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KIVONAT

A talalmany sima felszind, 0,1 - 50 pm atmér6ji gombalaki mikrorészecskékbol
allo steril por. Jellegzetessége, hogy a mikrorészecskék hidrofilek és monodiszperz
szuszpenziéva képesek rekonstitualédni vizben, s e mikrorészecskék még
valamilyen élettanilag vagy diagnosztikailag aktiv komponenst is tartalmaznak,
amely koézvetleniil vagy kézvetve kapcsolédik a mikrorészecskékhez a rajtuk levé

szabad funkcios csoportok révén.



’

. 0 60008 Soce oo
L) . .

1%"@/ 91 T

eee o0 00 o ¢ eoe,

(1997.VL)

KOZZETETELI PELDANY P/

J
Képviselo: ADVOPATENT Szabadalmi Iroda, Budapest

PN

Keresztkotéses mikrorészecskék és felhasznalasuk gyogyaszati céha hordozoként
ANDARIS LIMITED, Nottingham, Nagy Britannia
Feltalalok:
Andrew Derek SUTTON, Grantham, Nagy Britannia
Richard Alan JOHNSON, Nottingham, Nagy Britannia
A bejelentés napja: 1997. 06. 12.
A nemzetko6zi bejelentés napja: 1995. 12. 14.
szama: PCT/GB95/02925 -
Az Eurdpa bejelentés elsobbsége: 1994. 12. 16.

szama: 94309417.7

12466



A talalmany keresztktéses mikrorészecskékre és azok gydgyaszati céld
hordozéként valé felhasznalasara vonatkozik.

A mikrorészecskés hordozé rendszereknek a gydgyaszati és diagnosztikai
hatc;>anyagok parenteralis bevitelére torténé alkalmazasat egyre fokozottabb
figyelem &vezi. A mikrorészecskéket felhasznald technoldgiai rendszerek és a
gyartasuk alapjaul szolgalé kémiai megoldasok egész légidjat javasoltak mar a
szakirodalomban abbdl a célbél, hogy a hatéanyagok szubkutan, intravénas,
intraartériésl bevitelére megfelelé hordozoanyagok alljanak rendelkezésre. Az
"idedlis hordozoanyagnak” tobb kulcsjellemzéje van. Ezek magukba foglaljak a
méretet, a méreteloszlast, a hasznos (hatd)anyag tartalmat, a bioldgiai lebontas
Utemét, a hasznalat konnyliségét, a hatdanyagfelszabadulas kinetikajat és a
méretndvelhetd, reprodukalhaté gyartas lehetdéségét. Ezen "idedlis hordozdanyag”
egyes egyedi vonatkozasainak, jellemzdinek, nevezetesen a gyogyszerhatdéanyag-
tartalomnak, a biolégiai lebontds (temének és részben a méretnek és a
méreteloszlasnak a kérdésével mar sikeresen foglalkoztak mas szerzék.

Az ismert hordozéanyagok gyartasanal ezidaig kilonféle, foként oldoszeres
és emulzios alapu technikakat alkalmaztak. E médszereknek az az egyik hatranya,
hogy a hordozoanyagok gyartasanak egy vagy két Iépésében kisérelték meg
maganak a hordozéanyag kulcsfontossagii elemeinek a kézbentartasat,
ellendrzését. igy a méret, a méreteloszlas, a gydgyszerhatéanyag-tartalom és a
biolégiai lebontas liteme, mint jellemzé paraméter, mind egyazon dinamikus

gyartokdrnyezetben, az egyszeres és kettés emulziés rendszerek vagy az oldészer

elgbzologtetéses technikak altal tipikusan meghatarozott kériiimények Kkézétt alakult



ki. Az emulzids eljarasokra jellemzden, a gyégyszerhatbéanyagnak, a polimernek és a
hatarfelliletet médosito szereknek az oldatat 6sszekeverték valamilyen az elézével
nem elegyedé oldészerrel, emulziét képeztek, hevités utjan vagy mas moédon
stabilizaltak a részecskéket, majd a felsziniket letisztitottak, hogy a parenteralis
alkalmazassal 6sszeférhetetlen oldészermaradékot, olajokat eltavolitsak.

A korabbrél ismert technikdk esetében az emulziés vagy az oldészer-
elgézéltetds rendszereknél hasznalt reakcidedény déntd fontossagl jellemzé. A
mikrorészecske-morfolégia kontrolljat oly médon biztositjak a reakciéedényen beliil,
hogy egyenslilyt hoznak létre az olajos és vizes komponensek feliileti erdi és az
oldott anyag hatarfeliileti kblcsonhatasa kozétt, valamint a mechanikai behatasok,
példaul a keverés, a hékdzlés és a héjképzodés, tovabba természetesen a
hatéanyagnak a bolimer matrixba valé beéplilése koézdtt. Mindazonaltal e
technolégiak nagymértékben inkompatibilisak a parenteralis gyogyszerkészitmények
gyartasa soran alkalmazott nagylizemi médszerekkel.

A részecskeméret és a méreteloszlas kontrollalhatésaga az ismert
mikrorészecskék esetében - majdnem kivétel nélkiil - joval gyengébb volt annal, mint
amit a WO-A-9112823, a W0-A-9218164 és a WO-A-9408627 kbzzétételi szamu
PCT szabadalmi leirasokban ismertetett porlasztva szaritasos technikakkal el
lehetett érni, amidén az echokontrasztos leképezés és mas potencidlis parenteralis
felhasznalasok céljara allitottunk elé mikrorészecskéket. Az intravénas
mikrorészecskék akut toxicitdsa nagy mértékben 6sszefiigg a pulmonaris
keringésben el6idézhetd hajszalér-blokaddal, a pulmonaris vénas vérnyomas
egyidejli csokkenéséhez tarsul és a beteg azon hajlanddsaganak elvesztését
okozza, hogy kdvesse az orvos utasitasait. A részecskeméret és a LD toxicitas

kozotti 6sszefliggés jol dokumentalt. A mi sajat mérési adataink is azt mutatjak, hogy
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az jv részecskék toxicitisa meredeken né, amint az atlagos részecskeméret
meghaladja a 6 pm-t, a nem-deformdlhatd mikrorészecskék szamara a
tidészévetben rendelkezésre alld kapillarisok feltételezett méretét.

Jellemzéen minél nagyobb a kapszulak atlagmérete, szignifikansan annal
szélesebb a méreteloszlasi gérbe, s a mikrorészecskék mérettartomanya igy két
nag;/ségrendet is atfoghat. Terapias felhasznalasra, igy kemoembolizacié céljabol,
az az elképzelés, hogy olyan mikrorészecskéket tartalmazd készitményt
injekcidzzanak be, amelyben 5 um-t61 100 pm-ig terjedd mérettartomanyba esd
mikrorészecskék vannak, nagymértékben 6sszeférhetetlen a teriiletileg célzott
gyogyszerbevitel koncepcidjaval. A szébanforgé mérettartomany felsd szélén a 100
um-es vagy annal nagyobb méretli részecskéknél megvan az esélye a fobb
véredények embdlids elzarédasanak, ami naéykiterjedés(j testszovetek rossz
vérellatottsag miatti elhalasanak a veszélyével jar egyiitt. Masfeldl a tartomany alsé
szélénél talalhatdé az a részecskeméret, amelynél a hatdanyag szisztemikus
szétoszlatasa a szervezetben tulajdonképpen lehetové valik.

