smési, ve kterych jsou ob& slozky pouze
smiSeny a které tudiz neobsahuji Zadnou peptid—polyesterovou sil.

Tento rozdil permeabilit miiZze byt demonstrovan jednoduchym experimentem v difuzni komiirce,
ve které kontinualni a defektl prosta polyesterova membrana, délici komtrku na dvé oddéleni,
znichz jedno obsahuje vodny roztok peptidu a druhé obsahuje samotnou vednou fazi,
neumoZiiuje transport peptidu skrze tuto membranu diive, neZ dojde k vyrazné degradaci
polyesteru tvoficiho membranu. Na rozdil od toho umoZiiuje membrana obsahujici zcela nebo
Castecné peptid—polyesterovou sil transport peptidové uginné latky skrze stil-obsahujici membra-
nu partitn€ dependentni difuzni a to dokonce i v pfipadé, kdy peptid ma molekulovou hmotnost
vy$§i nez 500.

Peptid—polyesterové soli podle vynalezu maji mnoho daldich prekvapujicich a uzite¢nych
vyhodnych vlastnosti, které byly neznamé u viech obdobnych dosud znamych materiala, které
Jjsou obzvlaste uzite€né pii koncepci a pii vyrobé farmaceutickych systémi uvoliiujicich G€innou
latku. Jednou z nejvyuziteln€jSich z t&chto vlastnosti je dobra rozpustnost peptidu v ptipadg, ze se
nachazi ve formé polyesterové soli, v organickych rozpoustédlech, ve kterych jsou peptidy
normalné naprosto nerozpustné. V oblasti farmaceutického primyslu tato skutednost poskytuje
mnoho vyhod a umoZziiuje pouZiti novych zpilisobi a postupil pfi vyrobé farmaceutickych systémi
umoziiujicich prolongované uvolfiovani farmakologicky G€innych latek. Zejména je takto
usnadnéna asepticka pfiprava uvedenych farmaceutickych kompozic. Tyto zpisoby a postupy,
jakoz i latky pfi nich pouzité jsou zcela odliSné od materiali a postupii pouZitych v ramci
dosavadniho stavu techniky.

Roztoky peptid—polyesterové soli, které pfipadné& obsahuji volny polymer nebo/a volny peptid
v rozpusténé nebo dispergované form€, mohou byt takto podrobeny sterilizujici filtraci, ¢imz jsou
eliminovany problémy normaln¢ spojené se sterilni pfipravou pevnych nebo suspenznich
peptidovych formulaci. Roztok peptid—polyesterové soli podrobeny sterilizujici filtraci maze byt
proto vystaven riznym farmaceutickym suicim postupiim v aseptickém prostfedi. Vyhodnymi
postupy, které mohou byt snadno provadény za aseptickych podminek, jsou sudeni rozpradova-
nim, vymraZovaci rozpraSovani a ostatni suSici techniky, které poskytuji pevné &astice.

Obzvlasté uzitecna je tvorba mikro€astic, jejichz velikost lezi v rozmezi od 0,2 do 500 um a které
mohou byt suspendovany ve farmaceuticky pfijatelné injek&nim nosi¢i. Takové mikrogastice
mohou byt suspendovény bezprostfedné pfed aplikaci ve vodném injekénim prostfedi, nebo
mohou byt alternativné suspendovéany v organickém injekénim nosii, ktery nerozpousti pouzité
latky. Pro systémy s prolongovanym uvolfiovanim Ginnych latek zaloZené na homo- nebo
kopolymerech kyseliny mléné a kyseliny glykolové jsou vhodnymi organickymi nosi¢i vysoce
lipofilni olejem, jakymi jsou (nasledujici vyCet nema omezujici charakter) ethyloleat, izopropyl-
myristat, rostlinné oleje a riizné mastné glyceridy. Za ur€itych okolnosti je vyhodné pouzit smési
uvedenych lipofilnich nosict.

Jakkoliv jsou takové lipofilni nosi¢e latkami, které nerozpousti uvedené systémy na bazi kyseliny
mlééné a kyseliny glykolové, jsou tyto nosiCe nevhodné pro pouziti ve spojeni s vysoce
lipofilnimi polyestery, jakymi jsou polyestery na bazi hydroxy—kyselin s dlouhym fetézcem,
napfiklad na bazi kyseliny hydroxystearové. Pro takové vysoce lipofilni polyestery nebo
kopolyestery jsou vyhodné hydrofilni organické injekéni nosice, jakymi jsou (nasledujici vycet
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nema omezujici charakter) propylenglykol a polyethylenglykol s nizkou molekulovou hmotnosti.
Pro systémy s prolongovanym uvoliiovanim uc¢inné latky na bazi lipofilngjsich polymert jsou
zfejmé vhodné i vodné injekeni nosice.

Alternativni zplGsob pfipravy mikro¢éstic vyuziva dal$i neo¢ekévanou a vyhodnou vlastnost
peptid—polyesterové soli podle vynalezu. Tato peptid—polyesterova stl je tvofena hydrofilnim
peptidem, ktery by termodynamicky preferoval existenci nebo rozpousténi ve vodném nebo
polarnim prostiedi nebo ve vodné nebo polarni fazi, a polyesterovym fetézcem, ktery je
hydrofilni a ktery by termodynamicky preferoval rozpusténi v hydrofobni fazi. To znamena, Ze
peptid—polyesterova sl ma obojetny charakter a povrchové aktivni vlastnosti, které nejsou
k dispozici u samotnych peptidovych soli. Tato povrchova aktivita méa za nasledek, ze peptid—
polyesterova sul preferuje existenci na fazovém rozmezi, pfi¢emZ vzhledem k obecnému
charakteru soli )podil a délka hydrofobniho fetézce), je pro peptid—polyesterovou sil termo-
dynamicky nejstabilné€j$im typem disperze ve vyrazn€ vodné fazi existence ve formé disperze ve
vodé (ponévadz kriticka micelarni koncentrace je velmi nizké a ne v8echna stil mize existovat pfi
mnoha situacich na fazovém rozmezi).

Lze tudiz uvést, Ze peptid—polyesterova siil je extrémné G¢innym dispergaénim ¢&inidlem pro
pfipravu a udrZovani stability vodnych disperzi. Pfi tomto druhém zpisobu piipravy mikro-
partikularnich farmaceutickych formulaci se peptid—polyesterovy roztok (naptiklad v dichlor-
methanu) jednodule disperguje ve vodné fazi, ktera mbze ptipadné obsahovat viskozitu-
zvydujici polymer, jakym je (uvedeny pfiklad nema omezujici charakter) polyvinylalkohol,
pii¢emz se vyuziva povrchové aktivnich vlastnosti peptid—polyesterové soli. I kdyz nékteré
organické roztoky obsahujici takové peptid—polyesterové soli disperguji spontanné, obecné plati,
Ze je pti piipravé vodné disperze zapotiebi pouzit urCity typ michani nebo mechanismus
vyvolavajici stfihové naméahani.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, je dal§im vyhodnym znakem tohoto zpiisobu, Ze se operace, jako
uvedené dispergovani ve vod€, uginné provad€ji v nepfitomnosti oxidu uhli¢itého a v inertni
atmosféie. Déle je vyhodné, jestlize je organicky roztok peptid—polyesterové soli prosty oxidu
uhli¢itého, nebot’ koncentrace oxidu uhli¢itého ve vzduchu a ve vodé za normalnich podminek je
ve srovnani s koncentraci karboxylovych skupin kyseliny polyesterkarboxylové natolik vysoka,
Ze by oxid uhligity mohl takto vzhledem k uvedenému pfebytku reagovat v ramci konkurencni
tvorby soli podle rovnice:

p~.pt + HCO, === D+.HC03 +p,

kde P znamena polyester a D znamena peptidovou G¢innou latku. Ziskané vodné disperze mohou
byt potom vysuSeny riiznymi postupy, napiiklad odstranénim organického rozpoustédla za vakua
a naslednou lyofilizaci nebo pfimym odstranénim rozpoustédla i vody v jedinym lyofiliza¢nim
kroku. Ziskany produkt miZe byt potom pouzit vySe uvedenym zpusobem pro pfipravu
farmaceutického pfipravku pro injekce.

Dalsi alternativni zplsob piipravy mikropartikularnich farmaceutickych formulaci pouziva
v podstaté suchy roztok peptid—polyesterové soli, obsahujici koloidn& dispergovany volny peptid,
ve vhodném organickém rozpoustédle nebo nosii (vyraz ,,v podstaté suchy* je zde pouzit proto,
Ze je z principu nemoZné odstranit veSkeré stopy vody z peptidu a dale tento vyraz znamena, Ze
7adna z G&innych latek neexistuje jako vodny roztok v separatni vodné fazi). Findlni forma se
ziska po pfidani rozpoustédla nerozpoustéjiciho polymer za intenzivniho michani, nasledném
pfidani peptid—polyesterové soli zbobtnaté rozpoustédlem (ktera piipadné obsahuje volny
polymer a ktera pkipadné obsahuje volnou uU&innou latku) k velkému objemu druhého
ne-rozpoustédla za ielem dal$iho vytvrzeni a stabilizovéani vysrazenych mikroc&astic. Je ziejmé,
Ze za vhodnych podminek nebo v pfitomnosti vhodnych povrchové aktivnich €inidel, jakymi jsou
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(nasledujici vyCet nema omezujici charakter) estery mastnych kyselin a sorbitolu, miZe byt
vysrazeni mikroCastic provedeno za pouZiti jediného ne-rozpoustédla polyesteru, jakym je napf.
parafinicky uhlovodik, jakym je hexan.

Mikro&astice ziskané riznymi vyS$e popsanymi postupy jsou strukturné zcela odliné od mikro-
kapsli pfipravenych zplsoby popsanymi v evropskych patentech EP 52510 (Syntex)
a EP 145 240 (Takeda), pfi kterych jsou peptidy zapouzdfeny do faze samotného polyesteru.
Mikrokapsle jsou definované jako jedno nebo né&kolik jader slougeniny nebo latky v kontinualni
druhé fazi, takze kontinuélni povlak z materialu druhé faze zcela uzavira nebo mikrozapouzdiuje
material jader, tak?e Zadny z materiali jader se nenachazi na povrchu mikrokapsli, pfi¢emz si
mikrozapouzdfeny material jader zachovava ve vSech ohledech fyzikiln&—chemické a termo-
dynamické vlastnosti sloufeniny nebo materidlu nezapouzdfené, resp. nezapouzdieného
v kontinualni fazi.

V evropském patentu EP 52 510 se k ovrstveni kapi¢ek zifedéného vodného roztoku peptidu
pouzivd fazov&-separatniho koacervacniho postupu, pfi¢emZ samotny polymer tvoii okolo
vodnych kapicek kontinualni povlak. To znamena, Ze se jedna o pravé mikrokapsle, které maji
geometrii a tvar mikrokuli¢ek. Po izolaci vysrazenych mikrokapsli a jejich vytvrzeni a vysu3eni
se ziska produkt, ve kterém peptidova G¢inné latka existuje ve formé& diskrétniho jadra nebo
diskrétnich jader uvnitf polymerniho obalu. Vzhledem k obsahu vody uvniti mikrokapsle ptes
suSenim, miZe mit odstranéni vody v prib&hu dehydratadniho procesu pfi teploté nizi, nez je
teplota prechodu do skeilného stavu polymeru, za nasledek vytvofeni &astice, kterd je zna¢ng
perforovana. V Zadném stupni nezahrnuji zplsob a materidly pouZité a popsané v evropském
patentu EP 52 510 peptid—polyesterovou sil a v uvedeném patentu popsany zplisob neumoZziiuje
sterilizujici filtraci peptid—polyesterového roztoku nebo peptid—polyesterové suspenze v pfipadg,
kdy je Zadouci ziskat asepticky produkt.

Kromé toho popisuje uvedeny patentovy dokument specifické pouZiti polyesteri zaloZzenych na
kyseliné mlééné nebo/a glykolové, popsanych v patentu US 3 773 919 (Boswell), které jsou
v tomto patentovém dokumentu popsany jako produkty rozpustné v benzenu pfi teploté 25 °C.
V ramci vynalezu jsou uvadény jako vyhodné polyestery odvozené od kyseliny mlé&éné nebo/a
kyseliny glykolové, které jsou nerozpustné v benzenu, aviak rozpustné v chloroformu, a to
vzhledem k relativné kratkym uvoliujicim periodam, tj. periodam krat3im neZ dva mésice.

V evropském patentu EP 190 833 (Takeda) je popsan peptid fixovany ve form& zgelovat&lého
vodného roztoku ucinné latky, pfi¢emz tato vodna zgelovatéla faze se disperguje v polymernim
roztoku. Tato disperze typu voda(vodny gel u€inné latky)-v—oleji (polymerni roztok) se potom
zase disperguje pfi aplikaci stfihového napéti ve vod€ za vzniku dvojnasobné disperze typu
voda—v—oleji-ve—vodé. Po odstranéni organického rozpoustédla za vakua a lyofilizaci se ziskaji
mikrokapsle, ve kterych je systém 0OCinna latka/Zelatizadni ¢&inidlo zapouzdfen samotnym
polymerem. Produkty tohoto zplisobu obsahuji u¢innou latku ve formé jednoduché soli a nikoliv
ve formé& polymerni soli peptidu, Farmaceutické formulace podle vynalezu maji tedy strukturu,
fyzikalné—chemické vlastnosti a termodynamické vlastnosti, které jsou zcela odlisné od
parametri produkti popsanych v evropskych patentovych spisech EP 52510, EP 145240
a EP 190 833, ve kterych jsou uvadény mikrokapsle majici tvar a geometrii mikrokuliek, ve
kterych jsou jadro nebo jadra tvorena G¢innou latkou zcela uzaviena samotnym polymerem.

Produkty podle vynalezu mohou mit (i kdyZ nemusi) také geometrii a tvar mikrokuli¢ek, aviak
vibec nejsou mikrokapslemi ve vySe definovaném smyslu a jsou spie roztoky
peptid—polyesterové soli (které pripadné také obsahuji volny polymer), nebo jsou mikrokapslemi,
ve kterych je volna peptidova Gcinné latka zapouzdiena v kontinualni fazi nebo povlaku tvofené,
resp. tvofeném soli polymer-u€innd latka, pfiCemZ i zde miZe byt pfipadné obsaZen volny
polymer. Jak jiz bylo uvedeno vy3e, jsou permeabilitni vlastnosti také v soli polymer-i&inna
latka zcela odli$né od permeabilitnich vlastnosti samotného polymeru, takZe produkty podle
vynalezu uvoliiuji jejich obsah peptidové ucinné latky zpisobem, ktery je zcela odlisny od
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zpiisobu popsaného v evropskych patentech EP 52 510, EP 145 240 a EP 190 833, které spadaji
do dosavadniho znamého stavu techniky.

Dalsi provedeni vynalezu takto zahrnuje bud’ pripravu mikrosfér (mikrokulicek), které nejsou
mikrokapslemi za pouziti roztoku peptid—polyesterové soli, pfipadné obsahujici volny polymer,
nebo piipravu mikrosfér, které jsou mikrokapslemi, aviak které obsahuji volnou u&innou latku
zapouzdfenou fazi nebo povlakem tvofenou, resp. tvofenym peptid-polyesterovou soli,
obsahujici pfipadné volny polymer.

Takové riizné &astice mohou byt pfipraveny riznymi odliSnymi zpusoby, jakymi jsou sraZeni,
fazové separaini koacervace, suSeni rozpraSovanim a vymraZovaci rozpraSovani. Vyhodna
velikost &astic se pohybuje od 0,2 do 500 um a uvedené ¢éstice mohou byt injikovany ve formé
suspenze ve vhodném injek&nim nosici.

Obzvlasté u¢inné a uzitetné parenteralni farmaceutické formulace peptidovych u¢innych latek
mohou byt rovnéz pfipraveny ve formé roztoki u€inna latka—polyesterové soli, rovnéz pfipadné
obsahujicich volny polyester a rovnéz pfipadné obsahujicich dispergovanou nebo rozpusténou
volnou uéinnou latku, v rozpoustédle, které rozpousti volny polyester, aviak které nerozpousti
peptidy a jejich jednoduché soli, jakymi jsou napfiklad chloridy a acetaty.

Pfedmétem vynalezu je proto farmaceutickd kompozice s prolongovanym uvoliiovanim ¢inné
latky obsahujici peptidovou ucinnou latku a polyester, jejiz podstata spo¢iva v tom, Ze ma formu
roztoku obsahujiciho

a) bazickou peptidovou ucinnou latku vySe definovaného typu, majici molekulovou hmotnost
rovnou alespori 300 a vyhodné rovnou alespoii 800, pficemz tato bazicka peptidova u€inna
latka je ve formé& soli s polyesterem a tato stil obsahuje kation bazického peptidu a anion
polyesteru ukon&eného karboxylovou skupinou,

b) farmaceuticky ptijatelné organické rozpoustédlo, které je rozpoustédiem pro volny polyester
a které viak neni rozpoustédlem pro volny peptid,

c) prebytek polyesteru a piipadné
d) piebytek volné peptidové uginné latky v rozpusténé nebo koloidné dispergované formé.

Vhodnymi bazickymi peptidy a polyestery ukonéenymi karboxylovou skupinou jsou peptidy
a polyestery, které jiz byly definovany vySe, pfiCemz obzvlasté vyhodnymi peptidy jsou
syntetické vySe definované LHRH-analogy.

Vhodna farmaceuticky pfijatelna organicka rozpoustédla pro soli polyester—peptidova ucinna
latka, ve kterych je polyester zaloZzen na homo— a kopolymerech kyseliny mlé¢né a kyseliny
glykolové, jsou (nasledujici vytet nema omezujici charakter) benzylbenzoét, benzylalkohol,
ethyllaktat, glyceryltriacetat, estery kyseliny citronové, polyethylenglykoly s nizkou molekulo-
vou hmotnosti (niZ3i nez 1000), alkoxypolyethylenglykoly a polyethylenglykolacetaty a podobné,
pFi¢emZ vyhodnymi rozpoustédly jsou benzylbenzoat a benzylalkohol, zejména benzylbenzoat.

Jedingym poZadavkem kladenym na takové organické rozpoustédlo je, aby bylo farmaceuticky
prijatelné a aby v ném byla rozpustna polyester—peptidova sil. O tom, zda mé byt pouZito jediné
takové rozpouitédlo nebo zda ma byt pouzita smés takovych rozpoustédel a zda jsou pouZita
rozpoustédla vhodna, se lze presvédCit jednoduchy rutinnymi experimenty. Homo— a kopolymery
kyseliny mlé&né a kyseliny glykolové patii mezi nejpolarnéjsi a nejlipofilngjsi polyestery a tak se
nebudou rozpouitét v takovych organickych injekénich rozpoustédlech, jakymi jsou ethyloleét,
rostlinné oleje a ostatni lipofilni nosice, av8ak homo— a kopolymery na bazi lipofilnich mono-
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mert a komonomeri nebo lipofilnich hydroxy—kyselin, jakou je kyselina hydroxy—stearova, jsou
rozpustné v takovych lipofilnich injekénich nosicich.

Pomér peptidové Gc¢inné latky k polyesteru, pokud jde o pevné podily, které se rozpusti za vzniku
roztokové kompozice podle vynalezu, se bude pfirozené ménit v zavislosti na potenci peptidové

Ucinné latky, na charakteru pouzitého polyesteru a na pozadované periodé uvolfiovani peptidové
ucinné latky.