Az a mechanizmus, amelynek segitségével az id6ben elnyuijtott
hatdoanyagfelszabadulast a mikrorészecske rendszerekben az eddigiek soran a
legtobbszor elérték, a matrix erézidjanak s a beagyazott vagy felszivott
hatéanyagnak a koérnyezé kozegbe térténé felszabaduldsanak ellenérzétt volta
révén valosult meg. A hatéanyago(ka)t vagy a részecske eldallitasakor dolgoztak
abba bele, vagy a részecske rogzitését illetve stabilizalasat kévetéen annak
matrixaval felszivattak.

A gydgyszerhatoanyagok bedolgozasa az ismert mikrokapszuldk matrixaba
viz - és elkerllhetetleniil oxigén - jelenlétében torténd hokezelést kivant meg. Ez

csaknem bizonyosan a gyogyszerhatdanyag karosodasahoz vezet az oxidativ



folyamatok vagy a hordozoanyaghoz véletlenszer(i keresztkdtések révén torténd
hozzakapcsolodas altal. Azokban az esetekben, amikor a részecskék stabilizalasa
kémiai uton térténik, a potencialis hatéanyagveszteség szempontjab6l még rosszabb
a helyzet.

Egy masik mechanizmus, melynek segitségével az oldhaté polimer
horaozékbél a gyogyszerhatoanyag felszabadulasanak tGtemét lassitani, moédositani
lehetett, a hatdéanyagnak az oldhaté hordozéhoz kovalens kétésekkel torténd
hozzakapcsolasa volt. E moédszer altalaban nem nyert alkalmazast a
mikrorészecskés rendszereknél, ahol a gydgyszerek, a ligandumok vagy az
antitestek kézvetlenﬁl az egyes meghatarozott hordozéanyagokhoz kapcsolédnak.

A korabban ismertté valt mikrorészecskék esetében a gyogyszerhatéanyagok
hozzakapcsolasanak f6 akadalyat az utdbbiak viszonylaéos hidrofob jellege képezte.
Miutan a kapcsolashoz szikséges kémiai reakciok nagy részét vizes kozegben
hajtjak végre, az ilyen hidrofob mikrorészecskéket majdnem lehetetlen derivatizalni.
Azokban a korabbi esetekben amikor a kutaték hidrofil mikrokapszulakat allitottak
el6, a modszer komplex képzését kivanta meg a hidrofil polimer jelenlétében, egy
emulziés eljarasban.

A mikrokapszulak biol6giai lebontasanak sebességét nagyrészt a
keresztkétések mértéke szabja meg. A technika allasahoz tartozé rendszerekben a
keresztkétésesség mértéke megvaltoztatdsanak igen negativ hatdasa volt a
gyégyszerhatéanyag felvételére és azt kovetden a mikrorészecske képzési
képességre. Kevés erdfeszitést tettek korabban arra, hogy megkiséreljék ennek a
paraméternek a manipuldlasat a biologiai lebomlas Utemének és gyogyszer

felszabadulasanak kézbentartasa végett.



A technika allasa szerinti mikrorészecskék jelentés mennyiségi feliletaktiv
anyag vagy ultrahangos szonikalas alkalmazasat kivanjak meg annak érdekében,
hogy vizes kézegben monodiszperz szuszpenzié jojjon Iétre. Még a rekonstitualt
mikrorészecskék esetében is ez a helyzet; azoknak hajlamuk van az
agglomeralédasra és ennél fogva az ilyen mikrorészecskéket tartalmazé
késéitmények hipodermikus tlkkel torténo bor ala injekciézasa problematikus.

A jelen talalmany azon a felfedezésen alapszik, hogy az olyan tipusu
mikrorészecskék, mint amilyeneket a WO-A-9112823, WO-A-9218164 és WO-A-
9408627 kozzétett PCT szabadalmi leirasokban ismertettek, jo jellemzokkel
rendelkeznek és még a hokezelés hatasara bekdvetkezett keresztkotés-képzés utan
is képesek megtartani hidrofil tulajdonséagaikat, a vizben valdé rekonstiticié és a
monodiszperz szuszpenziél képzésének képességét. Ezen tilmenden az olyan
funkciés csoportok mint a kiindulasi anyag karboxil-, amino-, hidroxil- vagy
szulfhidril-

-csoportjai megorzik aktivitasukat és igy a derivatizalasi reakcidkban
felhasznalhatok.

A talalmanyunk szerinti sima felszin(i, gombalaku, 0,1 pm - 50 pm atmérgjq,
keresztkotéseket tartalmazd anyagd mikrorészecskékbal allé steril por, hidrofil
tulajdonsagu és vizben rekonstitualodni képes monodiszperz szuszpenziét alkotva.
Ez a mikrorészecskékbdl allé por valamilyen élettanilag hatasos vagy
diagnosztikailag aktiv komponenst is magabafoglal, amely a mikrorészecskékhez
kézvetve vagy koézvetlenil kotodik a rajtalevé szabad funkciés csoportok, példaul
amino-, hidroxil-, karboxil- vagy szulfhidrilcsoportok révén.

Talalmanyunk célszerlien alkalmazza azokat a mikrorészecske-el6allitasi

technikakat, amelyeknek leirasa a fentemlitett kozzétett PCT szabadalmi leirasokban
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talalhaté meg (s amelyek tartaimara hivatkozas formajaban utalunk a jelen
leirasszévegben); ezeknek a technikaknak készonhetd az olyan paraméterek mint a
részecskeméret, a méreteloszlas, a hatéanyagtartalom, a biolégiai lebomiasi Gtem
és a hatéanyag-kibocsatasi kinetika sziik hatarok kozotti kézbentartdsa, ami
biztositja a hasznalat konnyliségét és a gyartds méretndvelésének lehetdségét. A
jeleﬁ talalmany szerinti mikrorészecskéket az adott alkalmazasnak megfelelden
lehet kialakitani, mikézben minden esetben megmarad annak a lehetésége, hogy a
hatéanyaggal felt6ltétt hordozéanyagot a gybgyszeripari nagyiizemi gyakorlatnak
megfelelé léptékben lehessen eléallitani a gyartasellenérzés ugyanazon szinvonala
mellett. A fészecskeméret ellenorzésén tiimenden egyes individualis gyartasi
Iépésekben kalén, faggetlen ellenorzési -Iehetc'Sség van a méreteloszias
vonatkozasaban; a fixalas litemét tekintve vagy megforditva a biologiai ‘lebomlés
utemét illetéen; a gyogyszer hatoanyagtartalmara nézve; és a formazas, kikészités
soran. Amint a fentebb emlitett korabbi PCT szabadalmakban ismertetésre keriilt, a
bejelentbk olyan eljarassal rendelkeznek, amely a kivant természetii
mikrorészecskék elballitasara képes, s a teljes méretskalan gyarthatd. Az eljaras a
gyoégyszerészeti szabvanyoknak megfeleléen kivitelezhetd anélkill, hogy idegen
részecskék beeresztésére sor keriilne, ami majdnem biztosan kizarna a legtdbb, a
technika 4dllasa szerinti eljarasokkal gyartott mikrorészecskék parenteralis
alkalmazasat.

A jelen talalmany mikrorészecskés készitmények el6allitasara vonatkozik,
amelyek intravénasan, intraartériasan és ex vivo alkalmazhatok. Az intravénas
felhasznalasu részecskeszuszpenziok, az oldoszerben t6rténd rekonstiticiot
kovetben, a részecskék térfogatat tekintve elénydésen kevesebb mint 5 % 6 pm-nél

nagyobb részecskét tartaimaznak. A méreteloszias tovabba kézelitbleg Gauss-gérbe
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alaku, ugy hogy a részecskék mintegy 50 %-a az 5 pm-es tartomanyon beliil van,
elény6sen 3 pm-en bellil, még kedvezdbben 2 pm és a legkedvezébb esetben 1,2
um-es értéken beliil. A kivanatos eloszlas esetén a részecskék 80 %-a egy 3 um-es
tartomanyon beliil van. (Minden eloszlast vagy egy térfogat-, vagy egy témegbazis
szerintinek kell tekinteni.) A talalmany egyik elénys kiviteli alakjat az olyan porok
képezik, amelyekben a részecskék 95 %-a kisebb 6 pm-nél és 80 %-uk az 1 - 6 pm
tartomanyban van; kiiléndsen intravénas alkalmazas célszer( ilyeneket hasznaini.
Egy masik elényds kiviteli alak az olyan por, amelyben a részecskék 90 %-a kisebb
mint 20 pm és kevesebb mint 5 %-a kisebb 6 yum-nél; ez kimondottan intraartérias
alkalmazas mellett céiszerd.

Nagyobb részecskékbdl all6 rendszereknél lehetdség van arra, hogy a
nagyfoku ellenérzés mellett végzett pbrlasztva szaritas és egy azt kovetd
frakcionalasi |épés kombinacidjaval elegendéen nagyméreti s ugyanakkor sz(ik
méreteloszlasi tartomanyba esé mikrorészecskéket allitsunk eld, Ggy hogy az
artériaba tértént beadast kovetéen a szisztemikus hatéanyagkibocsajtas ki van
kisz6bdlve és csak a 20 um-nél kisebb atméréjii véredények embolizalédnak.

Taladlmanyunk egy masik kiviteli modja szerint a hatéanyagot a porlasztva
szaritashoz hasznalt térzsoldatba tettiik bele és a miivelet elvégzése utan a
mikrorészecskéket stabilizaltuk. Ennek a modszernek az elénye abban mutatkozott
meg, hogy a korabbi eljarasokkal szemben a részecske morfologiat és a
hatéanyagtartalmat sokkal jobban sikeriil kézbentartani.

A talalmanyban alkalmazott eljarasnak olyan kiviteli médja is lehetséges, mely
szerint a mikrokapszula héjanyag levalasztasa, rarakddasa a gydgyszerhatéanyagra
szaraz por allapotban torténik, amelynek a viztartalma elhanyagolhato, s ez a por az

eredeti oldhaté komponensekké képes rekonstitualodni.
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A talalmany értelmében a keresztkotések képzését fel lehet hasznalni arra,
hogy a hatéanyag kibocsatasanak Utemét ellendrizni, kézbentartani lehessen.
Példaul a talalmany egy foganatositasi modja szerint, a keresztk6tések mértékét és
ennélfogva a lebomlas sebességét a hatdéanyag hozzaadasa elétt elézetesen
beallitjuk. Az aktiv ligandumot azutan hozzékapcsolva egy olyan kontrollait
hatéanyagkibocsajtasi  goérbét  kapunk, amelynek jellegét a  matrix
keresztkGtésességének mértéke hatarozza meg. Az itt jelentkezdé elény abban all,
hogy alland6 Gtemii hatbanyagkibocsaijtas figyelhetd meg a jélismert "burst"-effektus
nélkiil.

A jelen talalmany tovabbi aspektusa a keresztk6tés-képzés manipulalasa. A
sza’rmazékképzésre alkalmas csoportok potencialis szintie és a keresztkotések
képzédéséhez szikséges hémérséklet/idd kiilonbdzd adalékok hozzaadasa révén
szabalyozhat6, melyek e paramétereket modositjak. Lizinnek vagy polilizinnek,
glutamatnak vagy poliglutaméatnak, fenilalaninnak és tirozinnak a bevitele a
torzsoldatba azt eredményezheti, hogy a kész mikrorészecske készitmény bioldgiai
lebomlasanak lteme megnd vagy csokken. Ezen tiimenden ezeknek az adalék-
anyagoknak az alkaimazasa jelentosen megnévelheti azoknak a potencialis funkcios
csoportoknak a szamat, amelyekhez a hatéanyagok kapcsolédhatnak. Ezenfelil az
ilyen adalékanyagok hasznalataval csokkentheté az az idé/homérséklet, amely
mellett a mikrorészecskék stabilizacioja megtorténik a porlasztva szaritas utan
képz6dott oldhaté mikrorészecskék hevitése kozben.

A fentieknek megfeleléen tehat a talalmanyunk olyan mikrorészecskék
eloallitasat biztositja, amelyek a szlik részecskeméret-eloszlasuknak kdszénhetden

kiléndsen alkalmasak arra, hogy a gydgyszerhatéanyagot meghatarozott helyekre
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elszallitsak és ott leadjak. A kivanatos tulajdonsagok kombinacidja kévetkeztében :
ezek a mikrorészecskék kulonosképpen kedvezdnek bizonyultak.

Azt talaltuk, hogy a talalmany szerinti technikakkal el6allitott
mikrokapszulaknak kiilonféle elonyds tulajdonsagai vannak az eddig gyartottakéihoz
képest a kezelhetéség, a derivatizalhatéosag és a mikrorészecskék formulalasa
terén. igy példaul a bejelenté technolégiaja olyan mikrorészecskék eléallitasat teszi
lehetévé, amelyek a masodiagos szerkezetiiket jelentés mértékben megtartjak s
ezaltal a hidrofil jellegiiket is, ahelyett, hogy denaturalédnanak és oldhatatlanna
valnanak a funkcids csoportjaikat elrejtve, hozzaférhetetlenné téve, amint az a
korabbrol ismert mikrorészecskéknél gyakori. A taldlmany szerinti mikrorészecskék
kézelebbrol:

0] jelentos szamban tartalmaznak a derivatizacio céljabol hozzaférheté

amino-, hidroxil- vagy karboxilcsoportokat vagy ezek kombinacioit,

(i)  erdsen hidrofil jellegliek, vizes kozegben a funkcids csoportjaik teljesen
hozzaférhetok a derivatizacio céljabdl,

(iiiy  szaraz vagy nedves allapotban ugy manipulalhatdk, hogy végil olyan
szaraz készitmények jéjjenek létre, amelyeknél nem sziikséges fellet-
aktiv anyagok hozzaadasa vagy ultrahangos kezelés (szonikalas)
annak érdekében, hogy monodiszperz részecskeszuszpenzick
keletkezzenek,

(iv) Dbiologiailag olyan Gtemben bomlanak le s teszik szabadda a hatéanya-
got, amelyet az 6sszetételiik és a héj keresztk6tésessége szab meg,

(v) 0,01 um-t6l 100 um-ig terjedé mérettartomanyba es6 nagysaguak, és

(vi)  in vivo koriilmények k6zott Iényegesen hosszabb ideig (60 percig vagy
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tovabb is) megmaradnak a keringésben, mint az ismenrt, inkabb
hidroféb tulajdonsagu mikrorészecskék s mint a liposzomak; csékkent
mértékiia falosejtek mikodésének serkentése s a trombogén

potencial minimalis.