Vyhodna koncentrace peptidové latky se pohybuje od 0,1 do 30 % (hmotn./obj.). Obecné je
optimélni obsah ucinné latky zavisly na molekulové hmotnosti polyesteru a na jeho distribuci
molekulovych hmotnosti, na poZadované periodé uvoliiovani i&inné latky a na potenci peptidové
uginné latky. Je ziejmé, Ze v pripadé relativné mélo potentni i¢inné latky bude zapotiebi, aby tato
ucinna latka byla inkorporovana ve vyssi koncentraci.

Absorpce vody kompozici je dilezitym faktorem, pomoci kterého lze kontrolovat rychlost
hydrolytického St€peni polyesteru, pfi¢emz rychlost absorpce vody je do urité miry déna
obsahem ucinné latky v kompozici. V pfipadech, kdy je Zadouci dosahnout relativng rychlého
uvoliiovani ¢inné latky v pribéhu relativné kratké Casové periody, tzn. v prib&hu tii mésicd,
miize byt vhodné pouzit obsah 0¢inné peptidové latky rovny az 30 %.

Monomemni sloZeni kopolyesteru, napfiklad pomér laktidu ke glykolidu v laktid—glykolidovém
polyesteru, je rovnéZ dilezité pro stanoveni rychlosti degradace polyesteru a uvoliiovani
peptidové uinné latky. Doba trvani uvoliiovéani je rovnéz &astedné uréena hmotnostni stfedni
molekulovou hmotnosti polyesteru, avSak mnozstvi peptidové u&inné latky, které miZze byt
inkorporovano ve formé soli uinna latka—polyesteru, je ureno &iselnou stiedni molekulovou
hmotnosti. To znamena, Ze polydisperzita (tj. pom&r hmotnostni stfedni molekulové hmotnosti
k ¢iselné stredni molekulové hmotnosti) je dilezitym parametrem.

Tak pro doby trvani uvoliiovani peptidové G¢inné latky od jednoho do pé&ti mésict jsou vyhodné
kompozice obsahujici polyestery s hmotnostni stfedni molekulovou hmotnosti od 4000 do 20 000
s polydisperzitami od 1,2 do 2,2 a obsahy peptidové G¢inné latky od 0,1 do 30 %. Obecné plati,
Ze &im niZ§i je obsah u¢inné latky, tim niz$i musi byt hmotnostni stfedni molekulova hmotnost a
tim vyS$3i musi byt polydisperzita polyesteru. Pro delsi ¢asové periody uvoliiovani G&inné latky,
tj. pro periody od dvou do 3esti mésicl, je vyhodné pouzit obsahy peptidové i¢inné latky od 0,1
do 20 % a polyestery majici hmotnostni stfedni molekulové hmotnosti od 8000 do 20 000 a
polydisperzity od 1,5 do vice nez 2,2. Pro ¢asové periody uvoliiovani uginné latky delsi nez
6 mé&siclt jsou vyhodné obsahy peptidové ucinné latky od 0,1 do 10 % a polyestery majici
hmotnostni stftedni molekulové hmotnosti od 20 000 do 50 000 a polydisperzity vy33i nez 1,8.

Mira inkorporace celkového peptid—polyesterového pevného podilu v kompozici se bude
pfirozené ménit v zavislosti na potenci peptidové slozky, na poZadované &asové periodg,
v priib&hu které ma dochazet k uvoliiovani peptidové ucinné latky, na rozpustnosti viech pevnych
slozek ve zvoleném rozpoustédle a na objemu a viskozité roztokové kompozice, ktera ma byt
aplikovana.

Viskozita roztokové kompozice podle vynalezu je uréena molekulovou hmotnosti polyesteru
aobsahem peptidové ucinné latky. Obecn€ jsou roztoky obsahujici vice nez asi 40 %
(hmotn./obj.) smési soli peptidova 0Cinna latka—polyester, volné G&inné latky a volného
polymeru, kde polyester ma hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost vy33i nez 8 000, obtizné
aplikovatelné injekci kvili jejich viskozit€. Pro tyto polyestery jsou tedy vyhodné roztokové
kompozice sobsahem vySe uvedené smési men$im nebo rovnym 40 % (hmotn./obj.). Pro
roztokové kompozice obsahujici polyestery s hmotnostni stiedni molekulovou hmotnosti od asi
8000 do asi 20000 jsou vyhodné koncentrace vyse uvedené smési men$i nebo rovné
30 % (hmotn./obj.) a pro roztokové kompozice obsahujici polyestery s molekulovou hmotnostni
od asi 20 000 do asi 50 000 jsou vyhodné koncentrace niz$i nebo rovné 20 % (hmotn./obj.). Za

-18-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 292449 B6

urgitych okolnosti, napfiklad v pfipadé, kdy je zadouci injikovat kompozici za pouziti velmi
tenké jehly, mohou byt vyhodné roztoky s velmi nizkou viskozitou a uvedena koncentrace by
mohla byt sniZena na 2 % (hmotn./obj.) nebo by mohlo byt pouzito jeSté€ nizdi koncentrace,
pfiéemZ zde bude oviem rovnovaha mezi snizenim viskozity a zvySenim objemu, ktery ma byt
injikovan.

V ramci daldiho znaku vynélezu je zde poskytnut zpusob ptipravy kompozice podle vynélezu,
ktery zahrnuje:

1) rozpudténi dokonale promisené smési bazické peptidové ucinné latky a polyesteru ve
farmaceuticky pfijatelném rozpoustédle nebo

2) pomalé pridavani roztoku peptidové u¢inné latky v alkanolu obsahujicim 1 az 6 uhlikovych
atomii k roztoku polyesteru v rozpoustédle vhodném pro injekci, nacez se v pfipadg, Ze
alkanolové rozpoustédlo neni farmaceuticky pfijatelné pro injekci, toto rozpoustédlo
odstrani odpafenim, nebo v pfipadé, Ze toto alkanolové rozpoustédlo je farmaceuticky
prijatelné pro injekci, nemusi byt toto rozpoustédlo nezbytné odstranéno.

Dokonale promisend smés bazické peptidové ucinné latky a polyesteru, pouZitd pfi vySe
uvedeném zplisobu 1), se vyhodné ziska rozpousténim bazického peptidu a polyesteru v rozpous-
tédle nebo ve smési rozpoustédel, ktera jsou schopna rozpustit jak bazickou peptidovou G¢innou
latku, tak i polyester a ktera jsou schopna lyofilizace. Vhodnymi ptiklady takovych rozpoustédel
nebo rozpoustédlovych smési jsou ledova kyselina octova a smési dioxanu a vody. Nésleduje
lyofilizace takto ziskaného roztoku. Alternativné mohou byt obé& slozky rozpustény naptiklad
v dimethylsulfoxidu, nadeZ se rozpoustédlo odstrani.

Uvedena dokonale promisena sm&s muZe byt také ziskédna rozpust&nim peptidové GCinné latky
v hydroxylovém rozpoustédle, napiiklad v methanolu, a pfiddnim ziskaného roztoku k roztoku
polyesteru napfiklad v dichlormethanu, natez nasleduje odstranénim rozpoustédel napfiklad
odpatenim.

Alternativné miZe byt vodny roztok peptidové uéinné latky ve formé chloridové soli pfidan
k vodnému roztoku nebo disperzi sodné soli polyesteru, nafez se ziskana smés lyofilizuje za
vzniku smési soli peptidova G&inna latka—polyester a chloridu sodného. Posledné uvedena latka
miize byt pfipadn& odstran&na rozmichanim produktu v organickém rozpoustédle a odfiltrovanim
nerozpusténého chloridu sodného.

Pii zplisobu 1) miZe byt rozpousténi dokonale promisené smési ve farmaceuticky pfijatelném
rozpoustédle urychleno zahfivanim nebo/a michanim reak¢ni smési.

Pii zplisobu 2) je vhodnym alkanolovym rozpoustédlem pro peptid naptiklad methanol, ethanol
nebo propylen—1,2—diol.

Hlavni vyhodou farmaceutickych produktii s obsahem peptidové uginné latky ve formé roztoki
soli tvofené polyesterem a peptidovou U¢innou latkou, obsahujicich pfipadné volnou G¢innou
latku nebo/a volny polyester, je to, Ze pkiprava injikovatelného produktu ve sterilni formé pro
bezprostiedni pouZiti bez nutnosti pfedbézného sméSovani pfed podanim pacientovi mize byt
provedena za pouZiti sterilizujici filtrace. Tato filtrace je mnohem jednodussi zpracovatelskou
operaci nez sterilizace pevného nebo suspenzniho produktu. Alternativni zplsob pfipravy
sterilnich injikovatelnych roztoka spogiva v tom, Ze se rozpusti sterilni siil tvofena polyesterem
a peptidovou u&innou latkou, pfipadn& obsahujici volnou G¢innou latku nebo/a volny polyestere,
ve farmaceuticky pfijatelném organickém injekénim nosici.
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Jakkoliv jsou témito formulacemi pfevazné formulace pro parenterdlni podani, miZe byt stil
tvorfena polyesterem a cinnou latkou podle vynélezu pouzita i pro pfipravu peroralng aplikova-
telnych formulaci.

Zcela odlinym typem formulace, kterd muze byt injikovana nebo implantovéna podkozné, je
systém uvoliiujici GCinnou latku na bazi implantatd nebo smési riznych typd implantati. Tyto
systémy mohou byt pfipraveny ze soli tvofenych polyesterem a peptidovou G&innou latkou podie
vyndlezu, obsahujicich pfipadné volnou ucinnou latku nebo/a volny polyester, za pouziti
konvenénich technik pro zpracovéani polymeru v tavening, jakymi jsou (nésledujici vycet nema
omezujici charakter) vytladovani, lisovani a vstrikovaci tvafeni, p¥i kterych se pouZivaji zvy$ené
teploty (vyhodné niz3i nez 100 °C) za ucelem roztaveni soli tvofené polyesterem a G&innou
latkou pfi pfipravé implantatu. Priprava takovych implantati miZze byt provedena za aseptickych
podminek nebo mohou byt alternativné pfipravené implantaty nakonec sterilizovany ozafenim za
pouZiti (aviak nikoliv pouze) gama—paprskii nebo rentgenovych paprski. Tyto pevné davkovaci
formy mohou byt redukovany do partikularnich forem rozetfenim nebo rozemletim. Vyhodna
velikost takovych &astic se miize pohybovat od 1 do 500 um a tyto mikropartikularni uvolfiovaci
systémy (které nejsou ani mikrosférami ani mikrokapslemi) mohou byt suspendovany ve
vhodném konvenénim farmaceuticky pfijatelném injekénim nosici.

Uvedend zpracovani soli tvofené peptidovou W&innou latkou a polyesterem ilustruji
nejvyznamnéjsi a nejdulezit€jsi rozdil mezi fyzikalné—chemickymi a termodynamickymi vlast-
nostmi soli obsahujicich peptidovou G¢innou latku a polyester podle vynilezu a vlastnostmi
volnych peptidi a jednoduchych soli. Peptid-polyesterové soli totiz v mnoha piipadech taji
a tekou na rozdil od volnych peptidi a jejich soli. jakymi jsou chloridy a acetéty, které netaji a pti
zvysené teploté se rozkladaji.

Degradace polyesteri je ¢asteCné zavisla na jejich molekulové hmotnosti a polydisperzité. Je
samoziejmé, Zze aby mohlo dojit k uvedené degradaci pfevazné probihajici mechanismem
hydrolytického Stépeni esterovych skupin, musi polyester nebo farmaceutickd formulace
obsahujici polyester absorbovat vodu. U systému.. ve kterych matrice nebo membrana regulujici
uvoliiovani G¢inné latky obsahuje ¢aste¢né nebo zcela sul tvofenou peptidovou G&innou latkou
a polyesterem, bude vy33i absorpce vody regulaéni matrici toho degraduji kontinuélni matricové
faze nebo membrany obsahujici sil tvofenou polyesterem a ¢innou latkou jinym zptisobem nez
kontinualni matricové faze nebo membrany zalozené na samotném polyesteru. Je tieba chépat, Ze
rychlost difuze vody nebo fyziologickych tekutin do takovych polyesterovych matric nebo
membrén regulujicich uvoliiovani u€inné latky bude Easteéné regulovat rychlost degradace. Tato
difuze vody nebo fyziologickych tekutin je rovnéz urovana rozméry a tvarem formulace a tak
uvoliiovani G¢inné latky z kompozice obsahujici polymemi soli peptidi a polyesterd je rovnéz
zéavislé na t&chto faktorech.

Obzvlasté zajimavymi polyesterovymi slozkami peptid—polyesterovych soli podle vynélezu jsou
polyesterové slozky na bazi homo— nebo kopolymeri kyseliny miééné a kyseliny glykolové, kde
se kyselina mléna miZze vyskytovat vjedné nebo nékolika zjejich opticky aktivnich nebo
racemickych forem. Polyestery tohoto obecného typu jsou jiZ zndmé mnoho let a byly detailné
studovany vrlznych systémech sregulovanym uvolfiovanim G€inné latky (viz naptiklad:
»Controlled Release od Bioactive Agens from Lactide/Glycolic Polymers“, D. H. Lewis
v ,Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems®, vyd. M. Chasin a R. Langer, Marcel
Dekker).

Tak naptiklad v US 3 773 919 se uvadi velmi obecné, Ze lze pfipravit farmaceutické kompozice
s regulovanym uvoliiovanim 0¢inné latky na bazi laktidovych polyesterli nebo laktidovych
kopolyesteri obsahujici antimikrobialni polypeptidy. Avsak tyto zde popsané antimikrobialni
peptidy jsou neuspokojivé pro tvorbu polyesterové soli, nebot’ se bud’ vyskytuji jako sulfaty nebo
maji jiné vlastnosti, které inhibuji nebo brani vytvofeni soli tvofené polyesterem a peptidovou
acinnou létkou. A opravdu, jestlize se postupuje podle ptikladd provedeni uvedenych ve
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zminéném patentu, potom pfi miseni peptidové (Qinné latky bez ohledu na jeji charakter,
s polymerem za uvedené zvy3ené teploty dojde ke katastrofalnimu rozkladu peptidové G¢inné
latky.

Obdobné je v evropském patentu EP 25 698 uveden colistin jako jedna ze seznamu mnoha zde
uvedenych slouenin. které jsou idajné schopné formulace s polylaktidem, avSak i zde ma tato
sloudenina strukturni znaky, které brani tvorb& soli s koncovymi karboxylovymi skupinami
polyesteru. Colistin je farmaceuticky pouZivan pouze jako colistin-sulfat nebo colistin—
sulfomethat sodny piicemZ zadna z téchto forem neumoZiuje piipravu obojetné soli s polyestery
podle vynalezu. Dal3imi dokumenty spadajicimi do dosavadniho stavu techniky, které popisuji
pouZiti polypeptidi s biologicky odbouratelnymi polymery na bazi homo— a kopolymerl
kyseliny mlé¢né a kyseliny glykolové, jsou jiz vySe uvedené evropské patenty EP 52510,
EP 58 481, EP 145 240 a EP 190 833.

Agkoliv kopolymery kyseliny mlééné a kyseliny glykolové jsou znamé jiz mnoho let, nebyly
dosud v ramci dosavadniho stavu techniky brany v ivahu slozitost jejich struktury, pokud jde
o distribuci komonomernich jednotek a délku jejich naslednych sekvenci (vyskyt nékteré
individualni komonomerni jednotky, ktera se v kopolymeru opakuje, a jejiz opakovani je jin€ nez
nahodilé), a u¢inek takovych strukturnich variaci v pfipadé, ze jsou takové kopolymery pouzity
jako matrice regulujici uvolnovani G¢inné latky. Tato kopolymerni strukturu Casten€ urCuje jak
rozpustnost, tak i bobtnatelnost polymeru. Tato korelace byla poprvé oznamena Hutchinsonem
(evropsky patent 58 481, av3ak byla ifeji a do detailli prostudovana v ramci tohoto vynalezu.

Za uéelem ilustrace této skutenosti uvadi US 3 773 919 nékteré formulace s regulovanym
uvoliiovanim G&inné latky, obsahujici 50/50-kopolyestery kyseliny miééné a kyseliny glykolové,
které jsou rozpustné v benzenu a tento US patent je skuteéné specificky omezen (pokud jde
o kopolymery kyseliny mlééné a kyseliny glykolové) na takové polyestery, které jsou rozpustné
v benzenu. UZite¢nost téchto v benzenu rozpustnych kopolyesteri byla dile posilena jejich
specifickym' pouZitim popsanym vevropském patentu EP 52 510,. Nicmén€ drivéjsi
US 2703 316 (ktery mé stejného pfihlasovatele jako US 3 773 919) popisuje 50/50-laktido—
glykolidové kopolyestery, které jsou nerozpustné v benzenu. Vzhledem k tomu, ze oba uvedené
US patenty maji stejného majitele (duPont), 1ze z této skute¢nosti odvodit to, Ze v rimci vynalezu
narokovaném v posledné uvedeném US patentu bylo pouziti kopolymerii nerozpustnych
v benzenu v nékterych ohledech hor3i nez pouZiti polymerd, které jsou v benzenu rozpustné. Toto
tvrzeni je posileno evropskym patentovym spisem EP 52 510, které popisuje pouZiti pouze
kopolymerti z US 3 773 919, které jsou rozpustné v benzenu.

Dosavadni stav techniky s vyjimkou naSeho vlastniho evropského patentu EP 58 481 zatim
ignoroval G&inek, ktery mé struktura kopolyester kyseliny mlééné a kyseliny glykolové na
rozpustnost a odbouratelnost téchto kopolyesteri. Nyni bylo nové zjiSt€no, Ze v pfipad€
polyesterit se stejnou molekulovou hmotnosti a stejnou distribuci molekulovych hmotnosti ve
vétdiné piipadd plati nasledujici obecnd zavislost (pro polyestery, které jsou rozpustné
v chloroformu pfi teploté 25 °C):polyestery nerozpustné v benzenu degraduji rychleji neZ
polyestery, které jsou benzenem pouze nabobtnany a nikoliv rozpustény a takové benzenem
nabobtnatelné polyestery zase degraduji rychleji nez polyestery, které jsou volné rozpustné
v benzenu, coZ plati v pfipadé, ze odpovidajici degradatni experimenty jsou provadény ve
vodnych fyziologickych tekutindch nebo v pufru pfi pH 7,4 pfi 37 °C. Vzhledem k tomu je
k dosazeni kontinualniho uvoltfiovani peptidii z parenteralnich formulaci v pribéhu relativné
kratké ¢asové periody, tj. v pribéhu jednoho tydne az dvou mésicii, obzvlasté vhodné pouZzit
polyestery, které jsou nerozpustné v benzenu.

Pro kompozice, které mohou obsahovat od 0,1 az do 75 % (hmotn./obj.) peptidu je dale uvedena

rozvaha tykajici se polyesterové kompozice a jejich vztahli ke struktufe, viskozité a poly-
disperzité.
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. Pro pripravu soli tvofenych peptidovou u€innou latkou a polyesterem, které mohou byt

formulovany v souladu svyndlezem do systém pro kontinuédlni uvoliiovani u¢inné latky
v priibéhu ¢asové periody od jednoho tydne do dvou mésici, vyhodné maji takové v benzenu
rozpustné polyestery, které maji vyhodné normalni az Sirokou polydisperzitu, nasledujici
sloZeni: 60 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu)/ 40 % kyseliny mlé¢né (nebo laktidu) az asi
25 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu)/ 75 % kyseliny mlé&né (nebo laktidu), pfi¢emz takové
polyestery maji vyhodné vnitini viskozitu 1 % (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pii teploté
25°C od 0,08 do 4,0 dl/g.