Intravénas alkalmazas esetén a részecskeméret célszerlien 4 pum alatti és
intraartérias alkalmazasnal 8 um és 30 um kézott van. A frakcionalas - kilénésen a
nagyobb méretli részecskék elallitasanal - tetsz6legesen beiktathaté plusz lépés.
Ez a részecskeméret-tartomany ugy adhaté meg, mint amelyben az interkvartilis
tartomanynak a kézepes részecskeatméréhéz vald viszonya 0,2 és 0,5 kozotti.

A talalmany szerinti mikrorészecskék derivatizalhatok  gydgyszer-
hatéanyagoknak, ligandumoknak, peptideknek vagy fehérjéknek koézvetlenil a
hordozéhoz térténé kapcsolasa altal, felhasznalva ehhez az alapkapszula vagy a
porlasztva szaritas soran a tdrzsoldatba tett adalékok karboxil- vagy
aminocsoportjait. A kapcsolas létrehozhatd példaul glutaraldehid, EDCI, tereftalsav-
klorid, brém-cian alkalmazasaval vagy reduktiv aminalas segitségével.
Alternativaként jelenk meg az a lehetéség, hogy a ligandum, a
gyégyszerhatbéanyag, a fehérje vagy a peptid egy bioldgiailag lebonthaté hidroxisav-
linkermolekulan at kapcsolodjék. liyenfajta linkermolekulat irnak le a WO-A-9317713
kozzétételi szamu PCT szabadalomban (Rijksuniversiteit Groningen), amelyre
referenciaképpen utalunk.

A talalmany egy tovabbi elénye abban all, hogy szaraz, steril por alakjaban
lehet a terméket elballitani.

A por formaju, taldimany szerinti mikrokapszulak esetében nincs feltétlentl

szikség arra, hogy felilletaktiv anyagokat alkalmazzunk a monodiszperz



. 080 Spee e
. o0 . . .
*e o0ve oo .
. . .
e oe00 o ¢ o000

cesse
.

12

szuszpenzid elérése céljabol a rekonstiticio soran. Ha mar rekonstitualodtak, ezek a
mikrokapszulak nem tapadnak Gssze és fecskendé segitségével a készitmény
beadhato.

A jelen taldimany egyik vonasa az, hogy biokompatibilis anyagokbdl vizzel
kompatibilis rendszereket allitunk elé6. Nem volt eldre varhato, hdgy a talalmany
sze;inti mikrorészecskéket hokezeléssel Ugy lehet oldhatatlanna tenni, hogy
ekozben a masodlagos szerkezetiik jelentés mértékben fennmarad és ez biztositja
erésen hidrofil jellegiiket. A masodlagos szerkezet fennmaradasanak bizonyitékat a
részecske izoelektromos pontjanak (Pl) vizsgalata révén nyertiik, amely 4,5-5 k6zétti
pH-értékeknél a nativ albuminéhoz nagyon hasonlo volt. Normadlis esetben az
albumin teljes denaturacioja az izoelektromos pont jelentds emelkedéséhez vezet,
egészen a 6,5-7,0 értékekig.

Ezen tulmenéen a mikrorészecskék fehérjeanyaganak proteaz enzimekkel
torténd emésztése olyan peptideket eredményez, amelyeket ha a kiindulasi oldhaté
fehérjék emésztésébdl szarmazoakkal hasonlitunk éssze, akkor kézel azonos képet
mutatnak a HPLC-analégjaik. Raadasul a fehérjealapi mikrorészecskék valamint a
kiindulasi fehérjeanyag savas hidrolizatumai megdébbentéen hasonlé aminosav-
Osszetételt mutatnak. Ez a két analizis alatamasztja azt a megfigyelést, hogy a
fehérje a mikrorészecskékben nagymértékben nativ allapot maradt.

A taldlmany szerinti részecskék hidrofil tulajdonsaguak és megvan az a
képességik, hogy egy 6rat meghaladé idétartamig a keringésben maradjanak.
Ezaltal elsbizben all rendelkezésre egy olyan biokompatibilis hordozérendszer,
amelynek a keringésben mutatott nyujtott élettartama mellett a ligandumok iranti
fajlagos affinitasa is magasfokd. A mikrorészecskéknek ez a fajlagossaga a gyartas

folyaman beallithatdo és nagy affinitasa ligandumkété képességet kolcséndz e
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részecskéknek, olyan fokut, amilyennel a kromatografias matrixok vagy az enzimek
szoktak rendelkezni. A részecskék potencialis felhasznalasi teriilete a bioldgiai
folyadékokkal érintkezésben példaul a testen kiviil végrehajtott méregtelenités,
egyes biologiai vizsgalatok a vérszérumban vagy a vérben, és a vér egyes
komponenseinek elkil6nitése mielétt annak a testbe valé visszadmlesztésére sor
keral.
A kévetkezo példak a talaimany illusztralasara szolgainak.
1. péida
Ebben a példaban az oldhaté mikrokapszulak fixalasat mutatjuk be, mialtal
oldhatatlan Vagy kevésbé oldhaté mikrokapszulak képzodnek a héj anyaganak
kialakulé keresztkotései révén. A mikrokapszuldkban a keresztkétések kilbnféle
eljarasokkal alakithafék ki, beleértve a hokezelést és a kémiai agensek behatasat. A
fixdlas mértékének bedllitasa eredményezi azt, hogy azutan méd nyilik a
mikrokapszulak megfeleld kézegben valé oldhatésagi fokanak a beallitasara is.
Tovabbmendleg, ennél a kioldédasi pontnal barmely megkotott vagy
mikrokapszulaba zart hatéanyag felszabadul. Ezen feliil a mikrokapszulak fixaltsagi
foka tlikrézédik annak a mértékében is, amennyire azok enzimatikusan emészthetdk.
Mennél nagyobb a fixaltsagi fok, annal nagyobb ellenallast tanusitanak a
mikrokapszulak az enzimatikus emésztéssel szemben.

A HSA-mikrokapszulakat 150 ml, 25 % etanolt tartalmazé, 10,0 mg/ml HSA-
tartalmu térzsoldat porlasztva szaritasaval allitottuk elé. Az alabbi 1. tablazatban
részletesen bemutatjuk a mikrokapszulak porlasztva szaritassal tortén6 képzésénél

alkalmazott reakciokoriiiményeket.
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1. tablazat
Porlasztva szaritasi kondiciok Beallitott érték
Belépd homérséklet 220°C
Kilépé hémérsékiet - kezdetben 85,2°C
Kilépé hémérsékiet - a végén 84,0°C
Atomizacios nyomas 7,5 bar
Csillapitas beallitas 0,5
Betaplalasi sebesseg 3,88 g/perc
Betaplalt térzsoldat 6sszetétele 25% etanol, 100 mg/ml HSA

A porlasztva szaritasi eljarassal 17,21 g mikrokapszulat allitottunk el6. Az ebbdl az
egyetlen sarzsbél szarmazé mikrokapszulakat egyenlé témegii adagokra osztottuk
és 175 °C-on hokezeltiik 45, 55 illetve 75 percen keresztlll. A héfixalasi eljaras a
porlasztva szaritasi miiveletbdl nyert oldhaté mikrokapszulakat oldhatatlanna teszi
az albumin bizonyos szerkezeti aminosavai koz6tt keresztkétések létesitése révén. A
harom kuiénbdézé ideig héfixalt mikrokapszulabél mitat vettink és a kapszulak
méretét vizes kozegben Multisizer Il késziilék (Coulter Electronics) segitségével
hataroztuk meg. A mikrokapszulak atlagmérete 3,28 + 0,6 um volt, Ggy, hogy témeg
szerinti 90%-uk a 2-5 um-es tartomanyba esett.