Vhodnou volbou parametrii polyesteril, v€etné molekulové hmotnosti a distribuce molekulovych
hmotnosti, je rovnéZz mozné dosahnout kontinualniho uvoliiovani polypeptidi v priibéhu asové
periody jednoho tydne az dvou mésicli z formulaci podle vynalezu za pouZiti homopolymeru
Kyseliny polymlé&né nebo kopolyesterti majicich molarni sloZeni: 35 % kyseliny glykolové (nebo
glykolidu) / 65 % kyseliny mlééné (nebo laktidu) az 10 % kyseliny glykolové (nebo glykoli-
du) / 90 % kyseliny mlé¢né (nebo laktidu), které jsou rozpustné v benzenu, maji vnitini viskozitu
1% roztoku v chloroformu pfi teploté 25 °C od 0,08 do 0,5 di/g a maji izkou aZ Sirokou poly-
disperzitu.

Kontinualniho uvoliiovani peptidi z formulaci podle vynalezu v priib&hu dalsi asové periody,
tj. v prib&hu 2 az 6 mésicli, mize byt dosazeno za pouziti homopolymeru kyseliny polymlééné
nebo kopolyesteri majicich molarni sloZeni: 35 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu) / 65 %
kyseliny mlé¢né (nebo laktidu) az 0 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu)/ 100 % kyseliny
mlééné (nebo laktidu), které jsou rozpustné v benzenu, maji vnitini viskozitu 1% roztoku
(hmotn./obj.) v chloroformu pfi teploté 25 °C od 0,08 do 0,8 dl/g a maji izkou aZ Sirokou poly-
disperzitu.

Kontinualniho uvolfiovani z formulaci podle vynalezu v prib&hu velmi dlouhé &asové periody,
tj. Casové periody do dvou let, mize byt dosazeno za pouziti homopolymeru kyseliny polymlé¢né
nebo kopolyesterii majici molarni slozeni: 25 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu)/ 75 % -
kyseliny mlé¢né (nebo laktidu) az 0 % kyseliny glykolové (nebo glykolidu)/ 100 % kyseliny
mlééné (nebo laktidu), které jsou rozpustné v benzenu, maji vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.)
roztoku v chloroformu pfi teploté 25 °C od 0,2 do 4,0 dl/g a normalni az vysokou polydisperzitu.

Casovaného nebo pulzniho uvoliiovani (s indukéni periodou pted vlastnim uvoliiovanim) nebo
diskontinualniho uvoliiovani (nejdfive uplyne prvotni fiaze uvoliiovani, kterad je nasledovana
periodou, v pribéhu které nedochazi k uvoliiovani Gginné latky nebo dochazi pouze k nedin-
nému uvoliiovani G¢inné latky, nacez nasleduje sekundarni faze uvoltiovani) v prubéhu relativné
kratké asové periody, tj. v pribéhu az 2 mésicli, miize byt dosaZeno pouZitim formulace podle
vynalezu, obsahujici v benzenu nerozpustné polymery, které maji iizkou aZ nejpravdépodobné&;jsi
distribuci molekulové hmotnosti a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pfi
teploté 25 °C od 0,3 do 4,0 dl/g.

Jesté dalsim znakem vynalezu, ktery je novy a ktery odliSuje vynalez od viech ostatnich dfive
popsanych systémi s regulovanym uvoliiovanim ¢inné latky zaloZenych na polyesterech nebo
kopolyesterech, a ktery dale reguluje rychlost uvolfiovani, je mira inkorporace peptidu ve formé
polyesterové soli (pfipadné v pfitomnosti volné i¢inné latky nebo/a volného polymeru). Tento
daldi regulani znak se zcela odliSuje od parametri, které maji za nasledek zvySenou rychlost
uvoliiovani ve vétSiné konvencnich systémi s regulovanym uvolfiovanim u¢inné latky na bazi
polyesterli, které jsou smérovany na uvoliiovani vysoce lipofilnich G€innych latek majicich
relativné nizkou rozpustnost ve vodé€, jakymi jsou steroidy. V téchto pfipadech lze pfi rostouci
mife inkorporace ¢inné latky obecné pozorovat rostouci rychlost uvoliiovani a to dokonce tehdy,
kdy je redukovana absorpce vody takového systému v disledku rostouciho fazového objemu
lipofilni G¢inné latky. Ve skute¢nosti jsou takové zvySené rychlosti uvoliiovani uéinnych latek,
jakymi jsou steroidy zavislé na icinné latce zachovavajici si svou termodynamickou identitu a na
jednoduché Fickianové difuzni kinetice (viz Baker a Lonsdale, jiZ citovano). to znamena, Ze
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v pfipadé O&innych latek, jakymi jsou steroidy, srostoucim obsahem ulinné latky a za
ptedpokladu, Ze lipofilni U€inni latka je do ur¢ité miry rozpustné v lipofilnim polymeru, vzrista
i rychlost samotné Fickianovy difuze.

Ke zcela odli$né situaci v3ak dochézi u produktt podle vynélezu. Nyni bylo zji§téno, ze hlavnim
mechanismem degradace polyesterti a kopolyestert je hydrolyza esterovych skupin a rychlost,
kterou tato hydrolyza probiha je zavisla na absorpci vody (viz Pitt a Thong-wei Gu, J. Controlled
Release, 4,283-292 (1987); Hutchinson and Furr, tamtéz, 13,279-294 (1990)). Peptidy jsou
hydrofilni a jejich tvorba soli s polyestery probiha za vzniku faze obsahujici sil tvofenou
polyesterem a u¢innou latkou, kterd ma vy3si absorpci vody nez samotny polyester. To znamena,
Ze polyesterovy fetézec v této soli miize degradovat rychleji nez samotny volny polyester, ktery
ma obdobné slozeni, obdobnou molekulovou hmotnost a obdobnou polydisperzitu. Uvoliiovani
peptidu je silné zavislé na degradaci a uvolilovani G€inné latky je tudiz Casteéné fizeno jak mirou
inkorporace soli tvofené polyesterem a peptidovou Gcinnou latkou v kompozici, tak mnozstvim
peptidu v uvedené soli. Pro polyestery nebo kopolyestery majici stejné sloZeni a stejnou strukturu
ma vzrust jednoho z téchto dvou parametri za nasledek zvySenou rychlost uvoliiovani ucinné
latky, coz muze zase za uritych okolnosti zkratit ¢asovou periodu, které je ucinnd litka
uvoltiovana. Mira inkorporace peptidové u¢inné latky bud’ v soli tvofené polyesterem a i¢innou
latkou nebo v kombinaci tvofené soli polyester—i¢inna latka a volnym peptidem vyhodné ¢ini od
0,1 % do 75 % hmotnosti ve formulaci obsahujici polyester a G€innou latku.

Obsah peptidové ucinné latky v kompozici podle vynalezu a jeho variace s molekulovou
hmotnosti a polydisperzitou polyesteru jsou diskutovany v dali ¢asti popisu. Pro kontinualni
uvoliiovani peptidu v pribéhu velmi dlouhych €asovych period, tj. v pribéhu az 2 let, jsou
vyhodné nizké miry inkorporace u¢inné latky od 1,0 do 20 % hmotnosti a to za pouziti
polyestert, které maji vyhodné hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost 20 000 nebo vy33i
a polydisperzitu vy$8i nez 2,2 a vyhodné€ vy33i nez 3,5. Tyto parametry pro velmi dlouhou dobu
uvoliiovani G¢inné latky rovn€z zavisi Eastené na ostatnich parametrech formulace s obsahem
uéinné latky, jakymi jsou sloZeni komonomert, struktura rozpustnost/nerozpustnost v benzenu
a geometrie a rozméry davkovaci formy. Polyester s hmotnostni stfedni molekulovou hmotnosti
asi 20 000 ma vnitini viskozitu asi 0,2 a to v zavislosti na jeho struktufe, slozeni a polydisperzits.

Pro kontinuélni uvoliiovani G¢inné latky v pribéhu relativné dlouhé &asové periody, tj. v pribéhu
aZ 6 mésicl, se vyhodna mira inkorporace peptidové uginné latky pohybuje od 0,5 do 35 %
hmotnosti a to za pouziti polyesteri nebo kopolyesterti majicich hmotnostni stfedni molekulovou
hmotnost vyhodné rovnou 10 000 nebo jesté vyssi a polydisperzitu vy$si nez 1,8 a vyhodné vy3si
neZ 2,2 v zavislosti na viech ostatnich parametrech, jakymi jsou sloZeni, struktura, rozpustnost/-
nerozpustnost v benzenu a geometrie a rozméry davkovacich forem.

Pro kontinualni uvoliiovani Gcinné latky v pribéhu relativné kratkych cEasovych period,
tj. v prabéhu az dvou mésictli, se vyhodna mira inkorporace peptidové i¢inné latky pohybuje od
0,1 do 75% hmotnosti a to za pouZiti polyesterd majicich vyhodné hmotnostni stfedni
molekulovou hmotnost rovnou 2000 nebo jesté vyssi a polydisperzitu vy$si nez 1,25 v zavislosti
na viech ostatnich parametrech, jakymi jsou sloZeni, struktura, rozpustnost/nerozpustnost
v benzenu a geometrie a rozméry davkovacich forem.

Dal3im parametrem, ktery déale reguluje uvoliiovani peptidové u€inné latky z formulaci podle
vynélezu a ktery je nepfitomen u systému s regulovanym uvoliiovanim G¢inné latky, néleZejicich
do dosavadniho stavu techniky a zaloZzenych na homo— a kopolymerech kyseliny mlééné
a kyseliny glykolové, je funkénost peptidu, pokud jde o pocet bazickych skupin, jakymi jsou
argininové a lysinové zbytky, v molekule peptidové uc€inné latky a funkénost polyesteru nebo
kopolyesteru, pokud jde o stfedni podet karboxylovych skupin obsaZenych v primémém
polymernim nebo kopolymernim fet&zci. Obecné pro kontinualni uvoliiovani peptidové (i€inné
latky plati, ze ¢im vy3$Si je mira takové polyfunkéni interakce v polyelektrolytickém komplexu
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peptid—polyester, tim vy$$i musi byt polydisperzita. Na rozdil od toho jsou pro diskontinualni
nebo pulzni uvoliiovani G€inné latky zadouci polydisperzity niZ3i nez 2,2.

Jednim z relativn€ fidkych pfipad vzijemné slucitelnosti nebo rozpustnosti dvou polymernich
typld majicich odlidné chemické struktury jsou smési polyesterii zalozenych na homo~ nebo
kopolymerech kyseliny mlééné a kyseliny glykolové s nizkomolekularnimi polyoxyethyleny
a zejména s nizkomolekularnimi polyethylenglykoly. Tato slugitelnost byla zhodnocena v solich
tvofenych polyesterem a peptidovou u&innou latkou a v jejich kompozicich podle vynalezu
novym a neoCekavatelnym zplisobem. Je zndmo, Ze nékteré farmakologicky u&inné peptidy
mohou byt ,pegylovany“, tj. konjugovany s polyethylenglykolem nebo alkoxypolyethylen-
glykolem takovym zplisobem, Ze si peptid zachova svou farmakologickou u&innost. Pritomnost
konjugovaného polyoxyethylenového fetézce v molekule pegylovaného peptidu &ini pegylovany
peptid ¢aste¢né kompatibilnim s polyesterem nebo kopolyesterem.

Za predpokladu, Ze zbyvajici lysinové nebo argininové zbytky v pegylovém peptidu se vyskytuji
ve form& soli slabych kyselin, usnadiiuje tato sluditelnost piipravu soli tvofené polyesterem
a peptidovou ucinnou latkou a predstavuje dalsi regulaéni prvek uvolfiovani G¢inné latky. Rovnéz
uzitetné jsou farmakologicky uinné konjugity peptidi s ostatnimi ve vod& rozpustnymi
polymery, jakymi jsou polysacharidy, syntetické polypeptidy a polyvinylpyrrolidon, aviak tyto
konjugaty jsou mén€ vyhodné, nebot’” Zzadny ztéchto ve vodé rozpustnych polymerl neni
rozpustny v polyesteru nebo kopolyesteru nebo neni s témito polyestery slugitelny.

Tento vynélez Ize vyhodné pouZit v souvislosti s farmakologicky u€innymi latkami obsahujicimi
bazické funkéni skupiny. Nicméné¢ muze byt také pouzit v pfipadé peptidd, které jsou
farmakologicky G¢inné a které jsou bud’ neutralni nebo maji tendenci existovat ve velké mife
Jjako polyanionty (polypeptidy majici pfebytek karboxylovych skupin).

V prvnim z téchto pfipadi (farmakologicky uéinny neutralni polypeptid neobsahujici ani kyselé
ani zasadité zbytky) se pouzije stil syntetického polypeptidu, kterd obsahuje bazické funkeni
skupiny a ktera je farmakologicky neucinn4, a polyester. Takova siil farmakologicky nea¢inného
syntetického polypeptidu a polyesteru nebo kopolyesteru je rovnéz obojetna a pisobi tudiz jako
dispergacni ¢inidlo pfi solubilizaci nebo koloidnim dispergovani farmakologicky &inného, aviak
neutralniho peptidu v organické fazi.

Ve druhém z uvedenych pripadi (kdy farmakologicky iginny polypeptid obsahuje zbytkové
karboxylové funkéni skupiny) se pouZije siil syntetického polypeptidu majiciho alespofi dvé
bazické skupiny v syntetickém polypeptidovém fetézci, pfi¢emZ tento polypeptid je
farmakologicky nedCinny, a polyesteru nebo kopolyesteru. V tomto druhém ptipadé je v soli
syntetického polypeptidu a polyesteru koncentrace bazickych funkénich skupin v soli vy33i nez
koncentrace karboxylovych skupin v kyselém, farmakologicky u¢inném peptidu. Tento prebytek
bazickych funkénich skupin v soli miize mit potom za nasledek dalsi tvorbu soli s karboxylovymi
skupinami kyselého farmakologicky tG¢inného peptidu. Rezultujici komplexni soli mohou byt
potom rozpustény nebo dispergovany v organickém rozpoustédle nebo v organické fazi, které,
popf. kterd je normélné totdlnim ne-rozpousStédlem pro pouZity peptid, aviak kterd je
rozpoustédlem pro polyester nebo kopolyester, a to zpisobem popsanym vy3e pro ostatni
polyester—peptidové soli.

ProtoZze soli peptidi obsahujici bazické funkéni skupiny s polyestery nebo kopolyestery
obsahujicimi karboxylové funk&ni skupiny jsou obojetné, mohou byt jejich povrchové aktivni
vlastnosti vyuzity k usnadnéni dispergovani jinych hydrofilnich u&innych latek nebo vodnych
suspenzi takovych u¢innych latek v organickém rozpoustédle nebo organické fazi, obsahujicim,
popf. obsahujici polyester—peptidovou sil. PouzZiti takovych obojetnych soli peptidi s polyestery
nebo kopolyestery ve funkci dispergacnich nebo solubilizaénich &inidel predstavuje dalsi znak
vynilezu.
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V nasledujici &asti popisu bude vynalez blize objasnén pomoci konkrétnich ptipadi jeho
provedeni, pti¢emz tyto priklady maji pouze ilustratni charakter a nikterak neomezuji rozsah
vynalezu, ktery je jednoznaéné¢ definovan formulaci patentovvch narokd.

Priklady provedeni vynalezu

Meéfeni viskozit a jejich vztah k riznym stfednim molekulovym hmotnostem jsou diskutovany
v Sorensen a Campbel, ,,Preparative Methods of Polymer Chemistry, 2. vyd., 1968, Interscience
Division of John Wiley, str.43-50. V déle popsanych piikladech byl pouzit Ubbelohdeiv
viskozimetr, vykazujici dobu pritok pro samotny chloroform asi 100 sekund. jako rozpoustédlo
byl pouzit chloroform, nebot' chloroform rozpousti v udaném rozmezi sloZeni jak ve vodé
rozpustné, tak i ve vodé nerozpustné polymery.

Molekulové hmotnosti a distribuce molekulovych hmotnosti polyesteri popsanych v této
pfihlasce a majicich molekulovou hmotnost vyssi asi 20 000, byly stanoveny dimenzné—exluzivni
chromatografii vzhledem k polystyrenovym standardim za pouziti 3 x 30 cm smésnych B-kolon
(PL Gel, 10 pm, Polymer Laboratoires, Church Stretton, Shropshire, GB), zapojenych do sérii
avybavenych 10 um zajidtovaci kolonou. Jako rozpoustédlo byl pouzit tetrahydrofuran
s nominalnim pritokem pfi teploté 25 °C 1 ml za minutu. Molekularni hmotnostni charakteristiky
byly vypodteny za pouziti GPC-sofwarzu Data Analysis Package Perkin—Elmer 7700
Professional Computer.

Pro méfeni molekulové hmotnosti nizi nez asi 20 000 nepfedstavuje uvedena dimenze—exkluzni
chromatografie vyhodnou metodou pro stanoveni molekulové hmotnosti a namisto ni mize byt
pouzita nevodna potenciometricka titrace za Gfelem ziskani bud’ molekulové hmotnosti nebo
ekvivalentni hmotnosti polyesteru pfimym meéfenim obsahu karboxylové kyseliny v polyesteru
nebo kopolyesteru. Nevodné potenciometrické titrace se obecné provadi za pouziti znamé
hmotnosti polyesteru nebo kopolyesteru rozpusténého v acetonu obsahujicim 10 % objemu vody.
Titrace se provadi za pouZiti ziedénych roztokdi hydroxidu sodného a za pouziti zafizeni
dodaného firmou Radiometer (Kodaii, Déansko). Toto zafizeni sestava z titratoru (TTT 80)
a autobyrety (ABU 80), pH-metru a elektrody Russel CMAWK. Priibéh titrace se vynasi na
zafizeni Servograpg (REC 80), pfi¢emz molekulova hmotnost polymeru je rovna

wx 1000 x f

b

vxn
kde

znamena hmotnost pouzitého polymeru,

znamena stiedni pocet karboxylovych skupin v polymernim fetézci,
znamena objem pouZzitého roztoku hydroxidu sodného a

normalitu pouZitého roztoku hydroxidu sodného.

S5 < ™ o3

Priklad 1

Goserelin—acetat (100,6 mg, toto mnozstvi je ekvivalentni asi 86 mg peptidu ve formé volné
béze) a D,L~laktid/glykolidovy kopolymer (300,3 mg, 50/50 mol. %), obsahujici jednu koncovou
karboxylovou kyselinu na kazdy polymerni fetézce a majici hmotnosti stfedni molekulovou
hmotnost 4300 a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pfi teploté 25 °C
0,08 dl/g, pticemz tento kopolymer je rozpustny v benzenu, se rozpusti v ledové kyselin€ octové
prosté anhydridu (3 ml). Takto ziskany roztok G¢inné latky a polymeru v kyseliné octové se
potom po kapkach pfida ke kapalnému dusiku a zmrazené kapicky se lyofilizuji za vakua po
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dobu 24 hodin. Lyofilizovany produkt se potom dosudi za vakua pfi teploté¢ 50 °C po dobu
24 hodin za vzniku smési tvofené polyesterem a G&innou latkou, kterd nominalné obsahuje asi
25 % hmotnosti goserelin-acetatu (toto mnozstvi je ekvivalentni asi 22,3 % hmotnosti peptidu ve
formé volné baze).

Vysu3ena smés polyesteru a u¢inné latky (400 mg) se ptida k dichlormethanu a objem se doplni
na 4 ml. Nejdrive se ziska zakalena koloidni smés, pficemz v prib&hu jedné hodiny se tato smés
postupné vy¢ifi za vzniku ¢irého roztoku. Tento roztok se odlije do tvaru folie, ktera se ponecha
vyschnout pfi okolni teploté po dobu asi 6 hodin a potom jesté po dobu 20 hodin pfi teploté 50 °C
a za hlubokého vakua. Ziska se Ciry transparentni folie obsahujici sl r=tvofenou polyesterem
a ucinnou latkou.

i)  Takto ziskana &ira transparentni folie (100 mg) se roztavi a tlakové tvaruje pfi teploté 80 °C
za vzniku transparentni folie o tloust’ce asi 0,02 cm. Po ponofeni do vody teplé 37 °C po dobu
24 hodin vzroste hmotnost hydratované folie tvofené u¢innou latkou a polymerem na 225 mg. Na
rozdil od toho vzroste hmotnost stejné zpracovaného samotného polyesteru (100 mg) pouze na
126 mg a folie obsahujici pouhou smés goserelin-acetatu (25 mg) a polymeru (75 mg)
(ptipravena pfidanim G¢inné latky k roztoku polymeru v dichlormethanu, odstranénim rozpous-
tédla a lisovanim ziskaného materialu za vzniku félie majici tloustku asi 0,02cm) ma hmotnost
po 24 hodinovém ponoteni do vody teplé 37 °C pouze 137 mg. Z tohoto experimentu je ziejmé,
Ze kompozice obsahujici siil tvofenou polyesterem a uéinnou latkou je vyrazné hydrofilngj$i a ma
vy33i absorpci vody nez samotny polyester a nez pouha smés G¢inné latky a polyesteru.

V ramci uvedené pouhé smési Gcinné latky a polymeru v dichlormethanu nevykazuje uinna
latka naznak rozpousténi dokonce ani po 1 mésici a kdyz se vysusi a vylisuje, poskytuje tato
smés opakni félii. Nicméné v dalSim experimentu se vySe uvedenym zpisobem ziskani &ira
transparentni félie (100 mg) rozpusti v dichlomethanu (1 ml) za vzniku &irého transparentniho
roztoku polyesteru a drogy. K tomuto roztoku se pfida kyselina trifluoroctova (50 pl) a ziskana
smés se intenzivné micha. V podstaté bezprostfedné zde dochazi k vysraZeni goserelinu ve formé
trifluoracetatové soli.

Tyto dva experimenty ukazuji, ze ¢iré transparentni folie, obsahujici sil tvofenou polyesterem
a u¢innou latkou a ziskana vySe uvedenym zpiisobem, miZe byt zpracovana na tvarovany systém
s regulovanym uvoliiovanim ¢inné latky za pouziti konvenéniho zpracovani polymerni taveniny.
Kromé toho tento produkt fakticky neobsahuje kyselinu octovou ani acetatovy anion a Gcinna
laitka musi takto existovat ve formé polyesterové soli. K tvorb¢ soli tvofené polyesterem
a i¢innou latkou dochézi proto, Ze koncové skupiny kyseliny mlééné nebo kyseliny glykolové na
kopolymeru jsou siln€j$imi kyselinami nez kyselina octova a slabsi kyselina je vytésnéna
polymerem. Polymerni karboxylova kyselina v soli tvofené polyesterem a G&innou latkou
a rozpustné v dichlormethanu mize byt zase vyt€snéna mnohem siln&jsi karboxylovou kyselinou,
jakou je kyselina trifluoroctova. V pfipadé, Ze k tomu dojde, vznikne trifluoracetatova sl
peptidu, ktera se vysrazi, jelikoz neni rozpustna v dichlormethanu.

ii) Cira transparentni folie ziskana vy$e uvedenym zpiisobem (50 mg) a obsahujici sil tvofenou
polyesterem a ucinnou latkou se tvaruje do tvaru folie majici tloustku 0,02 cm. Tento film se
potom inkubuje v pufrované solance (obsahujici 0,02 % azidu sodného) pii pH 7,4 a teploté
37°C, pricemz se pufrovany roztok periodicky analyzuje ultrafialovym zifenim za Gcelem
stanoven uvolnéného mnoZstvi goserelinu. Tento tvarovany produkt uvoliioval plynule goserelin
vpribéhu asi 2tydnd a v pribéhu tfetiho tydne fakticky doslo kjeho uplné degradaci
a k vymizeni z inkubaéniho prostiedi.

Tento experiment demonstruje pouZitelnost polymert s velmi nizkou molekulovou hmotnosti
a nerozpustnych v benzenu pro uvoliiovani G¢inné latky v pribéhu velmi kratkého &asového
intervalu.
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Obdobné tvarované formulace mohou byt pripraveny nahrazenim goserelin—acetitu bud’
pfirozen& se vyskytujicimi hormony uvolfiujicimi gonadotrofin nebo daldimi vysoce potentnimi
syntetickymi analogy (agonisté nebo antagonisté) hormonu uvoliiujiciho gonadotrofin, jakymi
jsou pryptorelin, leuprorelin, buserelin a nafarelin, vyhodné ve formé acetatovych soli nebo soli
s dal§imi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dal§im hormonem, ktery reguluje sekreci
intaktniho gonadotrofinu nebo obou gonadotrofinovych podjednotek.

Piklad 2

Ciry transparentni foliovy produkt ziskany ve vy$e uvedeném ptikladu 1 (100 mg) a D,L-laktid/-
glykolidovy kopolymer (molarni zastoupeni 50/50, 1,05g), ktery ma hmotnostni stfedni
molekulovou hmotnost 121 000 a vnitini viskozitu 1% (hmont./obj.) roztoku v chloroformu pfi
teploté 25 °C 0,84 dl/g a ktery je nerozpustny v benzenu, se rozpusti v dichlormethanu (100 mi).
Ziskany roztok se intenzivné micha pfi rychlosti michadla 1000 otagek za minutu a v prabéhu
jedné hodiny se pomalu pfida silikonovy olej (50 ml) za ulelem vysraZeni jak soli tvofené
polyesterem a Géinnou latkou, tak i volného polyesteru. Po jedné hodin& se ¢astedné vysrazena
smés soli tvofené polyesterem a G¢innou latkou, volného polyesteru, silikonového oleje a dichlor-
methanu pfida k intenzivné michanému hexanu (2 litry) za GCelem vytvrzeni mikrogastic soli
tvofené polyesterem a ucinnou latkou a volného polyesteru. Tato smés se michd po dobu dvou
hodin, nacez se ponecha usadit a hexanova vrstva se odlije. Mikro&astice (obsahujici asi 1,95 %
hmotnosti goserelinu ve formé& volné baze) se tiikrat promyji Cerstvym hexanem (500 ml)
a nakonec se izoluji filtraci a vysusi pfi teploté 35 °C za hlubokého vakua v prib&hu 24 hodin.
Stedni velikost pfiblizné sférickych mikro€astic, které obsahuji roztok soli tvofené polyesterem
a i¢innou latkou, je rovna asi 30 pm.

Cast tohoto produktu (250 ml) se inkubuje ve fosfatem pufrované solance (obsahujici 0,02 %
azidu sodného) pti pH 7,4 a teplot& 37 °C, pfi¢emz se pufrovany roztok periodicky analyzuje
ultrafialovym zafenim za U¢elem stanoveni mnoZstvi uvolnéného goserelinu. Uvedené mikro-
astice uvolituji G&innou latku po dobu asi péti tydnd, pficemz béhem sedmého tydne zcela
vymizi z inkuba¢niho prostiedi.

Polymemi kompozice pouZita pfi tomto experimentu je tvofena smési dvou kopolymeri stejného
laktido-glykolidového sloZeni, které viak maji znaéné odli¥né molekulové hmotnosti a které ve
formé vyse uvedené smési jsou nerozpustné v benzenu a maji hmotnostni stfedni molekulovou
hmotnost 108 000, d polydisperzitu 5,1 a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloro-
formu pti teplot& 25 °C rovnou 0,72 dl/g.

Tyto experimenty ilustruji pouzitelnost v benzenu nerozpustnych polyesterd, majicich vysokou
molekulovou hmotnost a vysokou polydisperzitu, pro uvolfiovani goserelinu v priibéhu relativné
kratké ¢asové periody 5 az 7 tydnt.

Obdobné mikropartikularni formulace mohou byt pfipraveny nahrazenim goserelin—acetatu bud’
piirozené se vyskytujicimi analogy hormoni uvoliiujicich gonadotrofin nebo daldimi vysoce
potentnimi syntetickymi analogy (agonisté nebo antagonisté) hormonu uvoliiujiciho gonado-
trofin, jakymi jsou tryptorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve formé acetéto-
vych soli nebo soli s dal§imi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dalsim polypeptidovym
hormonem, ktery reguluje nebo moduluje sekreci intaktnich gonadotrofinti nebo obou individual-
nich gonadotrofinovych podjednotek.

Priklad 3

Goserelin—acetat (101 mg, toto mnozstvi je ekvivalentni asi 86 mg goserelinu ve formé& volné
baze) a kyselina poly-D,L-mléEna (100 mol. %, 299,7 mg), ktera je rozpustna v benzenu a ma
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hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost rovnou asi 5400, vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.)
roztoku v chloroformu pfi teploté 25 °C rovnou 0,08 dl/g a polydisperzitu rovnou 1,8, se rozpusti
v ledové kyseliné octové (4 ml) prosté anhydridu. Ziskany roztok goserelinu a polyesteru
v kyselin€ octové se po kapkach prida ke kapalnému dusiku, naleZ se zmrazené kapicky izoluji
a lyofilizuji za vakua po dobu 24 hodin a potom se dosusi pfi teploté 55 °C po dobu 24 hodin.

1)  Ziskany vysuSeny produkt se pfida k dichlormethanu (4 ml) za vzniku zprvu zakalené smési,

Jjejiz zakal se rychle rozpousti za vzniku ¢irého roztoku, ktery se zfiltruje skrze 0,2 pm nylonovy
sterilizujici filtr.

Tento experiment ukazuje, Ze roztoky polyesterové soli goserelinu mohou byt sterilizatné
zfiltrovany a to na rozdil od smési nebo disperzi pouhych soli G¢inné latky v organickém roztoku
polyesteru.

ii) K ¢irému dichlormethanovému roztoku (1 ml), ziskanému ve vy$e uvedenému stupni i) se za
intenzivniho michani ptida kyselina trifluoroctova (50 pl). Dochézi k bezprostiednimu vysraZeni
goserelinu ve formé jeho trifluoracetatové soli, coz ukazuje, Ze goserelin byl pfitomen v dichlor-
methanovém roztoku ve forme soli s polyesterem ukonéenym karboxylovou skupinou.

Obdobné sterilni roztokové formulace mohou byt ptipraveny nahrazenim goserelin—acetatu bud’
pfirozené se vyskytujicimi hormony uvoliiujicimi gonadotrofin nebo daldimi vysoce potentnimi
syntetickymi analogy (agonisté nebo antagonisté) hormonu uvoliiujiciho gonadotrofin, jakymi
tryptorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve form& acetitovych soli nebo soli
s dal$imi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dal§im polypeptidovym hormonem, ktery
reguluje nebo moduluje sekreci intaktnich gonadotrofinii nebo obou individudlnich gonado-
trofinovych podjednotek.

Priklad 4

Dichlormethanovy roztok goserelin—polyester ziskany v piikladu 3 (2 ml) se zfedi vétSim
mnozstvim dichlormethanu a doplni na 10 ml. Tento roztok se nasttikuje do intenzivné michané-
ho hexanu (1 litr) za vzniku mikro¢astic, které maji po izolaci a vysuSeni za vakua pfi teploté
45 °C po dobu 24 hodin velikost asi 2 pm az asi 30 pm a primérnou velikost ¢astic rovnou asi
10 pm. Obsah goserelinu v téchto mikroéasticich je ekvivalentni obsahu volné baze asi 22 %.

Tyto mikroéastice se inkubuji ve fosfatem pufrované solance pti pH 7,4 a teploté 37 °C, pfiemz
supernatant se periodicky analyzuje ultrafialovym svétlem na obsah goserelinu. Goserelin byl
uvoliiovan kontinualng, pfi¢emz toho uvolfiovani bylo v podstaté ukoneno vasi 8.tydnu,
zatimco v 11. tydnu mikrocastice zcela degradovaly a vymizely z inkubaéniho prostfedi. Tento
experiment ukazuje pouZitelnost v benzenu rozpustnych polyesterti s velmi nizkou molekulovou
hmotnosti pro zajisténi uvoliiovani ucinné latky v prab&hu asi dvou mésici.

JestliZe se ve pfi vySe uvedenych experimentech goserelin—acetat nahradi trifluoracetatovou soli,
potom se neziska ¢iry roztok, aviak namisto toho obsahuje polyesterovy roztok v dichlormethanu
v podstaté disperzi goserelin-trifluoracetatu. Tato smés neprochazi skrze 0,2 pum Afiltr
a v disledku toho nemiiZe byt ani sterilizaéné filtrovana, pfi¢emz tato disperze goserelin—trifluor-
acetatu v polyesterovém roztoku poskytuje pFi nastfikdni do michaného hexanu nikoliv
mikrocastice, nybrz srazenou vlotkovitou hmotu.

Goserelin—polyesterova stil ma tedy vlastnosti, které ji ¢ini mnohem snadnéji formulovatelnou do

tvaru mikro€astic, nez je tomu v pfipadé smési pouhé jednoduché soli v roztoku polymeru
s velmi nizkou molekulovou hmotnosti.
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Obdobné mikro¢astice mohou byt pfipraveny nahrazenim goserelin—acetatu bud’ pfirozené se
vyskytujicimi hormony uvoliiujicimi gonadotrofin nebo jinymi vysoce potentnimi syntetickymi
analogy (agonisté nebo antagonisté) hormonu uvoliujiciho gonadotrofin, jakymi jsou tryptorelin,
leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve formé acetatovych soli nebo soli s dal$imi
slabymi kyselinami, nebo libovolnym peptidovym hormonem, ktery reguluje nebo moduluje
sekreci intaktnich gonadotrofini nebo obou individualnich gonadotrofinovych podjednotek.

Priklad §

Goserelin—acetat (304 mg, toto mnoZstvi je ekvivalentni asi 248 mg goserelinu ve formé volné
baze) a kyselina poly-D,L-mlééna (102 mg, 100 mol. %), kterA ma hmotnostni stfedni
molekulovou hmotnost asi 5400, vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pfi
teploté 25 °C rovnou 0,08 dl/g a polydisperzitu 1,8, se rozpusti v ledové kyseliné octové (2 ml)
prosté anhydridu. Roztok goserelinu a polyesteru v kyseliné octové se potom po kapkach ptida ke
kapalnému dusiku a ziskané zmrazené kapicky se izoluji, lyofilizuji za hlubokého vakua po dobu
24 hodin a potom vysusi za vakua pfi teploté 55 °C po dobu 24 hodin.

Ziskany produkt se pfida k dichlormethanu (2 ml) za vzniku zakalené koloidni smési, ktera se
v pribéhu Casu zcela nevyCefi. Tato smé&s v dichlormethanu je v podstaté tvofena disperzi
goserelin—acetatu v goserelin—polyesterové soli.

Tato disperze goserelin—acetatu v methylenchloridovém roztoku polyester—goserelinové soli se
formuluje do mikropartikularni formy, obsahujici goserelin v mnozstvi, které je ekvivalentni asi
72 % hmotnosti volné baze, pficemz volny goserelin—acetat je zde dispergovan v kontinualni fazi
goserelin—polyesterové soli a uvedené pievedeni do partikularni formy se provadi suSenim
rozpra$ovanim, nastfikem do zmrazovaciho média, jednoduchym sraZenim nebo fazové separacni
koacervaci.

Obdobné mikro¢asticové formulace mohou byt pfipraveny nahrazenim goserelin—acetatu bud’
pfirozené se vyskytujicimi hormony uvoliiujicimi gonadotrofin nebo ostatnimi vysoce potentnimi
syntetickymi analogy (agonisté nebo antagonisté) hormoni uvoliiujicich gonadotrofin, jakymi
jsou tryprorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve formé acetatovych soli nebo
soli s dalimi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dal$im polypeptidovym hormonem, ktery
reguluje nebo moduluje sekreci intaktnich gonadotrofinti nebo obou jeho individualnich podjed-
notek.

Priklad 6

Kopolyester kyseliny D,L-mlééné a kyseliny glykolové, ktery molarn& obsahuje 78 % kyseliny
D,L-mlééné a 22 % kyseliny glykolové, se ptipravi kopolykondenzaci obou hydroxy—kyselin. Po
precisténi ziskaného kopolymeru pridanim roztoku kopolyesteru v acetonu k methanolu za
udelem vysrazeni kopolyesteru a separaci a vysuSeni vysraZzeného materidlu ma kopolyester
hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost asi 11 000, ¢iselnou stfedni molekulovou hmotnost
(ktera byla stanovena nevodnou potenciometrickou titraci, pfi¢emz bylo stanoveno, Ze kazdy
kopolyesterovy fetézec obsahuje pouze jednu karboxylovou kyselinu) 6100 a tudiz polydisperzitu
rovnou 1,6 a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu pfi teploté 25 °C rovnou
0,15 dl/g.

Goserelin—-acetat (228,9 mg, toto mnoZzstvi je ekvivalentni asi 200 mg goserelinu ve formé volné
baze) a vySe popsany kopolyester (1,8 g) se rozpusti v ledové kyseling octové (10 ml) prosté
anhydridu. Takto ziskany goserelin—polyesterovy roztok se po kapkach pfida ke kapalnému
dusiku a zmrazené kapicky se izoluji, lyofilizuji po dobu 24 hodin a nakonec vysusi pfi teploté
50 °C za vakua v pribéhu 24 hodin.
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Vysusena goserelin—polyesterova smés se pfida k dichlormethanu (10 ml) za vzniku zprvu
zakalené koloidni smési, kterd vSak po 24 hodinach ptejede na &irv roztok, ktery mize byt
filtrovan skrze 0,2 um nylonovy sterilizujici filtr.

Jestlize se k malému alikvotu tohoto &irého roztoku pfida kyselina trifluoroctova, dochazi
k bezprostfednimu vysraZeni goserelinu ve formé jeho trifluoracetatové soli, coz ukazuje na to,,
Ze v &irém transparentnim dichlormethanovém roztoku je goserelin v goserelin—polyesterové
smési pfevazné nebo zcela pritomen ve formé polyesterové soli.

Dichlormethanovy roztok goserelin—polyesterové soli se odpafi k suchu a ziskany pevny podil se
susi pfi okolni teploté po dobu 6 hodin a potom pfi teploté 55 °C po dobu 20 hodin za vakua za
vzniku ¢&iré odlité folie obsahujici goserelin—polyesterovou sil.

Vysusena goserelin—polyesterova smés, pfipravena vyse uvedenym zptsobem (1 g), se rozpusti
v 8 ml dichlormethanu. Ziskany roztok se zavede do 250-ml vicehrdlé bariky s kulatym dnem,
nateZ se roztokem probublava proud dusiku za i€elem odstranéni veskerého vzduchu a vytvofeni
atmosféry prosté oxidu uhli¢itého. Do baiiky se zavede voda (90 ml), kterd byla pifedbézné
odplynéna za i¢elem odstranéni veskerého oxidu uhli¢itého a potom skladovana pod atmosférou
dusiku prostého oxidu uhli¢itého, a smés se intenzivné micha pfi rychlosti otateni michadla asi
500 otatek za minutu pod atmosférou, kterd je v podstaté prosta oxidu uhligitého. Dichlor-
methanovy roztok goserelin—polyesterové soli rychle disperguje za vzniku stabilni disperze typu
(dichlormethanovy roztok soli u¢inné latky a polymeru)-ve-vodé. Zatimco se disperze dale
micha pfi rychlosti ota¢eni michadla 200 otafek za minutu, vystavuje se postupné vakuu, pficemz
podstatné mnozstvi dichlormethanu se takto odpafi za vakua za vzniku disperze goserelin—
polyesterové soli ve vod€. Lyofilizaci této disperze se ziskaji mikrogastice, ve kterych je
goserelin pfitomen ve formé& goserelin—polyesterové soli majici stfedni velikost &astic rovnou asi
20 pm a ze kterych se uvoliiuje goserelin v pribéhu asi 6 tydnii v pfipadg, Ze se tyto mikroCastice
inkubuji v solance pufrované fosfatem na pH 7,4 pfi teploté 37 °C a supernatant se periodicky
analyzuje ultrafialovym svétlem za G€elem stanoveni uvolnéného goserelinu.