Miel6tt barmilyen hatéanyagot hozzakapcsoltunk volna e mikrokapszulakhoz,
az 35 percig hofixaltakat  kulonb6z6 moédokon  megelemeztik a

gyogyszerhordozoként valé alkalmassaguk szempontjabél.
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Szabad tiolcsoport-analizis

Az albumin molekuldban jelenlévé szabad tiolcsoport igen érzékeny a
molekulan végrehajtott modositasokra és ennélfogva az albumin (nativ) allapotanak
mértékéll szolgalhat. Hasonloképpen jelen lehet a szabad tiolcsoport a
mik‘rokapszula szerkezetében is, feltéve, hogy az albuminmolekula nem hasadt szét
a képzdodésekor.

A szabad tiolcsoport kimutatasat az albumin mikrokapszulakb6l DTNB, azaz
5,5'-ditio-bisz(2-nitro-benzoesav) segitségével végeztilk. Ha szabad tiolcsoport van
jelen, az reagal a DTNB-vel, s eredményil olyan nitrobenzoesav-szarmazékot
kapunk, amelynek fényeinyelési maximuma 412 nm-nél van. A mikrokapszulak 12
mg/ml téménységl szuszpenzidjanak fényelnyelését mértik 412 nm-en. A
szuszpenziéhoz triszpufferben oldott 20%-os DTNB 50 ul-nyi mennyiségét adtuk
hozza, az elegyet 10 percig szobahdOmérsékleten inkubaltuk és mértik a
fényelnyelést. Az abszorpciok kilénbségét meghatarozva, a reakciétermék molaris
extinkciés egyiitthatdjanak felhasznalasaval kiszamitottuk a mikrokapszulaban
jelenlevé szabad tiolcsoport koncentraciéjat. A mikrokapszulakban mérheté
molekularis arany a tiolcsoportok kozott 0,4785 volt. Ezt az értéket
Osszehasonlitottuk a nativ albuminra kapott 0,5045 értékkel. A kiilbnbség nem volt
szignifikans és igy arra kovetkeztettiink, hogy a szabad tiolcsoportok valtozatlanul
megmaradtak a mikrokapszula gyartas folyaman.

A mikrokapszulakat (mind az oldhatékat, mind az oldhatatlanokat) és a nativ
albumint aminosavakig lebontottuk témény sésavval, 120 °C-on 24 6ran at végzett
gobzfazisa hidrolizissel. Ezutan 50%-os etanolban oldott trietil-amin, majd trietil-amin

és PITC szintén etanolos oldatanak hozzaadasaval a mintakat derivatizaltuk. A
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derivatizalt mintak elemzését HPLC segitségével, az aminosavak detektalasat 254
nm-nél végezve haijtottuk végre.

A leiras végén talalhato 4. tablazat a mintak igy kapott aminosav-Gsszetételét
mutatja be. A kulénféle mintak ko6zott - meglepé médon - nincsvlényegbevégé
kilénbség; a karboxil-, hidroxil- és amidcsoportokat tartalmazé aminosavakban
Iépétt csak fel csekély veszteség a mikrokapszuléak inszolubilizaciéja kovetkeztében.
Peptidanalizis

A mikrokapszulak anyaganak és az albuminnak a pepszines emésztését gy
végeztiik, hogy a megsavanyitott oldatuk 1 mi-éhez 20 pl 1%-0os pepszinoldatot
adtunk. Az emésztést 37 °C-on 24 oran keresztil végeztik, majd UGjabb adag
pepszint hozzaadva a mintat 37 °C-on Ujra inkubaltuk mindaddig, amig az emésztési
folyamat teljesen be nem fejez6dott. Az igy nyert lizatumok HPLC-analizisét
acetonitril gradiens alkalmazasaval 0,1 % TFA jelenlétében végeztik s a
fényelnyelést 214 nm-nél hataroztuk meg.

A mikrokapszulak anyaganak és az albuminnak a tripszines emésztését olyan
mintakon hajtottuk végre, amelyeket elézéleg guanidin-hidrokloriddal, DTT-vel és
jodacetamiddal kezeltiink a fehérjestruktira feltarasa céljabol. Az ily moédon
elékezelt mintakhoz 0,2 tripszint adtunk és a mintakat 37 ° C-on addig inkubaltuk
amig az emésztés teljessé nem valt (szikség esetén tovabbi tripszint adagoltunk a
mintakhoz). A lizatumok HPLC-analizisét a fent részletezett médon végeztiik el.

A HPLC kromatogramok elemzése nem mutatott ki szignifikans kilénbségeket
a mikrokapszuldk illetve az albumin szerkezete kozott. Ez megerésiti azt a
felismerést, hogy a mikrokaszulak oldhatatlanna tételét kévetéen is a fehérje

mésodlagos és harmadlagos szerkezete lényegében véve fennmaradt.
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FITC-hoz torténd kapcsolas

A FITC (fluoreszcein-izotiocianat) kovalensen koétédik a mikrokapszulak
aminocsoportjiaihoz és ez a kapcsolodas jol példazza a toltétt csoportok
bevonasaval torténé szarmazékképzés elvét, nevezetesen a lizin oldallancokét
olyan gyogyszerhatéanyagokkal, amelyek azutdn maganak a mikrokapszulak
mét‘rixénak a lebontasakor szabadulnak fel.

A FITC-t kovalensen hozzakapcsoltuk harom mikrokapszula-sarzsbdl vett
mintakhoz. A mikrokapszula/FITC témegarany 15 : 1 volt. 12,5 mg FITC-t adtunk a
szuszpendalt mikrokapszulakhoz és az elegyet 30 percen keresztiil 30 °C-on
inkubaltuk. A fluoreszcein foloslegét mosassal tavolitottuk el a mikrokapszulakbo!
egészen addig, ameddig a moséfolyadékban fluoreszcein mar nem volt jelen, azaz a
markerként hasznalt anyag kimos6dasa mar nem volt megfigyelheté;

A mikrokapszuldkat 0,4 EU/ml koncentraciéji Proteinase K enzimmel
emeésztettiik. Az emésztés soran a mikrokapszulakbdl fluoreszcein szabadult fel és
ezt kovettiik méréseinkkel a mikrokapszula szuszpenziébdl idérél-idére mintat véve.
A felszabadult FITC-t centrifugalassal kulonitettik el a mikrokapszulaktél és a
mennyiségét a 493 nm-nél mért fényelnyelésbdl hataroztuk meg.