Obdobné mikro&astice mohou byt pfipraveny inkorporaci do ¢inidel ve vodné fazi, o kterych je
znamo, Ze zlep3uji stabilitu polypeptidd, a jejichz piikladem je mannitol. I kdyZz je vyhodné
provadét vySe uvedeny zplisob v atmosfére, kterd je prosta oxidu uhli¢itého, je nicméné mozné
provadét vyse uvedeny zpisob pfi dosaZeni uspokojivych vysledki v pfitomnosti stop oxidu
uhli¢itého a to v zavislosti na molekulové hmotnosti polyesteru a na obsahu G¢inné latky.

Obdobné formulace na bazi sterilniho roztoku, odlité folie a mikro¢astic mohou byt pfipraveny
nahrazenim goserelin—acetatu bud’ pfirodnimi vysoce potentnimi syntetickymi analogy (agonisté
nebo antagonisté), jakymi jsou tryptorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve
formé& acetatovych soli nebo soli s dal§imi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dal$im poly-
peptidovym hormonem, ktery miize regulovat nebo modulovat sekreci intaktnich gonadotrofinii
nebo obou jejich podjednotek.

Priklad 7

Opakuje se postup podle pfikladu 5 za vzniku €iré transparentni folie a tato folie (1 g) se rozpusti
v dichlormethanu (4 ml). Ziskany roztok se zahfeje na teplotu asi 35 °C, nagez se k dichlor-
methanovému roztoku goserelin—polyesterové soli pfidd vodny roztok purifikované Zelatiny
(15 mg) ve vodé (100 pl) o teploté asi 40 °C a ziskana smés se intenzivné micha pfi teploté asi
35 °C za vzniku extrémné jemné disperze vodného Zelatinového roztoku v dichlormethanovém
roztoku goserelin—polyesterové soli. Po ochlazeni na okolni teplotu si smés zachovava koloidni
charakter suspenze.
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Tento experiment demonstruje, Ze goserelin—polyesterova sil ma povrchové aktivni vlastnosti
aze mize byt pouZita pro ziskani stabilnich disperzi v olejové fazi, jakou je dichlormethan,
vodnych roztokd nebo jinych ve vodé rozpustnych ¢inidel, jakymi jsou Zelatina, polysacharidy
a dalsi hydrofilni polymery, nebo obracené.

Opakuje se postup podie piikladu 6 za pouZiti vySe popsané disperze vodné Zelatiny v dichlor-
methanovém roztoku goserelin—polyesterové soli za vzniku mikrokapslového produktu, ktery
obsahuje jak Zelatinu, tak i goserelin—polyesterovou stl.

Ve vodné polymerni fazi mohou byt inkorporovany i daldi nizkomolekulamni slouceniny.
Zejména je nékdy uziteEné pouzit slouCeniny jako mannitol, o kterych je znamo, ze zvySuji
stabilitu peptidd. Alternativn€ mohou byt tato stabiliza¢ni ¢inidla inkorporovana v obou vodnych
fazich komplexni disperze typu voda—v—oleji-ve—vod€, obsahujici vodnou Zelatinu
dispergovanou v dichlormethanovém roztoku goserelin—polyesterové soli, pficemz ziskana
disperze typu voda—v—oleji je zase dispergovéana ve vodg.

Obdobné suspenzni a mikropartikularni formulace mohou byt pfipraveny nahrazenim goserelin—
acetdtu jinymi vysoce potentnimi analogy (agonisté nebo antagonisté) hormonu uvoliiujiciho
gonadotrofin, jakymi jsou tryptorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodn& ve formé
acetatovych soli nebo soli sostatnimi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dalSim poly-
peptidovym hormonem, ktery muZe regulovat nebo modulovat sekreci intaktnich gonadotrofini
nebo obou jejich podjednotek.

Ptiklad 8

Goserelin—acetat (771 mg, toto mnoZzstvi je ekvivalentni asi 670 mg goserelinu ve formé volné
baze), kopolymer kyseliny D,L-mlé&né a kyseliny glykolové (D,L-laktido-glykolidovy
kopolymer, 1,8 g, molarn& 95/5), ktery ma hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost asi 3 600
a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) chloroformového roztoku pfi teploté 25°C rovnou 0,08 dl/g,
a D,L~laktido—glykolidovy kopolymer, ktery ma hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost asi
15 000 a vnitini viskozitu 1% (hmotn./obj.) chloroformového roztoku pii teploté 25 °C 0,17 dl/g
(4,2 g) se rozpusti v ledové kyseling octové (70 ml) prosté anhydridu. Kombinované polymery
maji hmotnostni stfedni molekulovou hmotnost asi 12 300 a polydisperzitu asi 2,6. Ziskany
goserelin—polyesterovy roztok se po kapkach pfida do kapalného dusiku a zmrazené kapicky se
izoluji a lyofilizuji za hlubokého vakua po dobu asi 18. Produkt tvofeny smési G¢inné latky
a polymeru se nakonec susi za hlubokého vakua pfi teploté 55 °C po dobu 24 hodin.

Vysu$ena smés Gginné latky a polymeru (6 g) se pfida k dichlormethanu (60 ml) za vzniku
zakalené koloidni smési, kterd se v pribéhu jedné hodiny postupné vycefi za vzniku Cirého
roztoku goserelin—polyesterové soli v dichlormethanu.

Tento roztok se potom vysusi rozpraSenim za pouziti Buchiho rozpraSovaci suSarny, pfi¢emz
vstupni teplota &ini 60 °C a vystupni teplota €ini 35 °C a ziskaji se pfiblizng sférické mikroCastice
majici primér od asi 1 do asi 10 pm.

V té&chto mikro&asticich je u¢inna latka pfitomna v podstaté zcela jako goserelin—polyesterova sil
v ptipadé, Ze obsah kyseliny octové vyjadieny jako volna kyselina nebo jako anion je niZ3i nebo
rovny 0,06 % a to na rozdil od piikladu, kdy by bylo Zadouci, aby goserelin byl pfitomen ve
formé acetatové soli a kdy by uvedeny obsah ¢inil 0,6 az 0,7 %.

Tyto mikro&astice po zpracovani lisovanim pfi teplot&¢ 80 °C poskytnou &irou, transparentni
a kiehkou félii.
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Tento experiment demonstruje uZziteCnost peptidovych soli s nizkomolekularnimi polyestery
rozpustnymi v benzenu, které maji pfipadné vysokou polydisperzitu.

Obdobné roztokové, mikropartikularni a tvafené formulace mohou byt pfipraveny nahrazenim
goserelin—acetatu bud’ pfirozené se vyskytujicimi hormony uvoliiujicimi gonadotrofin nebo
dal3imi vysoce potentnimi syntetickymi analogy (antagonisty nebo agonisty) hormonu uvoliiuji-
ciho gonadotrofin, jakymi jsou tryptorelin, leuprorelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve
form¢ acetatovych soli nebo soli s dalSimi slabymi kyselinami, nebo libovolnym dalsim poly-

peptidovym hormonem, ktery reguluje sekreci intaktnich gonadotrofini nebo obou jejich
podjednotek.

Priklad 9

Goserelin—acetat a dal$i vysoce potentni syntetickd agonizujici ¢inidla hormonu uvoliiujiciho
gonadotrofin jsou selektivnimi chemickymi kastradnimi ¢inidly, ktera se pouzivaji pii 1éceni
hormonové dependentnich rakovin, mezi které patfi rakovina prostaty u muzi a premenopauzalni
rakovina prsu u Zen. Tyto u¢inné latky jsou rovnéz uzivany pro 1é¢eni nemalignich gynekologic-
kych stavil u Zen, pfi¢emZ mechanismus jejich pisobeni spodiva v koneéném potlageni sekreci
gonadotrofini hlenem, coZ zase vede k potladeni pohlavnich hormont, jakymi jsou estrogen u
Zen a testosteron u muzu.

Kontinualni pravidelné uvoliiovani takovych uéinnych litek miZe byt takto vyhodné
vyhodnoceno u normalnich dospélych krysich samiek majicich normalni cykly sekrece
estrogenu. U téchto zvifat ma takovy cyklus délku asi 4 dnli a existence pozitivni sekrece
estrogenu miiZze byt detekovana pfitomnosti pouze zrohovatélych bunék ve vaginalnim vytéru,
provedeném v den oestruJestlize je zvife chemicky kastrovano u&innou latkou, jakou je
goserelin, potom k oestru nedochazi, coZ zase vede k absenci uvedenych zrohovatélych bungk ve
vaginalnim vytéru. U pokusnych zvifat doSlo k prolongované periodé potlateni sekrece
pohlavniho hormonu, indukované chemickou kastraci, pficemz toto potlateni produkce
pohlavniho hormonu bylo udrZovano tak dlouho, pokud dochazelo k uvoliiovani u¢inného
mnoZstvi u¢inné latky.

i) Mikrodastice ziskané v pfipadu 8 (450 mg) se disperguji ve vodé obsahujici
2 % (hmotn./obj.) natriumkarboxymethylcelulézy a 0,2 % (hmotn./obj.) produktu polysorbate 80
a objem disperze se doplni vodou na 3 ml, 0,2 ml (toto mnozstvi je ekvivalentni asi 3 mg
goserelinu ve formé volné baze) se subkutann€ injikuje 10 normélnim dospélym krysim
sami¢kam, majicim pravidelny cyklus sekrece pohlavniho hormonu, pfi¢emz G¢inek €inné latky
na uvedeny cyklus se vyhodnocuje mikroskopicky zkouménim vaginalnich vytéri. Pokusna
zvitata vstoupila do kontinuélni faze dioestru, tj. chemické kastrace, trvajici 95 + 3 dny.

Tento experiment ukazuje, Ze vodnéa suspenzni formulace goserelin—polyesterové soli na bazi
nizkomolekuldarniho polyesteru rozpustného v benzenu poskytuje relativné dlouhou periodu
regulovaného uvoliiovani po dobu asi tfi mésict peptidové ucinné latky, kterd mé metabolicky
polodas pouze asi 4 az 6 dni.

ii) Mikrotastice ziskané v prikladu 8 (450 mg) se disperguji v ethyloleatu a objem disperze se
doplni na 3 ml. 0,2 ml této formulace se subkutanni injekci poda 3esti krysim sami¢kdm majicim
pravidelny cyklus sekrece pohlavniho hormonu, Pokusna zvifata vstoupila do kontinualni faze
dioestru trvajici 81 + 3 dny.

Tento experiment ukazuje, Ze rozvodova formulace goserelin—polyesterové soli v organickém

injekénim nosi¢i, ktery nerozpousti samotny polyester, poskytuje relativné dlouhou periodu
regulovaného uvoltiovani peptidové G¢inné latky.
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Piiklad 10

Leuprorelin—acetdt (50,3 mg) a kopolyester obsahujici 78 mol. % kyseliny D,L-mlé&né
a 22 mol. % kyseliny glykolové (453,2 mg) a popsany ve vy$e uvedeném piikladu 6 se rozpusti
v ledové kyselin€ octové (5 ml) prosté anhydridu. Ziskany roztok se po kapkach ptida ke
kapalnému dusiku a zmrazené kapicky se lyofilizuji za hlubokého vakua po dobu 22 hodin, nadez
se su3i za hlubokého vakua pfi teploté 55 °C po dobu 24 hodin.

Ziskany produkt (500 mg) se rozpusti v redestilovaném acetonu (10 ml) ve 100-ml baiice
s kulatym dnem za vzniku zprvu zakalené koloidni smési, ktera se postupnd vy<ifi za vzniku
transparentniho roztoku. Aceton se odpafi za vakua a ziskana &ira folie se susi za hlubokého
vakua pfi teploté 55 °C po dobu 4 hodin. Tato félie leuprorelin—polyesterové soli se op&t rozpusti
v acetonu (10 ml) a ziskany roztok se odplyni a proplachne dusikem.

Cerstvé destilovana voda (200 ml) se intenzivné micha pod atmosférou dusiku, nacez se do takto
michané vody nastfikd uvedeny acetonovy roztok leuprorelin—polyesterové soli. KdyZ byl na
povrch vody nastiikin veSkery acetonovy roztok, v michani se pokratuje jesté po dobu jedné
hodiny, naCeZ se smés ponecha usadit. Mikro¢astice leuprorelin—polyesterové soli se usadi u dna
baiiky a vodny supernatant se odlije. Izolované mikrogastice se op&tovné resuspenduji v dalsim
podilu (asi 200 ml) vody prosté oxidu uhli¢itého a ziskana suspenze se micha pod atmosférou
dusiku po dobu jedné hodiny. Mikro€astice se oddéli nejdiive dekantaci vodné vrstvy po usazeni
mikro¢astic a potom zfiltrovanim zbytku za u¢elem oddéleni mikrogastic od piebytku vody. Tyto
mikroCastice se potom suSi za vakua pfi teplot€ 30 °C po dobu 24 hodin za vzniku produktu,
ktery ma stfedni velikost ¢astic asi 15 pm.

Tato mikropartikularni formulace leuprorelin—polyesterové soli se inkubuje v solance pufrované
fosfatem na pH 7,4 pfi teploté 37 °C, pfi¢emz se supernatant periodicky analyzuje ultrafialovym
svétlem za UCelem stanoveni uvolnéného leuprorelinu. Tento leuprorelin byl kontinualné
uvoliiovan po dobu asi 5 tydnil, pfic¢emz v prubéhu této Easové periody dolo k Giplnému odborni
formulace.

Obdobné mikropartikularni formulace mohou byt pfipraveny nahrazenim leuprorelinu bud’
pfirozen¢ se vyskytujicimi hormony uvoliiujicimi gonadotrofin nebo jinymi vysoce potentnimi
syntetickymi analogy (agonisty nebo antagonisty) hormonu uvoliujiciho gonadotrofin, jakymi
jsou tryptorelin, goserelin, buserelin nebo nafarelin, vyhodné ve formé acetatovych soli nebo
dal3ich soli se slabymi kyselinami, nebo libovolnym jinym polypeptidovym hormonem, ktery
reguluje sekreci intaktnich gonadotrofinii nebo obou gonadotrofinovych podjednotek.

Priklad 11

i)  Goserelin—acetat (2,28 g, toto mnozstvi je ekvivalentni asi 2,00 g goserelinu ve formé volné
baze) se rozpusti v ledové kyselin€ octové (60 ml) prosté anhydridu. Smés dvou kopolymerid
kyseliny D,L-mlééné a kyseliny glykolové (molarné 95/5) (12,6 g kopolymeru s hmotnostni
stfedni molekulovou hmotnosti 15 846 a polydisperzitou 1,38 a 5,4 g kopolymeru s hmotnostni
sttedni molekulovou hmotnosti 3 896 a polydisperzitou 1,78) poskytujici pfebytek kopolymer-
nich koncovych karboxylovych skupin vzhledem k bazické G¢inné latce, se rozpusti za michéni
v ledové kyseling octové (150 ml) za vzniku ¢&irého roztoku. Roztok ag&inné latky se p¥ida
k roztoku kopolymeru a smés se intenzivné promicha. Tato smés se potom po kapkéch pfida ke
kapalnému dusiku a zmrazené Castice ve form& malych perli¢ek se potom lyofilizuji po dobu
dvou dnii v Edwardsové hlubokovakuové lyofilizaéni aparatufe. Takto vysuSeny material se
potom dosusuje za vakua pfi teploté 50 az 55 °C ve vakuové su3drné po dobu 24 hodin.
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Takto vysuSeny produkt se potom piida (100 mg) k dichlormethanu (1 ml), pfi€¢emz v prib&hu
2 hodin dojde k jeho rozpusténi za vzniku &irého roztoku. V tomto pfikladu je ukéazano, zZe
tvorbou polyester—geserelinové soli se dosahne tak dobré rozpustnosti Gi¢inné latky, Ze tato muze
byt rozpusténa v nepolarnim rozpoustédle.

i) Goserelin—acetat (2,28 g, toto mnoZstvi je ekvivalentni asi 2,00 g goserelinu ve formé volné
baze) se rozpusti v ledové kyselin¢ octové (60 ml) prosté anhydridu. Smés dvou 100 mol. %
polymeri kyseliny D,L-mlééné (12,6 g polymeru s hmotnostni molekulovou hmotnosti 15 178
a polydisperzitou 1,27 a 5,5 g polymeru s hmotnosti molekulovou hmotnosti 4204 a poly-
disperzitou 1,84), poskytujici pfebytek polymernich koncovych karboxylovych skupin vzhledem
k bazické ui¢inné latce, se za michani rozpusti v ledové kyseling octové (150 ml) prosté anhydridu
za vzniku ¢irého roztoku. K tomuto roztoku polymeru se pfida roztok uéinné latky a smés se
diikladn& promich4, naeZ se po kapkach pfida ke kapalnému dusiku a ziskané mrazené perli¢ky
se potom lyofilizuji po dobu dvou dni za pouziti Edwardsovy hlubokovakuové lyofilizaCni
aparatury, nalez se takto vysuseny material dosusi ve vakuové susarné pfi teploté 50 az 55 °C po
dobu 24 hodin.

Takto vysuSeny produkt (100 mg) se potom piida k dichlormethanu (1 ml), pfi¢emz se veSkery
pevny produkt zcela rozpusti v priibéhu dvou hodin za vzniku ¢irého roztoku. V tomto ptikladu je
demonstrovano, Ze tvorba polyesteru—goserelinové soli ¢ini i€innou latku do té miry rozpustnou,
Ze tato latka miZe byt rozpusténa v nepolarnim rozpoustédle.

iii) Goserelin—acetat (2,28 g, toto mnozstvi ke ekvivalentni asi 2,00 g goserelinu ve formé& volné
baze) se rozpusti v ledové kyselin€ octové (60 ml) prosté anhydridu. Smés kopolymeru kyseliny
D,L-mlé¢né a kyseliny polyglykolové (80/20 mol. %, 12,6 g kopolymeru s hmotnostni stredni
molekulovou hmotnosti 160 510 a polydisperzitou 2,27) a kopolymeru kyseliny D,L-mlééné
a kyseliny glykolové (95/5 mol. %, 5,4 g kopolymeru s hmotnostni stfedni molekulovou hmot-
nosti 3896 a polydisperzitou 1,78), poskytujici pfebytek kopolymernich koncovych karboxylo-
vych skupin vzhledem k bazické G¢inné latce, se rozpusti za michani v ledové kyseliné octové
(150 ml) prosté anhydridu za vzniku &irého roztoku. Roztok G&inné latky se pfida k roztoku
kopolymeru a smés se diikladné promicha. Tato smés se potom po kapkach pfida ke kapalnému
dusiku a ziskané zmraZzené malé perli¢ky se potom lyofilizuji v Edwardsové vakuové lyofilizaéni
aparatufe a pak za vakua pfi teploté 50 az 55 °C (ve vakuové susarn€) po dobu 24 hodin.

Tento vysuseny produkt (100 mg) se pfida k dichlormethanu (1 ml), pfitemz se veskery pevny
podil zcela rozpusti v prib&hu dvou hodin za vzniku &irého roztoku. Timto piikladem je
demonstrovana skutenost, Ze tvorba polyester—goserelinové soli €ini G¢innou latku tak dobfe
rozpustnou, Zze miZze byt rozpousténa v nepolarnim rozpoustédle.

iv) Goserelin—acetat (2,17 g, toto mnoZstvi je ekvivalentni asi 190 g goserelinu ve form& volné
baze) se rozpusti v kyseliné octové (ledové) prosté anhydridu (60 ml). Smés dvou kopolymert
kyseliny D,L-mlééné a kyseliny polyglykolové (67/33 mol. %) (12,0 g kopolymeri s hmotnostni
sttedni molekulovou hmotnosti 35 833 a polydisperzitou 1,83 a 5,15 g kopolymeru s hmotnostni
stfedni molekulovou hmotnosti 4116 a polydisperzitou 1,86), poskytujici pfebytek polymernich
koncovych karboxylovych skupin vzhledem k bazické G¢inné latce, se rozpusti za michani
v ledové kyseling octové (150 ml) prosté anhydridu za vzniku &irého roztoku. Roztok G¢inné
latky se pfida k roztoku kopolymeru a smés se dikladné promicha. Tato smés se potom po
kapkach pfida do kapalného dusiku, pfi¢emz se ziskaji zmrazené malé perlicky, které se
lyofilizuji po dobu dvou dnil za pouziti Edwardsovy vysokovakuové lyofilizacni aparatury a takto
vysuSeny material se potom dosusi za vakua pii teploté¢ 50 az 55°C ve vakuové sularné
v priibéhu 24 hodin.

Tento vysuSeny produkt (100 mg) se piida k dichlormethanu (1 ml), pfi¢emz se veskery pevny
podil rozpusti v priib&hu 10 minut za vzniku &irého roztoku. Timto pfikladem je demonstrovana
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skute¢nost, Ze tvorba polyester goserelinové soli €ini Géinnou latku tak dobte rozpustnou, Ze tato
uéinna latka maze byt rozpusténa v nepolarnim rozpoustédle.

Srovnavaci piiklad

Goserelin—acetat (2,28 g. toto mnoZstvi je ekvivalentni asi 2,00 g goserelinu ve formé volné
béaze) se rozpusti v kyselin€ octové (60 ml) prosté anhydridu. Kopolymer kyseliny D,L-mlé&né
a kyseliny polyglykolové (50/50 mol. %, 18,0 g polymeru s hmotnostni stfedni molekulovou
hmotnosti 22 307 a polydisperzitou 2,07), poskytujici pfiblizn& stechiometricky ekvivalent
kopolymernich koncovych karboxylovych skupin vzhledem k bazické uginné latce, se za michani
rozpusti v ledové kyseliné octové (150 ml) prosté anhydridu za vzniku &irého roztoku. Roztok
G¢inné latky se ptida k roztoku polymeru a smés se dikladné promicha. Tato smés se potom po
kapkach pfidd do kapalného dusiku za vzniku malych zmraZenych perli¢ek, které se potom
lyofilizuji po dobu dvou dni za pouziti Edwardsovy vysokovakuové lyofilizaéni aparatury a takto
vysuSeny material se potom dosuSuje ve vakuové susarné pii teploté 50 az 55 °C po dobu
24 hodin.

Tento vysuSeny produkt (100 mg) se ptida k dichlormethanu (1 ml), pfi€emZ ani po 4 hodinach
se veSkery pevny podil nerozpusti a k iplnému rozpusténi dojde teprve po 4 dnech a to za vzniku
¢irého roztoku. Timto piikladem je demonstrovéna skute€nost, Ze tvorbou polyester—goserelinové
soli se tak dobré rozpustnosti (i¢inné latky, aby tato latka mohla byt rozpuiténa v nepolarnim
rozpoustédle, dosahne mnohem snadnéji v pfipadg, kdy jsou kopolymerni koncové karboxylové

7 rwe

skupiny pfitomny v pfebytku vzhledem k bazické G¢inné latce.

VysuSené produkty i) aZz iv) se rozpusti v dichlormethanu a ziskané roztoky se vysusi
rozpraSovanim v Buchiho laboratorni rozpraSovaci su$amé (Buchi 190) v souladu s udaji
uvedenymi v nasledujici tabulce:

Produkt  Pomér produktu k rozpoustédlu (%)  Vstupni teplota (°C)  Vystupni teplota (°C)
i) 10 48 32
ii) 10 58 38
iii) 2 58 44
- 1v) 10 55 35

’ v

Sueni rozpraSovanim produkti i) aZ iv) poskytne malé &astice s primérem pfiblizné 1 aZ 10 pm,
pfi¢emz tyto rozméry byly zjistény elektronovym skanovacim mikroskopem.

Finélni &stice se analyzuji plynovym chromatografem s mezni detekci ptiblizng rovnou 0,03 %
za GCelem stanoveni obsahu kyseliny octové. Za pouziti tohoto detek&niho vybaveni nebyla
v téchto formulacich stanovena Zadné kyselina octova, coz demonstruje, Ze ginna latka je
pfitomna jako polyesterova siil a nikoliv jako acetatova sil, nebot’ pfi existenci acetatové soli by
bylo nutné olekavat obsah kyseliny octové pfiblizné rovny 0,5 %.

Castice ziskané sudenim rozprasovanim (50 mg) i) a iv) se rozpusti v dichlormethanu (0,5 ml) za
vzniku ¢irého roztoku. Ke kazdému roztoku se prida kapicka kyseliny trifluoroctové, coz ma ve
viech pfipadech za nasledek tvorbu bilé sraZeniny. Vzorky se odstfedi za i&elem izolace
srazenin, které se potom promyji dichlormethanem. Analyza provedena tlakovou kapalinovou,
chromatografii (HPLC) ukazuje, Ze vysrazenou latkou je goserelin. Tyto piiklady ukazuji, Ze
G¢inna latka miZe byt vytésnéna z jeji soli s polyesterem v roztoku v nepolarnim rozpoustédle
pfiddnim silné kyseliny a Ze je to zplisobeno tim, Ze rozpustnost u&inné latky v nepolarnim
rozpoustédle se vrati k o¢ekavané rozpustnosti soli peptidové a¢inné latky s kyselinou (tato sil je
nerozpustna).
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Ptiklad 12

Castice ziskané suSenim rozpraSovanim i) aZ iv) v ptikladu 11 se disperguji (18 % mol./obj.) ve
vhodném vodném nosi¢i pro injekce ( % natriumkarboxymethylcelulézy, Fluka, stiedni viskozita,
0,2 % produktu polysorbat 80, Fluka).

Castice ziskané suSenim rozpraSovanim v prikladu 11, dispergované ve vyse uvedeném
injekénim nosici, se injikuji deseti krysim samickam Wistar. Z ocasi péti krys se 7., 14. a 28. den
odeberou krevni vzorky a tyto krevni vzorky se analyzuji za i¢elem stanoveni obsahu goserelinu
za pouziti radiané—imunitniho stanoveni provedeného na bazi znamé specifické reakce
s u¢innou latkou a prokazané absence reaktivity za vzniku metabolitii.

Vysledky téchto experimentii ukazuji, ze tato formulace poskytuje méfitelné hladiny goserelinu
v krvi po dobu alespoii 4 tydn.

Priklad 13

Produkt ii) ziskany suSenim rozpraSovanim v piikladu 11 se disperguje v nasledujicich vodnych
nosicich pro injekce:

a) natriumkarboxymethylacelul6za (produkt se stiedni viskozitou, Fluka) 1,0 % a polysorbat 80
(Tween) 0,75 %,

b) methylceluldza (15 mPa.s, Fluka) 0,75 % a polysorbét 80 (Tween) 0,75 %.

Uvedené formulace dobfe dispergované v téchto nosi€ich jsou vhodné pro parenterélni podani.

Priklad 14

Produkt ii) ziskany suSenim rozpra$ovanim v piikladu 11 (400 mg) se rozpusti v dichlormethanu
(4 ml). Takto ziskany roztok se za pouziti injekéni stiikacky pfida k 0,25% roztoku polyvinyl-
alkoholu ve vodé (Aldrich, ze 75 % hydrolyzovany produkt, molekulovd hmotnost 2000),
michanému pfi rychlosti otd¢eni michadla 2500 ota¢ek za minutu. Po dvou minutidch michani se
rychlost michani snizi na 800 otd¢ek za minutu a v michani se pokracuje je§té po dobu 30 minut.
Potom se michani pferu$i a vytvoiené Castice se ponechaji usadit. Polyvinylalkoholovy roztok se
dekantuje a ¢astice se dvakrat promyji ledové chladnou vodou a izoluji odstiedénim. Castice se
nakonec vysusi lyofilizaci a findlnim produktem je jemny partikularni produkt obsahujici
goserelin.

Priklad 15

Produkt iv) ziskany suSenim rozpraSovéanim v pfikladu 11 se pfi teploté 82 °C vytladuje za vzniku
valcového extrudatu, majiciho primér pfiblizné jeden milimetr. Tento extrudat se nafeZze na
seky majici hmotnost asi 36 mg a obsahujici pfiblizné 3,6 mg goserelinu. Tento extrudat je zcela
prostupny pro svétlo a nema tudiz bilou barvu, ktera je typicka pro jednoduché smési u¢inné
latky a polymeru, pfipravené bez tvafeni, kterého je pouZito pfi tvafeni soli peptidu s poly-
esterem. Toto bilé zbarveni ma napiiklad komeréné dostupny depotni Zoladex (Zoldex je
ochrannou zndmkou). Cirost ziskaného extrudatu indikuje, %e peptidovy goserelin je sluitelny
s polyesterovou fazi a Ze vzhledem k ni netvofi separatni fazi, ve které by dochazelo k rozptylu
svétla a tudiz ke vzniku bilého zbarveni. K této sluditelnosti mize dojit pouze v pfipadé, jestlize
je peptid ve stejné fazi jako polymer, tj. kdy je pfitomen ve formé soli s polyesterem.
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Kazda takovito 3,6mg depotni forma byla implantovana pod anestezii 21 krysim Wistar. Po
uplynuti urgitych ¢asovych tsekii byly vzdy tfi krysy utraceny a uvedené depotni formy byly opét
vyoperovany. Takto ziskané depotni formy byly rozpustény v ledové kyseliné octové v odmérné
bafice a polymer byl vysrazen pfidanim pfebytku vody. Polymer byl potom odfiltrovan (pfes filtr
Millex 0,5 um) a filtraty byly analyzovany tlakovou kapalinovou chromatografii (HPLC) za
G¢elem stanoveni obsahu ¢inné latky. Vypocte se profil uvoltiovani U¢inné latky z depotnich
forem a vysledky se vztahnou k obsahu u¢inné latky v depotni formé, ktera nebyla implantovana
a ktera byla analyzovana stejnym zpiisobem. Uvedené depotni formy soli i¢inné latky s poly-
esterem poskytuji pravidelné uvolfiovani goserelinu in vivo po dobu alespofi 4 tydn.

Priklad 16

i)  Laktid/glykolidovy kopolymer (95/5) s jednou koncovou karboxylovou skupinou (8,87 g,
molekulovda hmotnost Mw =5 750, molekulovdi hmotnost stanovena titraci koncové
skupiny = 2 516 g/mol, polydisperzita = 1,5, vnitini viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloro-
formu = 0,10 dl/g) se rozpusti v dichlormethanu (50 ml) za michani. K takto ziskanému roztoku
se pfida 1,13 g goserelin—acetatu za vzniku kalné suspenze. Za michani se pfida methanol (5 ml),
pfi¢emZ po 30 minutach se smés zcela vyceri. Rozpoustédlo se potom odstrani v rotaini odparce
za vzniku jasného produktu. Tento produkt se opétovné rozpusti v dichlormethanu (50 ml)
arozpoustédlo se opétovné odstrani v rotatni odparce. Toto opétovné rozpusténi a odpafeni
rozpoustédla se opakuje jeSt¢ dvakrat za vzniku velmi viskozni tekutiny, ktera se vysusi za
hlubokého vakua za vzniku bilé pény. Tato péna se rozetie a vysusi za vakua v pribéhu 24 hodin
pii okolni teploté, pfi¢emz se jako finalni produkt ziska jemny amorfni pevny produkt.

ii) Postup popsany v odstavci i) se opakuje za pouziti laktido/glykolidového kopolymeru
(75/25) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (8,87 g, Mw = 10 900, polydisperzita = 1,85,
molekulovd hmotnost stanovena titraci koncové skupiny =3 210 g/mol, vnitini viskozita
1% (hmotn./obj.) v chloroformu = 0,14 dl/g), pfi¢emz se ziska jediny amorfni pevny produkt.

Formulace 1

Goserelin-laktido/glykolidovy polymer z odstavce i) (1 g) se pfida k benzylbenzoatu (99%, od
firmy Janssen, 2 ml) a smés se zahfiva za pouziti ruéné drZzeného foukade horkého vzduchu az do

okamziku, kdy se smé&s za michani rozpusti. 110 pl takto ziskané roztokové formulace obsahuje
3,6 mg goserelinu,

Formulace 2

Tato formulace je stejna jako formulace 1 s vyjimkou spoéivajici v tom, Ze se jako rozpoustédlo
pouzije smés (1,7 ml) 67 % benzylbenzoatu (99% od firmy Janssen) a 33 % benzylalkoholu
(99%, bezvody, od firmy Aldrich). 100 pl této roztokové formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.

Formulace 3

Tato formulace je stejna jako formulace 1 s vyjimkou spocivajici v tom, Ze se jako rozpoustédlo

pouzije benzylalkohol (1,7 ml, bezvody, 99% od firmy Aldrich). 100 pl této roztokové formulace
obsahuje 3,6 mg goserelinu.

Formulace 4
Tato formulace je stejna jako formulace 1 s vyjimkou spodivajici v tom, Ze se pouZije goserelin—

laktido/glykolido—polymerni siil z vy$e uvedeného odstavce ii) (1 g) a 3 ml benzylbenzoatu.
150 pl této roztokové formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.
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Formulace 5

Tato formulace je stejnd jako formulace 4 svyjimkou spocivajici vtom, Ze se pouZije
rozpouitédlova smés z formulace 2.

Formulace 6

Tato formulace je stejnd jako formulace 4 s vyjimkou spotivajici v tom, Ze se pouZije roz-
poustédlo z formulace 3. 100 pl této roztokové formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.

Biologické vyhodnoceni

Uvolilovani goserelinu z vySe uvedenych formulaci 1 az 6 in vivo se vyhodnoti zkoumanim
dennich vaginalnich vytéri krysich samicek, kterym byly podany uvedené formulace. Normalni
cyklus oestru (oestrus, met—oestrus, pro—oestrus) mize byt sledovan podle mnozstvi riznych
bun&&nych typt (leukocyty, epitelidlni buiiky a zrohovatélé buiiky) ve vaginalnim vytéru samic.
V pfipadé, Ze je uvoliiovani uinné latky zformulaci plynulé, potom dojde k pferudeni
normalniho cyklu oestru a krysi samice zistanou v dioestru tak dlouho, pokud pokracuje
uvoliiovani goserelinu.

Formulace 1 aZ 6 byly podany skupindm (n=6) krysich samic s pravidelnym cyklem oestru
v davce 3,6 mg goserelinu na kazdou krysu. Pro subkutanni davkovani uvedenych formulaci byla
pouZzita injekéni stfikacka s jehlou kalibru 20. Jako kontrolni skupina 5 pokusnych zvifat byla
pouzita skupina 5 my$i, kterym G&innd latka podana nebyla. Krysim sami¢kdm byly denné
odebirany vaginalni vytéry a tyto byly zkoumany za (¢elem urleni stadia oestru pokusnych zvifat
pfi¢emz ziskané vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Cislo formulace Priiméma doba trvani dioestru (dny) (+ standardni odchylka)
1 100£2,7

2 120 + 6,3

3 69+59

4 59+1,2

5 61+2,1

6 53+3,7

Z téchto vysledki je ziejmé, Zze vSech Sest formulaci poskytuje ¢asovou periodu uvoliiovani
goserelinu del3i nez 6 tydnt, pfiCemz formulace 1 a formulace 2 uvoliiuji goserelin dokonce po
dobu t¥ mésici nebo po dobu jest¢ delsi. Z téchto vysledkd je dale patrno, ze formulace
goserelin—polyesterové soli mohou existovat ve formé roztoki, které mohou byt snadnéji podany
parenteralné za pouziti injekEnich jehel Gzkych kalibri a ze takové formulace jsou vhodné pro
lé¢eni hormonové dependentnich nadori u lidi.

Ptiklad 17
Formulace 1

Tato formulace je stejnéa jako formulace z pfikladu 16
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Formulace 2

Opakuje se postup popsany v piikladu 16 i) za pouziti polylaktidového homopolymeru s jedinou
koncovou karboxylovou skupinou (Mw =5 092, polydisperzita= 1,44, molekulovdA hmotnost
stanovena titraci koncové skupiny =2 270 g/mol) a goserelin—acetatu (0,46 g). Obsah kyseliny
octové v tomto amorfnim pevném produktu se stanovi plynovou chromatografii a ¢ini 0,14 %.

Tato goserelin—laktido polymerni sil (1 g) se pfida k benzylbenzoatu (99%, od firmy Janssen,
2 ml) a smés se zahfiva ru¢né drzenym fouka¢em horkého vzduchu za michéani az do okamziku,

kdy se veskery pevny podil rozpusti. 110 pl této roztokové formulace obsahuje 3,6 mg
goserelinu.

Formulace 3

Laktido/glykolidovy kopolymer (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (7,86 g,
Mw =5 750, polydisperzita=1,50, molekulovd hmotnost stanovena titraci koncové
skupiny =2 516 g/mol) a goserelin—acetat (0,98 g) se rozpusti v ledové kyseliné octové (100 mi).
Ziskany roztok se po kapkach zavadi do kapalného dusiku, nalez se ziskané zmrazené kapicky
lyofilizuji po dobu dvou dnil. Rezultujici pevny podil se potom dosusi v prib&hu 24 hodin pfi
teploté 40 °C. Plynovou chromatografii se stanovi obsah kyseliny octové v produktu ziskaném po
lyofilizaci, pfi¢emz tento obsah ¢&ini 0,17 %.

Tato goserelin—laktido/glykolidova kopolymerni smés (1 g) se pfida k benzylbenzoatu (2 ml,
99% od firmy Janssen) a ziskana smés se zahfiva ruéné drzenym foukaem horkého vzduchu za
michani az do okamziku, kdy dojde krozpusténi pevného podilu. 110 pl této roztokové
formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.

Je zfejmé, Ze formulace goserelinu ve formé& polyesterové soli &ini rozpustnost ucinné latky
natolik dobrou, Ze tato latka miZe byt rozpusténa v lipofilnich rozpoustédlech, jakym je benzyl-
benzoat, ve kterém je samotny goserelin—acetat nerozpustny.

Biologické vyhodnoceni

Formulace 1 az 3 se podaji skupindm (n = 10) krysich samicek s pravidelnym cyklem oestru
v dévce 3,6 mg goserelinu kazdé kryse, jak je to popsano v ptikladu 16. Po podani formulaci bylo
zjisténo, Zze pokusna zvitata vstoupila do periody kontinualniho dioestru, coZ indikuje plynulé
uvoliiovani goserelinu. V nasledujici tabulce je uvedena stfedni doba trvani dioestru pro kazdou
skupinu krys. Z vysledkl uvedenych v této tabulce je ziejmé, ze viechny tfi formulace poskytuji
periody uvolfiovani goserelinu delsi neZ ctrnéct tydnd.