Az eredmények azt mutattdk, hogy minél kevésbé voltak héfixalva a
mikrokapszulak, annal gyorsabb volt a fluoreszcein kezdeti felszabadulasa.
Ugyanakkor 225 perc eltelte utan valamennyi minta esetében a fluoreszcein tébb
mint 90 %-anak szabadda valasa volt megfigyelhet. A kilénbdz6 hofixalt mikro-

kapszulakhoz k6t6d6é FITC mennyisége hasonlé volt; mindhdrom sarzs esetében a

hatéanyag/hordoz6anyag moélarany megkézelitéleg 10 £ 0,5 % mél/mél volt.
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A ‘megkétott hatdanyagok felszabadulasanak iitemét ennélfogva be lehet
allitani a mikrokapszulak lebomlasi sebességének alkaimas "beallitasa" révén, még
miel6tt a hatonyagot hozzakapcsolnank. _

Az 1. példa szerint elkészitett mikrokapszulakat 30 percig, 37 °C
hémérsékleten teljes emberi vérrel inkubaltuk annak érdekében, hogy megallapitsuk
vajon a mikrokapszulak képesek-e serkenteni a vérlemezkék aktivalédasat. A
mikrorészecskék koncentracidja egy 2000 x 10° részecske/kg dozissal volt
egyenértéki. 30 perces inkubaciot kévetdben megvizsgaltuk a vérszérumot a
kollagén, ADP + arachidonsav rendszerrel stimulalt vérlemezke-aggregaciora tett
hatds szempontjabol. Az altalanos hemosztatikus mechanizmusokra gyakorolt hatast
a pro-koagulans aktivitds mérésével kovettiik; mértik a részleges tromboplasztin
idét, a protrombin id6t az 1+2 frégmentumok és a fibrinopeptid-A megjelenéséig; a
fibrinolitikus aktivitast pedig az euglobulin lizisidejének mérésével hataroztuk meg.

Ennél a koncentracional a vizsgalati eljarasban semmiféle nemkivanatos
hatds jele nem mutatkozott. Ennélfogva a kapott eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a mikrorészecskék ép, érintetlen allapotiak és hidrofil
tulajdonsaguak, ellentétben az emulzios eljarasokkal késziilt mikrorészecskékkel.

Egy tovabbi teszt sordn az 1. példa modszere szerint eldallitott
mikrorészecskéket gamma-besugarzassal sterilizaltuk; ehhez sugarforrasként Co*-t
hasznaltunk és a minta 25 - 35 Kgray sugardézist kapott. A mikrokapszulak
rekonstiticijara vizes kézegben 1,5 x 10° mikrorészecske/ml koncentracié mellett
kerlilt sor, s az igy kapott készitményt a Gyogyszeretikai Bizottsag engedélyével
egészséges férfi énkénteseken 25 - 300 x 10° mikrorészecske/kg dézisban

alkalmazva prébaltuk ki. A mikrorészecskék beliil liregesek voltak és levegét
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tartalmaztak, ami lehetévé tette, hogy a vandorlasukat, fennmaradasukat a
véraramban ultrahangos leképezés segitségével kdvessik.

Acuson-128 késztiléket alkalmazva a jobb és a bal szivkamrardl készitett
kétdimenziés, szlrkeskalas képeket hasznaltuk fel a mikrorészécskék keringésbeli
Utjanak kdvetésére, élettartamuk meghatarozasara a készitmény iv beadasa utan.
Annak érdekében, hogy mind a bal, mind a jobb szivkamrardl késziilt kép eléggé
kontrasztos legyen, jelentds mennyiségli mikrorészecskének kellett a kamrakban
jelen lennie. 25 x 10° /kg koncentracioto! folfelé a kontrasztossag a jobb és a bal
kamraban 1 dran at, s6t tovabb is fennmaradt, ramutatva arra, hogy jelentds volt a
keringésben maradt részecskék mennyisége.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az alaphordozé szerepét bet6itd
mikrokapszulé k6z6mbds a vérben talalhatd, véralvadast el6idéz6 molekularis
mechanizmusokkal szemben és igy idealisan alkalmas gyogyszeranyagok
széllitasara. Ez teljességgel ellentétes az emulzids eljarasokkal késziilt
mikrorészecskéknél tapasztaltakkal, amelyeknek RES-felvételik gyors és
féléletidejiik a keringésben 10 perc vagy annal kevesebb. Tovabbmendleg a
mikrorészecskek nem igénylik a derivatizaciét blokkpolimereket képezd
segédanyagokkal torténé Osszekapcsolas végett, hogy ezaltal névekedjék
féléletidejiik a keringésben.

2. példa

Ez a példa bemutatja, hogy a mikrokapszulak falképz6 anyagat tartalmazo, a
porlasztva szaritasnal felhasznalt torzsoldatba kilénféle adalékanyagokat lehet
tenni, s hogy az igy kapott mikrokapszulak alacsonyabb hémérsékleten hékezelve
fixalhatok. Azoknak az adalékanyagoknak, amelyek lehetévé teszik, hogy a

mikrokapszulat alkoté polimerben a keresztkétések képzddése (inszolubilizacio)
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alacsonyabb homérsékleten menjen végbe, hasznossaga akkor mutatkozik, amikor
a gydégyszerhatéanyag oldatat az el6bbi térzsoldattal egyittporlasztva alakul ki a
matrix, amelybe az utdbbi mindjart be is épll. Ezeknek az adalékoknak a
hasznalataval a h6érzékeny hatéanyagokat tartaimazé mikrokapszulakat elényésen
alacsony homérsékleten lehet oldhatatlanna tenni.

A porlasztva szaritashoz hasznalt torzsoldatba 5 mg/ml tirozint adagoltunk, és
az 1. példaban részleteiben ismertetett médszerrel mikrokapszulakat készitettink. A
porlasztva szaritas kondicioit tekintve nem kellett valtoztatast végrehajtani ahhoz,
hogy mikrokapszulakat nyerjiink.

Az 6s$zegyﬁjt6tt mikrokapszulakat a korabbiaknak megfeleléen héfixaltuk, de
a hdmérséklet csak 100 °C volt 55 percen keresztiil, ami szignifikansan alacsonyabb
mint a normalisan alkalmazott 175 °C, 55 percig. Az elért keresztk6tésesség
ugyanolyan foku volt. A kapott mikrokapszulak atlagos atméréje 3,28 + 0,6 pm volt,
mimellett a részecskék toémeg szerinti 90 %-a a 2 - 5 ym-es tartomanyba esett.

3. példa

Az 1. példa a 3 pm-es mikrokapszuldk eléallitasat részletesen ismerteti. A
jelen példa azt mutatja be, hogy a porlasztva szaritds kériilményeinek bedllitasa
révén és egy masodfokon alkalmazott osztalyozasi lépés segitségével nagyobb
méretli mikrokapszuldk is gyarthatok, amelyeknek j6l kontrollalt méretik és
méreteloszlasuk van.

20 %-os human szérumalbumin (HSA) oldatot porlasztva szaritottunk a 2.
tablazatban feltiintetett koriilmények kézott. Az Gsszegyljtott mikrokapszulakat 55
percen keresztiil 175 °C homérsékleten hofixaltuk, s az 6sszetapadas, csomdsodas
megszintetése  utdn  konyokcsOves, gazsugaras  osztalyozéberendezés

felhasznalasaval (lasd a 3. tablazatot) a részecskéket osztalyoztuk.
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2. tablazat -
Porlasztva szaritasi kondiciok Beallitott érték
Belépd homérsékiet 220°C
Kilépﬁ hémérsékiet - kezdetben 89,1 °C
Kilépo homérséklet - a végén 89,2 °C
Atomizaciés nyomas 2,0 bar
Csillapitas beallitas 0,5
Betaplalasi sebesség v 20,1 g/perc
Betaplalt torzsoldat 6sszetétele 20% HSA

3. tablazat
Osztalyozasi kondiciok Beallitott érték
Primér levegd 0,6 barg
Szekundér levegd 2,0 barg
Venturi leveg6 8,0 barg

Az osztalyozasnal nyert kozépsé frakciot Osszegytijtottiik és ujraformaztuk,
miutadn az osztalyozasi mivelet a hordozbanyag nagy részét eltavolitia. A kapott
szaraz, gordilékeny por jellemzéit az elézdek szerint hataroztuk meg. A
mikrokapszulak atlagos mérete 12 um volt, Ggy hogy 6 um alatti gyakorlatilag nem

volt, és a mikrorészecskék tomeg szerinti 85 %-anak a méretei 9 - 18 ym kozé estek.
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A 6 um: alatti részecskék eltavolitasaval, az artériaba tortént beadast
kovetden, a mikrokapszulak szisztemikus keringését meggatolja a hajszalerekben
valo fennakadas. Ennek megvan az az elénye, hogy az odaszallitott
gyogyszerhatoanyag lokalizalt, s igy a kivant helyen a terapias hatas eléréséhez
Osszességében kevesebb hatéanyagra van sziikség. Ez killéndsen a citotoxikus
sze‘rek esetén kivanatos és célszeri, mivel a szisztemikus toxicitasuk a legfébb oka
a gyakran végzetessé valoé mellékhatasaiknak.

Ezutan antitesteket kotottiink hozza a mikrokapszulak falanak felszinéhez. A
megkotott antitest detektalasa céljabol FITC-vel jeizett IgG-t hasznaltunk.

5 mg' FITC-lgG komplexhez 35 mg perjodatot adtunk. Az elegyet 1 éran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 20 mg mikrokapszulat adtunk hozza.
A szuszpenziét 10 percen at keveﬁﬁk s azutan 30 mg natrium-bér-hidrid
hozzaadasara bekovetkezett az aktivalt antitestek mikrokapszulakhoz valé kétédése.
A reakciét szobahdfokon 2 ora hosszat engedtiik lejatszédni, majd dsszegydijtottiik
és atoblitettiik a mikrokapszulakat.

Egy mikrokapszula-mintat redukaltunk, felszabaditva a megkétott antitestek
kénnyl lancait. A mikrokapszulakat eltavolitottuk és a kapott sziirletet felfogtuk. A
szlirletben az antitest FITC-vel megjelélt kénny( lancait fluoriméter alkalmazasaval
mértik.

Az antitesteknek a mikrokapszuldkhoz torténé kapcsolodasat tri- és
tetrapeptid spacermolekulakkal is elérhetjiik. Ezek a peptidek kovalens koétésekkel
kapcsolédnak az antitest felaktivait cukorgytiriijéhez a fent leirt perjodatos-
borohidrides reakcio segitségével. Az antitestek ezutan az emlitett peptidspaceren
keresztll kapcsolodnak a mikrokapszulakhoz, EDCI reagens alkalmazasaval, amint

az a 6. példaban le van irva.
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4. példa

Ez a példa azt mutatja be, hogy adalékanyagoknak a porlasztva szaritasra
kertil6 térzsoldatba, példaul HSA-oldatba, térténd bevitele altal az 1. példa eljarasa
szerint elGallitott mikrokapszulak kémiai tulajdonsagai oly médon valtoznak meg,
hogy a kémiai kétéhelyek szdma nagymértékben megné.

A porlasztva szaritdsra keriilé torzsoldathoz polilizint adtunk 5 mg/ml
koncentraciéban. A porlasztva szaritasi miveletet az 1. példaban részletezett modon
hajtottuk végre. Az ebbdl a modositott térzsidatbél nyert mikrokapszulaknak az
atlagatméréje 3,5 + 0,3 pm volt, és HSA-mikrokapszuldkéihoz hasonié
tulajdonsagokkal rendelkezett, beleértve a reszuszpendalhatdsagot is.

Az 1. példa szerinti, polilizinnel adalékolt mikrokapszulakhoz FITC-t
kapcsoltuﬁk hozza. A mikrokapszulakat addig mostuk, amikor mar tovabbi FITC-
kibocsatds mar nem volt észlelhets. A FITC a HSA-mikrokapszuldkhoz kétve
maradt, vizes szuszpenzibban e kétés disszosziacidja nem mutatkozott. A
mikrokapszulakat az 1.példaban részletesen ismertetett médon elemésztettiik és a
mikrokapszulakhoz két6do fluoreszcein telies mennyiségét mértik.

A fluoreszcein szabadda valasa sebességének tanulmanyozasa az emésztés
soran azt mutatta, hogy a fluoreszcein felszabadulasa gyorsabb {item( volt mint a
standard mikrokapszulakbol. Mindazonaltal a mérések szerint 6sszességében 20
m6i% fluoreszcein a mikrokapszulakhoz kétve maradt, s ez 50 %-os névekedést
jelent a standard mikrokapszulak 6sszetételéhez képest.

5. példa
A példa azt demonstralja, hogy a hatéanyagok a kapszulahéjhoz kéthetdk, és

a szabadda valasuk Gtemét maganak a kapszulanak a lebomlasa szabalyozza.
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adtunk. Az oldatot 4 o6ran keresztil kevertettilk a metotrexat aktivalasanak
beinditasara majd a folyamat teljessé tételének céljabél. 50 mg az 1. példa szerint
készitett HSA mikrokapszulat hozzaadtunk az aktivalt gyogyszerhatéanyaghoz, s az
elegyet 3 oOran at szobahdfokon kevertettik. A metotrexat kémiailag kotodott a
mikrokapszulak anyagahoz az albumin aminocsoportjain keresztiil. A mikrokapszu-
lakat &sszegydijtottiik és kimostuk, hogy a lazan k6t6dé metotrexatot eltavolitsuk.

A metotrexattal kapcsolodott mikrokapszulak fizikai jellemzoit és
gybgyszertartalmat egyarant meghataroztuk. A mikrokapszulak atlagmérete 3,2 + 0,6
Mm volt, agy hogy a tdmeg szerinti 90 %-anak mérete a 2 - 5 um tartomanyba esett.
A gybgyszertartalom analizise azt mutatta, hogy a mikrokapszulak a vizes kézegben
valé reszuszpendalaskor nem engedték el a gydgyszerhatéanyagot. Sot egy 3
honapos stabilitasvizsgalat eredményeként megallapitottuk, hogy ennyi idé utan
sem volt gyégyszerfelszabadulds. Az albumin mikrokapszuldk Proteinase K-val
torténé emésztése felszabaditotta a kététt gyogyszert, amelyrdl kidertilt, hogy csak
kevés szam( aminosavhoz és kisebb peptidekhez kapcsolddott a molekulan beliil.
6. példa

Az 1. példaban ismertetett altalanos modszer felhasznalasaval gyartott
mikrokapszulakat karbodiimid segitségével doxorubicinnel konjugaltunk. 3 mg
doxorubicint, 6 mg EDCI-t és 100 mg mikrokapszulat 6,6 pH-ju desztillalt vizben
felszuszpendaltunk és 37 °C hémérsékleten, folyamatos keverés mellett 20 6ran
keresztlil reagaltattunk, folyamatos reszuszpenzié biztositisa mellett s azutan a
kapott terméket formulaltuk.