Cislo formulace Stiedni doba trvani dioestru (dny) (+ standardni odchylka)
1 104 (£ 5,4)
2 99 (£3,9)
3 101 (£2,8)

Z téchto prikladu je dale ziejmé, Zze formulace goserelin—polyesterové soli mize byt ve formé
roztoki, které mohou byt snadno podany parenterdlné za pouZiti injek&ni jehly izkého kalibru
a Ze tyto formulace jsou vhodné pro 1é&eni hormonové dependentnich nadort u lidi.
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Priklad 18

Formulace 1

Laktido/glykolidovy kopolymer (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (4,5 g,
Mw = 6 806, polydisperzita= 1,55, molekulovd hmotnost stanovena titraci koncové
skupiny 3027 g/mol, vnitfni viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,108 dl/g) se
rozpusti v ledové kyseling octové (50 ml). K tomuto roztoku se pfida goserelin—acetat (0,56 g,
toto mnoZstvi je ekvivalentni 0,5 g goserelinu) a ziskani smés se micha po dobu 10 minut za
vzniku &irého bezbarvého roztoku. Tento roztok se po kapkach pfidd ke kapalném dusiku
a ziskané zmrazené kapicky se lyofilizuji po dobu dvou dnii. Ziskany pevny produkt se potom
dosusi pfi teploté 40 °C v pribehu 24 hodin. Plynovou chromatografii se stanovi obsah kyseliny
octové, pfi¢emz tento obsah ¢ini 0,3 %.

Tato goserelin-laktido/glykolido—kopolymerni smés (1,0 g) se pfida k benzylbenzoatu (2,0 ml)
(2,0 ml, 99% od firmy Janssen) a rozpusti za michani a zahtivani. Ziskany roztok obsahuje
3,67 mg goserelinu ve 110 pl, pfi¢emZ obsah goserelinu ve finalnim produktu &ini 10,0 % hmot-
nosti.

Formulace 2

Opakuje se postup popsany pro vyie uvedenou formulaci 1 za pouziti laktido/glykolidového
kopolymeru (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (4,0 g, Mw=6011, poly-
disperzita = 1,56, molekulova hmotnost stanovena titraci koncové skupiny = 2700 g/mol, vnitini
viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,099 dl/g) a 1,12 g goserelin—acetatu (toto
mnoZstvi je ekvivalentni 1,0 g goserelinu). Plynovou chromatografii se stanovi obsah kyseliny
octové ve vysuSeném pevném podilu ziskaném po lyofilizaci, pficemz tento obsah &ini 0,83 %
a obsah goserelinu ve findlnim produktu ¢ini 19,46 % hmotnosti.

Tato goserelin—laktido/glykolidokopolymerni smés (0,54 g) se p¥ida k benzylbenzoatu (2,46 ml,
99% od firmy Janssen) a pevny podil se rozpusti zahfivanim a michanim. Finalni roztok obsahuje
3,50 mg goserelinu ve 110 pl.

Formulace 3

Opakuje se postup, ktery byl popsan vyse pro formulaci 2, za pouziti 2,1 g laktido/glykolidového
kopolymeru a 1,0 g goserelin—acetatu (toto mnoZstvi je ekvivalentni 0,9 g goserelinu). Plynovou
chromatografii se stanovi obsah kyseliny octové v produktu vysuseném lyofilizaci, pfi¢emzZ tento
obsah &ini 1,14 % a obsah goserelinu ve findlnim produktu ¢ini 28,91 % hmotnosti.

Tato goserelin-laktido/glykolido—kopolymerni smés (0,36 g) se pfida k benzylbenzoatu (2,64 ml,
99% od firmy Janssen) a pevny podil se rozpusti zahfivanim a michanim. Finalni roztok obsahuje
3,47 mg goserelinu ve 110 pl.

Formulace 4

Opakuje se postup, ktery byl popsan vySe pro formulaci 1, za pouZiti laktido/glykolidového
kopolymeru (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (8,66 g, Mw =5 604, poly-
disperzita = 1,71, molekulova hmotnost stanovena titraci koncové skupiny = 1 960 g/mol, vnitini
viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,094 dl/g) a 1,08 g goserelin—acetatu (toto
mnoZstvi je ekvivalentni 0,96 g goserelinu). Plynovou chromatografii se stanovi obsah kyseliny
octové v pevném produktu vysuSeném lyofilizaci, pfi¢emZ tento obsah &ini 0,08 % a obsah
goserelinu ve finalnim produktu ¢ini 9,90 % hmotnosti.
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Tato goserelin—laktido/glykolido—kopolymerni smés (1,0 g) se pfida k benzylbenzoatu (2,0 ml,
99% od firmy Janssen a rozpusti zahfivanim a michanim. Finalni roztok obsahuje 3,67 mg
goserelinu ve 110 pl.

Biologické vyhodnoceni

Formulace 1 aZ 4 byly podany skupindm (n =9 nebo 10) krysich samiéek s pravidelnym cyklem
oestru v davce 3,6 mg kazdému pokusnému zvifeti, jak je to popséano v piikladu 16. po podani
této davky bylo zjist€no, ze krysi samic¢ky vstoupily do periody kontinuéalniho dioestru, coZ
svéd¢i o plynulém uvolitovani goserelinu-. Stfedni doby trvani periody dioestru pro kazdou
skupinu krys jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Z vysledki uvedenych v této tabulce je ziejmé,
Ze v3echny tfi formulace poskytuji periody uvoliiovani goserelinu asi 3 mésice nebo jeité delsi.

Formulace ¢&. Stiedni doba trvani dioestru (dny) (+ standardni odchylka)
1 114+ 1,8
2 94 +4,6
3 97+£53
4 83+43

Z t&chto prikladi je déle ziejmé, Ze formulace obsahujici sil tvofenou uéinnou latkou a poly-
esterem mohou mit formu roztoki, které mohou byt snadno podavéany parenteralné za pouZiti
injekéni jehly uzkého kalibru a Ze takové formulace jsou vhodné pro lé&eni hormonové
dependentnich nadort u lidi.

~Priklad 19

Goserelin—polyesterova sil ii) z pfikladu 16 (3,75 g) se rozpusti v dichlormethanu (50 ml), ktery
byl pfedbéing zfiltrovan pies 0,45 pm filtr. Ziskany roztok se zfiltruje pres 0,5 pm teflonovou
filtratni membranu (Whatman WTP) do baiiky, ktera byla sterilizovana za pouZiti autoklavu.
Rozpoustédlo se odstrani v rotatni odparce za vzniku viskozni faze, natez se vzduch do rotacni
odparky potom pfipousti skrze 0,5 um filtr. Ziskana visk6zni kapalina se vysu$i zahfivanim za
vakua za vzniku bilé pény, kterd se odvazi do ampuli se zGZenym hrdlem, pfechovavanych
v autoklavu s laminarnim proudénim, nadez se do ampuli pridaji Cerstvé destilovana rozpoustédla
za vzniku roztokovych formulaci goserelin—polyesterové soli, které jsou v podstaté prosté podilu
suspendovanych ¢astic.

Formulace 1

1 g pevného podilu se pfida k benzylbenzoatu (destilovany, teplota varu 106 °C/30 Pa, 3 ml)
a ziskana smés se zahfiva generatorem horkého vzduchu az do okamziku, kdy se rozpusti pevny
podil. 245 pl této roztokové formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.

Formulace 2
1 g pevného podilu se piidé k benzylalkoholu (destilovanému, teplota varu 44 °C/30 Pa) a pevny

podil se rozpusti zahfivanim prostfednictvim generatoru horkého vzduchu. 100 pl této roztokové
formulace obsahuje 3,6 mg goserelinu.
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Biologické vyhodnoceni

Dvéma skupindm po deseti krysich sami¢kdch byly podany subkutanné formulace 1 a 2 za
pouziti injek&ni jehly skalibrem 20. Po uplynuti ur€itych asovych useki (1 tyden (n=4),
4 tydny (n=3 a 6 tydna (n=3)) byly pokusnym zvifatlim odebrany terminéini krevni vzorky. Tyto
krevni vzorky byly analyzovany za pouziti radiatné-imunologického stanoveni za ucelem
stanoveni obsahu goserelinu. U obou formulaci byly zji§tény méfitelné obsahy goserelinu v krvi,
coz ukazuje na skute&nost, e roztokové formulace poskytuji pravidelné uvoliiovéani GCinné latky
po dobu n&kolika tydni. Bylo zjisténo, Ze profil uvoliiovani formulace 1 mé maximum asi po
&tyfech tydnech, zatimco k maximu profilu uvoliiovani formulace 2 dochazi v prvnim tydnu,
natez bylo zjisténo, Ze obsah goserelinu v krvi postupné kles4 s ¢asem. Profil uvolfiovani
formulace 1 je povaZovan za pfiznivéjsi nez profil uvoliiovani formulace 2, nebot’ za pouziti
benzylbenzoatu jako rozpoustédla ve formulaci 1 se dosahne konstantngjsi hladiny goserelinu
v krvi s ¢asem.

Z t&chto ptikladi je déle patrné, Ze formulace obsahuji sl tvofenou uc¢innou latkou a polyesterem
mohou byt ve formé roztoku, které mohou byt snadno aplikovany parenteralng za pouziti injek&ni
jehly s izkym kalibrem a Ze jsou takové formulace vhodné pro léZeni hormonové dependentnich
nadort u lidi.

Priklad 20

Laktido/glykolidovy kopolymer (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (9,0 g,
Mw =6 011, polydisperzita= 1,56, molekulovda hmotnost stanovena titraci koncové skupi-
ny = 2700 g/mol, vnitini viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,099 dl/g) se
rozpusti v dichlormethanu (100 ml). K ziskanému roztoku se p¥ida goserelin—acetat (1,124 g, toto
mnozstvi je ekvivalentni 1 g goserelinu) za michani, nateZ se pfidd methanol (10 ml). Ziskana
kalna suspenze se micha pfi okolni teplot& po dobu asi jedné hodiny aZ do okamZziku, kdy se
ziska &iry roztok. Rozpoustédlo se odstrani za pouziti rotaéni odparky za vzniku &iré viskozni
kapaliny. Tato kapalina se potom op&tovng rozpusti v dichlormethanu a jako dfive opét vysusi.
Tento stupeii se opakuje dvakrat a ziskana viskézni kapalina se nakonec vysudi za vakua za
tvorby bilé p&ny, ktera se dale susi za vakua pfes noc. P&na se rozdrti na jemny prasek, ktery se
su$i za vakua pfi okolni teploté po dobu jednoho dne. K tomuto prasku se potom pfida
benzylbenzoat (20 ml, 99% od firmy Janssen) a ziskana smé&s se za michédni mimé& zahfiva za
vzniku roztoku.

Biologické vyhodnoceni

Tato roztokova formulace goserelinu se za pouziti injek&ni jehly s kalibrem 20 subkutanné poda
kazdé ze 45 krysich sami¢ek (220 pl, toto mnoZstvi je ekvivalentni 7,3 mg goserelinu). Pokusna
zvifata byla rozdélena do skupin po péti a pokusnym zvifatim byly odebirany vzorky krve
lad4dnyal,3,5,7,9, 11 a 13 tydni po podani. Kromé toho byly pokusnym zvifatim odebirany
vzorky krve z ocasni Zily (skupindm po péti pokusnych zvifatech), 2,4, 6, 8, 10 a 12 tydnii po
podani formulace goserelinu. Tyto vzorky byly analyzovany radiaéné-imunologickym stanove-
nim za Géelem zji$téni obsahu goserelinu a ziskané vysledky ukazuji, Ze se za pouZiti kapalné
formulace goserelin—polyesterové soli ziskaji méfitelné obsahy uQinné latky vkrvi jeSté asi
11 tydndi po podéni formulace G¢inné latky a Ze uvedené formulace poskytuji pravidelné uvoliio-
vani goserelinu in vivo.

Z téchto piikladt je dale patrné, Ze formulace obsahujici siil a€inné latky a polyesteru mohou byt
ve formé roztokt, které mohou byt snadno podéany parenteralné za pouZiti injek¢ni jehly s izkym
kalibrem a Ze takové formulace by byly vhodné pro lé&eni hormonové dependentnich nadord
u ¢lovéka.
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Priklad 21

Peptid znamy jako Latka P ve form& jeho acetitové soli (od firmy Sigma, 2 mg) se pfida
k dichlormethanu (3 ml) a smés se dikladné promicha. Uvedeny peptid nevykazuje Zadnou
znamku toho, Ze by se rozpouStél v uvedeném rozpoustédle a vytvati vtomto rozpoustédie
kalnou suspenzi.

Laktido/glykolidovy kopolymer (70/30) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (225 mg,

- Mw=09755, polydisperzita =1,52, molekulovd hmotnost stanovena titraci koncové

skupiny = 1800) se pfida k dichlormethanu (25 ml). Smé&s se mich4 po dobu 15 minut za vzniku
Cirého bezbarvého roztoku. K tomuto roztoku se pfida roztok Latky P (25 mg) v methanolu
(0,5 ml). Rezultujici kalna suspenze se micha po dobu jedné hodiny a po uplynuti této doby se
ziska zcela &iry roztok. Rozpoustédlo se odstrani v rotatni odparce a ziskany &iry sklovity pevny
produkt se opétovné rozpusti v dichlormethanu (5 ml) a roztok se op&tovné odpafi. To se opakuje
dvakrat. Findlni pevny podil se opétovné rozpusti v dichlormethanu (3 ml) a ziskany roztok se
pomalu nakape na PTFE—ovrstvenou tkaninu, umoZiiujici opafeni rozpoustédla a vytvofeni tenké
folie Cirého bezbarvého sklovitého pevného produktu (obsah peptidu = 9,1 % hmotnosti).

Tato fdlie (96,8 mg) se ulozi do malé Iékovky, nacez se do lékovky piid4 fosfitem pufrovana
solanka (2 ml, pH 7,4) (pufr byl pfedb&zné zfiltrovan pfes 0,2 um filtr a obsahuje 0,02 % azidu
sodného ve funkci konzervaéniho €inidla). Lékovka se potom uloZi do inkubétoru pfi teploté
37 °C a pufr se periodicky odstrafiuje a znovu dodava. Pufr, ktery byl odstranén, se analyzuje za
pouziti UV-spektofotometru (Hewlett Packard 8452A) pfi 210 nm proti standardnim roztokiim
Latky P za ucelem stanoveni uvolfiovani Latky P. Vysledky ukazuji, e Litka P miZe byt
rozpusténa v dichlormethanu v pfipad€, Ze méa formu soli kopolymeru kyseliny mléné a kyseliny
glykolové ukonéeného karboxylovou skupinou a Ze miZe byt za pouziti tohoto rozpoustédla
zpracovana na tenky film, ktery poskytuje kontinualni uvolfiovani peptidu po ¢asovou periodu asi
4 tydni.

Priklad 22

Vodny roztok leuprolid—acetatu (jinak zndmého jako leuprorelin—acetat) (300 pl roztoku
o koncentraci 330 mg/ml) se za intenzivnich stfihovych podminek pFimicha ke 20 ml
10% (hmotn./hmotn.) roztoku kyseliny polyhydroxystearové, majici &iselnou stfedni molekulo-
vou hmotnost asi 2000, v produktu Miglyol 812 (triglyceridy nasycenych mastnych kyselin se
stfednim fet€zcem vcetné kyseliny linolenové, Dynamit Nobel, GB) za vzniku, &aste¢né na
rozmezi olejové a vodné faze, leuprolid-polymerni soli, ktera stabilizuje vytvofenou koloidni
suspenzi typu voda-v—oleji. Voda se potom odstraiiuje pfi teploté 50 °C a za michéni aza
hlubokého vakua az do okamziku, kdy smés jiZ nepéni a nebubla, pfiemz se ziska olejovita
kompozice, ktera je velmi jemné€ zakalena a ktera je vhodna pro peroralni podani.

Piiklad 23

Lys®-vasopresin-acetitova siil se pfida (2 mg. od firmy Sigma) k dichlormethanu a ziskana smés
se michd. Peptid nevykazuje Zddnou znamku toho, Ze by se rozpoustél v uvedeném rozpoustédle
a zistava ve forme kalného suspendovaného podilu.

Laktido—glykolidovy kopolymer (70/30) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (225 mg,
Mw =9 755, polydisperzita =1,52, molekularni hmotnost stanovena titraci koncové
skupiny = 1800) se pfida k dichlormethanu (5 ml).Tato smé&s se michd po dobu 15 minut za
vzniku &irého bezbarvého roztoku. K tomuto roztoku se p¥ida Lys*-vasopresin (25 mg, od firmy
Sigma) a methanol (0,5 ml). Ziskana kalna suspenze se micha po dobu jedné hodiny a v pribéhu
této doby se vytvofi naprosto iry roztok. Rozpoustédlo se odstrani v rotaéni odparce a ziskany
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¢iry sklovity pevny produkt se op&tovné rozpusti v dichlormethanu (5 ml) a znovu odpati. To se
opakuje dvakrat. Findlni pevny produkt se rozpusti v dichlormethanu (3 ml) a roztok se pomalu
nakape na PTFE—-ovrstvenou tkaninu, umoZziiujici odpafeni rozpoustédla a vytvoreni tenkého
filmu ¢irého bezbarvého sklovitého pevného produktu (obsah Lyss—vasopresinu ¢ini 10 % hmot-
nosti).

Tento film (97,31 mg) se ulozi do malé 1€kovky, do které se ptida fosfatem pufrovana solanka
(2 ml, pH 7,4) (pufr byl pfedb&zné zfiltrovan skrze 0,2 um filtr a obsahuje 0,02 % azidu sodného
ve funkci konzervagniho ¢inidla). Lékovka se uloZi do inkubatoru pki teploté 37 °C a pufr se
periodicky odstraifiuje a dodava. Odebrany pufr se analyzuje v UV—spektrofotometru (Hewlett
Packard 8452A) pFi 210 nm proti standardnim roztokim Lys®-vasopresinu. Vysledky tohoto
testu jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Experiment ukazuje, e Lys*-vasopresin mize byt
rozpustén v piipadé, Ze je ve formé soli laktido—glykolidového kopolymeru ukonceného karboxy-
lovou skupinou a Ze ziskana smés poskytuje kontinualni uvoliiovani peptidu po ¢asovou periodu
alespon &tyt tydnii.

Uvolitovéani Lys®*—vasopresinu in vitro

Cas (dny) Uvoln&né mnostvi Lys'—vasopresinu z filmu (%)
1 4,11

4 5,45

7 5,55

14 5,75

21 26,82

28 47,27
Priklad 24

Dvé formulace Zeneca ZD6003 (/Met”, Arg'', Ser'?"*%/-lidsky G-CSF (granulocite—olony
stimulating factor) modifikovany polyethylenglykolem 5000 zplisobem popsanym v referenénim
prikladu 4 nebo 7 evropské patentové prihlasky EP 0 473 268) v laktido—glykolidovém kopoly-
meru se pfipravi nasledujicim zpiisobem.

i) Dichlormethan (4 ml) se pfida k lyofilizovanému ptipravku (39,72 mg). Takto se vytvori
opakni disperze u¢inné latky v rozpoustédle. Prida se laktido—glykolidovy kopolymer (75/25)
s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (363,6 mg, Mw=9963, polydisperzita=2,19,
molekulova hmotnost stanovena titraci koncové skupiny = 2815 a vznikne &iry roztok.

Tento roztok se pfidd kroztoku (400 ml) methylcelulézy (0,25% (hmotn./obj.) Methocel,
15 mPa.s od firmy Fluka) e vodé za stfihového namahani (mixér Heidolph RZR50, 2150 ot4gek
za minutu). Po 3—-minutovém michani touto rychlosti ota¢eni mixéru se rychlost michéani snizi na
800 otadek za minutu. Ziskané &astice se potom ponechaji usadit (gravitané) po dobu 30 minut,
zatimco se smés chladi ledem. Supernatant se odlije a ¢astice se promyji resuspendovanim
v ledové chladné destilované vodé (50 ml) a odstfedénim pii 1000 otalkach za minutu. to se
opakuje &tyfikrat a Eastice se nakonec lyofilizuji.

Castice pipravené timto zpiisobem maji dobrou kvalitu, pfi¢emz jsou sférické a maji stfedni
velikost ¢astic 32 um, coz bylo stanoveno obrazovou analyzou pod optickym mikroskopem.
Obsah G&inné latky v téchto Easticich byl stanoven extrakci a naslednou podtlakovou kapalinovou
chromatografii, pfi¢emZ &ini 9,45 %, ¢imZ znamena 96% ucinnost inkorporace G¢inné latky
pouzité k vytvofeni mikrocastic.
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ii) Dichlormethan (4 ml) se prida k lyofilizovanému pfipravku ZD6003 (44.18 mg). Takto se
ziskd opakni disperze uCinné latky v rozpoustédle. Pfida se laktido—glykolidovy kopolymer
(75725, 364,1 mg, Mw = 16 800 (stanoveno dimenzn€ exkluzni chromatografii, polydisperzita
=2,2, od firmy Boehringer Ingelheim). Byl udinén pokus stanovit molekulovou hmotnost
polymeru titraci koncové skupiny, av3ak nebylo to mozné vzhledem k velmi nizké koncentraci
titrovatelnych zbytkd, coz znamen4, Ze polymer nema koncovou karboxylovou skupinu. Smés
roztoku G¢inné latky a polymeru se nevycefila po pfidani polymeru a zistala kalnou disperzi, coz
ukazuje, jak bylo ostatné ofekavano, ze v pfipad€é nepfitomnosti koncovych karboxylovych
skupin v polymeru nemiize byt vytvofena peptid—polyesterova sil.

Tato smés se prida k roztoku (400 ml) methylcelulézy (0,25% (hmotn./obj.) Methocel. 15 mPa.s,
od firmy Fluka) ve vodé€ za stfihového namahéani (mixér Heindolph RZR50, 2150 otatek za
minutu). Po 30 minutovém michani pfi této rychlosti se rychlost michani snizi na 800 otatek za
minutu. Rezultujici €¢astice se potom ponechaji gravitainé usadit po dobu 30 minut. zatimco se
smés chladi na ledu. Supernatant se odlije a ¢astice se promyji resuspendovanim v destilované
vodé (50 ml) a odstfedénim pii 1000 otackach za minutu. To se opakuje &tyfikrat. nalez se
¢astice nakonec lyofilizuji.

Castice pripravené timto zptisobem maji podfadnou kvalitu ve srovnéni s &asticemi ziskanymi ve
vySe uvedeném odstavci a), priCemZ n€které maji nepravidelny tvar a jejich stfedni velikost je
40 um, coz bylo stanoveno obrazovou analyzou pod optickym mikroskopem. Obsah u¢inné latky
v t&chto &asticich by stanoven extrakci a potom tlakovou kapalinovou chromatografiim, pfi¢emz
¢ini 2,05 %, coz znamena 19% G¢innost inkorporace u¢inné latky pouzité k vytvofeni mikro-
Castic.

Vyse uvedeny piiklad ukazuje, Ze ZD6003 mize byt rozpustén v dichlormethanu v pfipadé
pfitomnosti polymeru s jedinou koncovou karboxylovou skupinou a to vzor tomu, Ze samotny
dichlormethan ¢innou latku nerozpousti. Kromé& toho takovy roztok mize byt k vytvofeni
mikro€astic ucinné latky a polymeru s velmi vysokou mirou inkorporace ué¢inné latky. Na rozdil
od toho vySe uvedeny priklad také ukazuje, ze ZD6003 nemize byt rozpustén v dichlormethanu
v pfitomnosti polymeru v ptipad¢, kdy polymer nema koncovou karboxylovou skupinu. V tomto
pripadé se vytvoii pouze kalna disperze. Navic takova kalna disperze produktu ZD6003 v roztoku
polymeru s Zadnou koncovou karboxylovou skupinou ma za nasledek nizkou miru inkorporace
ucinné latky pfi zpracovani do formy mikro€astic.

Priklad 25

i) Goserelin—acetat (22,47 mg, toto mnozstvi je ekvivalentni 19,99 mg goserelinu) se piida
k benzylbenzoatu (2,21 g, 99% od firmy Janssen). Tato smés se zavede do inkubatoru pfi teploté
40 °C a kontinualné se micha po dobu 9 dnii za pouZiti magnetického michadla. Po 2 a 9 dnech se
odeberou alikvotni podily, které se odstfedi po dobu 15 minut pfi 13 000 ota¢kach za minutu,
pii¢emz se ziska peleta nerozpusténé G¢inné latky. Alikvoty supernatantu se pfesné odvazi (okolo
100 mg) do 50-ml odmérnych banék. Do kazdé baiiky se p¥ida ledova kyselina octova (2 ml),
nadez se doplni objem vodnym 0,5% (obj./obj.) roztokem kyseliny trifluoroctové. Cast tohoto
roztoku se ulozi do odstfedivkové kyvety a takto se odstfedi po dobu 15 minut pfi
13 000 otatkach za minutu za ucelem oddéleni suspendovaného podilu. Supernatant se potom
analyzuje za Gcelem stanoveni obsahu goserelinu za pouziti tlakové kapalinové chromatografie.
V zadném vzorku nebyl detekovan goserelin. Detekéni mez pfi tomto chromatografickém
stanoveni je 0,2 pg/ml goserelinu, pfi¢emz kvantifikani mez &ini 0,5 pg/ml goserelinu. Z vyse
uvedeného miiZe byt stanovena rovnovéazna rozpustnost (pfi teploté 40 °C) goserelinu v benzyl-
benzoétu, které ¢ini 0,2 pg/mg.

ii) Laktido—glykolidovy kopolymer (95/5) sjedinou koncovou karboxylovou skupinou
(291,9 mg, Mw = 6 742, polydisperzita = 1,61, molekulova hmotnost stanovena titraci koncové
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skupiny = 2565 g/mol, vnitini viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,103 dl/g) se
prida k benzylbenzoétu (3,38 g, 99% od firmy Janssen) za vzniku roztoku. K tomuto roztoku se
prida goserelin—acetat (22,52 mg, toto mnozstvi je ekvivalentni 20,03 mg goserelinu). Tato smés
se inkubuje a jeji vzorky se zpracuji postupem popsanym ve vyse uvedeném odstavci i).
V benzylbenzoatu nebylo mozné po dvou dnech detekovat zadny goserelin, aviak devaty den
byla detekovana hladina pfiblizn& 0,2 pg goserelinu na miligram benzylbenzoatu. detekini mez
pro goserelin pfi tomto stanoveni za pouZiti tlakové kapalinové chromatografie (HPLC) je stejna
jako je uvedena v predchazejicim odstavci i). Z tohoto lze urit, Ze rovnovazna rozpustnost (pfi
teploté 40 °C) goserelinu v benzylbenzoédtu v pfipadé, ze je pritomen ve formé& pouhé smési
s laktido—glykolidovym kopolymerem, miize byt stanovena jako hodnota pohybujici se od 0,2 do
0,5 ng/mg.

iii) Laktido—glykolidovy kopolymer (95/5) s jedinou koncovou karboxylovou skupinou (9,0 g,
Mw=6011, polydisperzita=1,56, molekulovd hmotnost stanovend titraci koncové
skupiny 2 700 g/mol, vnitini viskozita 1% (hmotn./obj.) roztoku v chloroformu = 0,099 dl/g) se
rozpusti v dichlormethanu (100 ml). K ziskanému roztoku se pfida goserelin—acetat (1,124 g, toto
mnozstvi je ekvivalentni 1 g goserelinu) za michéni, nacez se ptida methanol (10 ml). Ziskana
kalna suspenze se potom micha pfi okolni teploté po dobu asi jedné hodiny az do okamziku, kdy
se ziska ¢&iry roztok. Rozpoustédlo se odstrani za pouZiti rotadni odparky za vzniku ¢iré viskozni
kapaliny. Tato kapalina se potom opétovné rozpusti v dichlormethanu a vysusi jako v pfedchozim
pfipadé. Tento krok se opakuje potom dvakrat a nakonec ziskana visk6zni kapalina se vysu$i za
vakua za vzniku bilé pény, kterd se dosu$i za vakua pfes noc. Tato péna se rozdrti na jemny
pradek, ktery se susi za vakua pfi okolni teploté¢ po dobu jednoho dne. Tento prasek se prida
k benzylbenzoatu (20 ml, 99% od firmy Janssen) a ziskana smés se mirné zahfiva za michéni za
vzniku roztoku.

Tento roztok se intenzivné promicha a 1 ml vzorek tohoto roztoku se ulozi do odstfedivkové
kyvety a odstfed’uje pfi 14 000 otakach za minutu po dobu 30 minut. Opatrné se odebere alikvot
supernatantu, ktery se odvazi do 50-ml odmémé baiiky. Vzorek se analyzuje na obsah goserelinu

postupem popsanym v odstavci i). Byl stanoven obsah goserelinu v tomto roztoku 24,6 pg/mg
benzylbenzoatu.

Tento pfiklad ukazuje, Ze benzylbenzoét je velmi $patnym rozpoustédlem pro goserelin—acetat.
Kromé toho pfidani laktido—glykolidového polymeru za vzniku pouhé smési s goserelin-acetatem
v benzylbenzoitu nevede k vyraznému zvySeni rovnovainé rozpustnosti goserelin-acetatu
v benzylbenzoatu. Nicméné goserelin—polyesterova siil miize byt rozpusténa v benzylbenzoatu za
vzniku roztoku obsahujiciho goserelin v koncentacio mnohem vy38i, neZz je rovnovazna
rozpustnost volného goserelinu v tomto rozpoustédle.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutickd kompozice, vyznadéena tim, Ze jako a&innou latku obsahuje
farmaceutiky pfijatelnou siil tvofenou kationtem peptidu obsahujiciho alespofi jednu bazickou
skupinu a aniontem polyesteru ukonéeného karboxylovou skupinou a ma formu roztoku nebo
disperze soli v rozpoustédle, které je rozpoustédlem volného polyesteru ukonceného karboxylo-
vou skupinou, aviak neni rozpoustédlem volného peptidu obsahujiciho alespofi jednu bazickou
skupinu, pfi¢emz velikost Eastic soli v disperzi je men3i nez 5 mikrometrti a vyhodné men3i neZ
0,2 mikrometru, nebo ma formu mikrocastic nebo implantitu pro injekci nebo podkozni
implantaci.
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2. Farmaceutickd kompozice podle niroku 1, vyznaéena tim, Ze peptid obsahujici
alespoil jednu bazickou skupinu je farmakologicky uCinnym peptidem zvolenym z mnoziny
zahrnujici oxytocin, vasopresin, adrenokortikotrofni hormon ACTH, epidermaélni ristovy faktor
EGF, prolaktin, luteinizujici hormon, folikul-stimulujici hormon, luliberin nebo hormon
uvoliujici luteinizujici hormon LHRH, inzulin, somatostatin, glukagon, interferon, gastrin, tetra-
gastrin, pentagastrin, urogastron, sekretin, kalcitonin, enkefaliny, endorfiny, kyotorfin, taftsin,
thymopoietin, thymosin, thymostimulin, brzlikovy humoralni faktor, sérovy brzlikovy faktor,
faktor nadorové nekrdzy, kolonie stimulujici faktory, motilin, bomnbesin, dinorfin, neurotensin,
cerulein, bradykinin, urokinazu, kallikrein, analogy a antagonisty latky P, angiotensin, nerovovy
rustovy faktor, krevni koagulaéni faktory VII a IX, lysozym—chlorid, renin, tyrocidin,
gramicidiny, ristové hormony, melanocyty stimulujici hormon, hormon uvoliiujici hormon §titné
Zlazy, $titnou zlazu stimulujici hormon, parathyroidni hormon, pankreozymin, cholecystokinin,.
lidsky placentélni laktogen, lidsky chorionni gonadotrofin, peptid stimulujici syntézu proteinu,
gastricky inhibi¢ni peptid, vasoaktivni intestinalni peptid, ristovy faktor odvozeny z krevnich
desti¢ek, faktor uvoliiujici ristovy hormon, kostni morfogenni protein a syntetické analogy
a modifikace a farmakologicky u¢inné fragmenty téchto latek.

3. Farmaceutickd kompozice podle naroku 1, vyznaéena tim, Ze peptid obsahujici
alespoii jednu bazickou skupinu je farmakologicky neidinnym peptidem zvolenym z mnoziny
zahmujici polyarginin, polylysin a kopolymer argininu a lysinu, kopolymery neutralnich
aminokyselin v D- L- nebo DL—formé€ s argininem nebo/a lysinem ve formé D nebo L nebo
v racemické formé& a peptidy nebo kopolypeptidy, ve kterych jsou peptidové fetézce zcela nebo
¢astecné ukondeny na N-konci bazickou skupinou a zdkladni fetézec je tvofen neutralnimi
aminokyselinovymi zbytky.

4. Farmaceutickd kompozice podle naroku 1, vyznadena tim, Ze polyester ukonteny
karboxylovou skupinou je zvolen z mnoZiny zahrnujici poylestery odvozené od hydroxy—kyselin
a polyestery odvozené z polykondenzace diolii nebo/a polyoli s karboxylovymi kyselinami
nebo/a polykarboxylovymi kyselinami.

5. Zpisob ptipravy farmaceutické kompozice podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze se
roztok nebo disperze soli ziska tim, Ze se peptid obsahujici alespori jednu bazickou amino-
kyselinu ve formé volné baze nebo soli se slabou kyselinou a polyester ukonéeny karboxylovou
skupinou rozpusti v neutralnim poldrnim rozpoustédle, ve kterém jsou peptid a polyester
rozpustné, nadez se rozpoustédlo odstrani a zbyvajici koncentrovany roztok se pfida k rozpous-
tédlu, které neni rozpoustédlem vytvofené peptid—polyesterové soli, nebo se peptid obsahujici
alespori jednu bazickou aminokyselinu ve formé& volné baze nebo soli se slabou kyselinou a
polyester ukonéeny karboxylovou skupinou rozpusti v rozpoustédle, ve kterém je peptid a
polyester rozpustny a které je odstranitelné lyofilizaci, natez se ziskany roztok mzikové zmrazi,
ziskand zmraZend smés se lyofilizuje, zbytek po lyofilizaci se disperguje v rozpoustédle
polyesteru ukonceného karboxylovou skupinou a vytvofena peptid—polyesterova sil se poneché
rozpustit, nebo se uvede v reakci peptid obsahujici alespoii jednu bazickou aminokyselinu ve
formé soli se silnou kyselinou a polyester, ktery je zcela nebo ¢asteéné ve formé soli karboxylové
kyseliny majici kation tvoteny alkalickym kovem nebo kovem alkalickych zemin.

6. Farmaceutickd kompozice podle naroku 1, vyznadend tim, Ze je uréena pro
prolongované uvoliiovani peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu a Ze obsahuje
farmaceuticky pfijatelnou siil tvofenou kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou
skupinu a aniontem polyesteru ukonceného karboxylovou skupinou a ma formu mikro&astic
opriméru 0,2 az 500 mikrometr suspendovanych v dodateném farmaceuticky pfijatelném
injekénim nosici.

7. Farmaceuticka kompozice podle naroku 6,vyznaéena tim, Ze dodate¢nym farmaceu-
tickym pfijatelnym nosi¢em je vodny nebo organicky nosi¢, ktery neni rozpoustédlem latek
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tvoricich kompozici nebo je timto nosi¢em hydrofilni organicky injekéni nosi€ v pipadé pouZiti
vysoce lipofilniho polyesteru ukongeného karboxylovou skupinou.

8. Farmaceutickd kompozice podle naroku 1, vyznadena tim, Ze obsahuje farmaceu-
ticky prijatelnou sil tvofenou kationtem farmakologicky G¢inného peptidu obsahujiciho alespoii
jednu bazickou skupinu a aniontem polyesteru ukonéeného karboxylovou skupinou a vykazuje
prolongované uvoltiovani peptidu obsahujiciho alespoil jednu bazickou skupinu, pficemZ ma
formu farmaceuticky piijatelného roztoku obsahujiciho

—  peptid obsahujici alespofi jednu bazickou aminokyselinu a majici molekulovou hmotnost
alespoii 300, ktery je ve formé& soli s polyesterem ukonéenym karboxylovou skupinou,
pti¢emz tato siil je tvofena kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu
a aniontem polyesteru ukon¢eného karboxylovou skupinou,

- rozpoudtédlo, které je rozpoustédlem volného polyesteru ukongeného karboxylovou
skupinou, aviak které neni rozpoustédlem volného peptidu obsahujiciho alespofi jednu
bazickou skupinu,

—  piebytek polyesteru ukonteného karboxylovou skupinou a

—  ptipadné podil peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu v solubilizované nebo
koloidn& dispergované formé.

9. Farmaceuticka kompozice podle naroku 8,vyznaéena tim, Ze peptidem obsahujicim
alespoii jednu bazickou skupinu je synteticky analog hormonu uvolnuycxho luteinizujici hormon
zvoleny z mnoZiny zahrnu_]lm buserelm ([D-Ser(Bu')’, des-Gly-NH,'*}-LHRH(1-9)NHE),
deslorelin  ([D-Trp®,des-Gly-NH," LHRH(1—9)NHEt), fertorelin  ([D, des—Gl\—NHZ"’]—
LHRH(1-9-NJ"HEL), goserelin ([D-Ser(Bu')° Azgly’O]LHRH) histrelin ([D-His(Bzl)®,des-Gly-
NH,"}- LHRH(I—9)NHEt) leuprorelin ([D-Leu® des—Gly—NHzm]—LHRH(1—9)NHEt) lutrelin
([D—Trp MeLeu’,des-Gly-NH,'*]-LHRH(1-9)NHEt),nafarelin ([D-Nal® ]-—LHRH), tryptorelin
([D-Nal®]-LHRH) a jejich farmakologicky 0&inné soli.

10. Farmaceutickd kompozice podle niroku 8, vyznadend tim, Ze rozpoustédlo je
zvoleno z mnoZiny zahrnujici benzylbenzoat, benzylalkohol, ethyllaktat, glyceryltriacetét, estery
kyseliny citronové a polyethylenglykoly, alkoxypolyethylenglykoly a polyethylenglykolacetaty
s molekulovou hmotnosti nizsi nez 1000.

11. Farmaceutickd kompozice podle niroku 8, vyznadena tim, Ze pomér soli tvofené
kationtem peptidu obsahujiciho alespoii jednu bazickou skupinu a aniontem polyesteru ukoncen¢-

ho karboxylovou skupinou k volnému polyesteru ukon¢enému karboxylovou skupinou je roven
1:0 az 0,1:10.

12. Farmaceutickd kompozice podle naroku 8, vyznaéenda tim, Ze pomér celkového
pevného podilu k rozpoustédlu je roven 2 az 40 % (hmotn./obj.).

13. Zpisob farmaceutické kompozice podle niroku 8, vyznaé&end tim, Ze se homogenné
promisen4 smés peptidu obsahujiciho alespofi jednu bazickou skupinu a polyesteru ukoneného
karboxylovou skupinou rozpusti ve farmaceuticky pfijatelném rozpoustédlem, nebo se roztok
peptidu obsahujiciho alespofi jednu bazickou skupinu v alkoholu obsahujicim 1 az 6 uhlikovych
atomii pozvolna pfida k roztoku polyesteru ukonéeného karboxylovou skupinou v rozpoustédle
vhodném pro injekci, nadeZ se v pFipadé, Ze rozpoustédlo pfitomné ve vychozim roztoku peptidu
neni farmaceuticky pfijatelné, toto rozpoustédlo odstrani.

Konec dokumentu
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