A doxorubicin-mikrokapszula komplexet elemeztik a gy6gyszertartalomra

nézve és meghataroztuk a jellemzéit. Az eredmények azt mutattdk, hogy a
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mikrokapszulak jellemzéiben semmiféle valtozas nem allt be a gyogyszerkonjugacié
folyaman. A gyogyszertartalmat enzimatikusan emésztett mikrokapszula-mintan
HPLC-analizissel hataroztuk meg. 2 % gydgyszertartalmat mértiink, és kimutattuk,
hogy a gyogyszer csak kevésszamu aminosavhoz vagy kismolsulyu peptidekhez
kapcsolodik.

Korabban kimutattak, hogy a polimer hordozokhoz kététt doxorubicin kedvezo
hatasu azokkal a tumorfajtakkal szemben, amelyekre a tobbféle gyogyszerrel
szemben is rezisztens fenotipus a jellemzo.

7. példa

Az 1. példaban ismertetett modszer felhasznalasaval gyartott
mikrokapszulakat 2'-dezoxi-5-flour-uridin (FUDR) oldallancok hozzakapcsolasavai
derivatizaltuk. A  gyogyszerhatéoanyag molekulait borostyankdsavanhidridel
aktivaltuk.

0,2 M 8,3 pH-ju foszfatpufferhez 40 mg FUdR-t adagoltunk. Ehhez az
oldathoz 200 mg borostyankésavanhidridet adtunk hozza, majd a reakciéelegyet 30
°C-on 2 6ran at kevertettilkk, mikézben a pH-t 8,3 értéken tartottuk 1 M NaOH
hozaadagolasa utjan. Ezutan a pH-t 6,5-re allitottuk be és 0,5 g mikrokapszulat
adtunk az elegyhez. 10 percig tarté keverés utan 15 :1 aranyban EDCI-t és N-
hidroxi-szukcinimidet adtunk a szuszpenzibhoz s a kapcsolasi reakciot
szobahomérsékleten hagytuk végbemenni. 24 6ra elteltével a mikrokapszulakat
Osszegytijtéttiik, atmostuk és a FUdR jelenlétét a mikrokapszulakban HPLC-analizis
segitségével igazoltuk. A gyogyszermolekulaval osszekapcsolt mikrokapszulak
savas hidrolizisét ASTED rendszerben végeztiik, 1 % TFA-t hasznalva, és a FUdR
felszabadulasat 269 nm hullamhossznal mértik. Ugy talaltuk, hogy 15 témeg%

FUdR kotédott a mikrokapszuldakhoz a savasan hidrolizalhaté kétéseken keresztiil.
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Citotoxikus aktivitas

Az 5. - 7. példak szerinti gyégyszerhatdanyag-mikrokapszula konjugatumok
citotoxikus aktivitasat in vitro mértik. A HSN sejtvonalat hasznaltuk. Ez egy kémiai
uton Kkivaltott patkany vastagbél szarkéma, amely allatmodellekben olyan
méj‘tumorokat okoz, amelyeknek a véredény mintazata hasonlit az emberi vastagbél-
végbél majattételekben lathaté mintazathoz. A sejtpusztulast kozvetve, MTT
hasznalataval mértiik. Ez az anyag aktiv mitokondriumok jelenlétében formazanna,
egy szines metabolittda redukalodik. A HSN sejteket tébblyuki lemezek
alkalmazasaval inkubaituk, és ezekbe a mintatartokba adagoltuk be a gyogyszer-
-mikrokapszula lizatumot illetve a gydgyszer kontrolldézisat. Kiilénb6z6
reakcididotartamok eltelte utan MTT-t adtunk a mintakhoz és a formazan
elézéleg ezt a sejtvonalat mas, ismert szamu sejtet tartalmazé standardokkal
szemben kalibraltuk.

Mind a harom gydgyszernek (metotrexat, 5-FUdR és doxorubicin) hasonlé
dézisvalaszgorbéi voltak a nativ gybgyszer illetve a gydgyszer-mikrokapszula
lizdtum esetében, ami arra utal, hogy a citotoxikus aktivitas hasonid volt. A
sejtaktivitas maximalis csokkenésének mértéke mindharom gyégyszer és a
lizatumok esetében megkozelitbleg 80%-o0s volt. Az 5-FUdR és a metotrexat estében
a dézisvalaszgérbe legmeredekebb szakasza az 1 pg/mi-tél lefelé az 0,01 pg/ml-ig
terjedt, a doxorubicinnal pedig 0,1 ug/ml-tél, de az in vivo, a szérumban el6forduld
értékek tartomanyan belll maradt. A nem derivatizalt mikrokapszulakbél szarmazé

kontroll lizatumok nem mutattak citotoxikus aktivitast.



e ss oose sese oo
eae o oo 3 e o
. e ©%e 908 .
L d

e o
see o5 e0e o © soce

27

8. példa

Ez a példa azt illusztralja, amikor a hatékony molekulat nem kozvetleniil,
hanem egy lebonthaté, "spacer” (tavtartd) vagy "linker" (6sszekété) molekulan
keresztll kapcsoljuk a mikrokapszula falahoz. Ez nagyobb ellenérzési lehetéséget
biztosit, mind a hozzakapcsolast, mind a hatéanyag felszabadulasanak a folyamatat
teki;wtve.

A WO-A-9317713 kdzzétételi szamu PCT szabadalmi leirasban részletesen
ismertetett gyogyszereknek vizoldhaté hordozokkal térténé &sszekapcsolasat leird
technolégia alkalmazasaval, tejsav spacer felhasznalasaval, naproxent kotéttiink
hozza a mikfokapszulékhoz. L-tejsav 10 mmél dimetil-formamidos szuszpenziéjahoz
20 mmélrtrietil-amint és 10 mmodl pentametil-benzil-kloridot (PMB-klorid) adtunk
hozza. Az elegyet addig hevitettik, amig oldat nem képzodott, s ezt azutan
szobahémérsékleten tartottuk. Miutan az oldatot egy éjszakan at inkubaltuk, f6los
mennyiségl natrium-karbonatot adtunk hozza és a kicsapodott észtert, az L-tejsav-
-PMB-t, 6sszegylijtottik, atéblitettilk és megszaritottuk.

Egy 10 mmél naproxent, L-tejsav-PMB-t és 4-dimetil-amino-piridint tartalmazé
oldathoz 11 mmadl diciklohexil-karbodiimid oldatat adtuk hozza. A reakcidelegyet 25
°C hémérsékleten kevertettiik és a naproxen-linker képzdédését kévettiikk. Amikor a
reakcié befejez6dott, a naproxen-L-tejsav linkert &sszegyfijtottik, atoblitettik és
megszaritottuk.

A PMB védocsoportot a naproxen linker anizollal és trifluor-ecetsavval
szobahémeérsékleten 2 perc alatt lejatsz6do reakcidjanak segitségével tavolitottuk el.
A reagens feleslegét vakuumban eltavolitottuk és a maradékot dsszegyuijtottik és

mostuk. A mosott maradék megsavanyitasa naproxen-L-tejsavat eredményezett,
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amelyet extrahaltunk, mosassal megtisztitottunk és vakuumban 50 °C-on
kiszaritottunk.

A naproxen-L-tejsavat karbodiimiddel 1:1 aranyban reagaltatva aktivaltuk,
amit 1 mmol N-hidroxi-szukcinimid hozzaadasa kévetett. Az aktiv naproxen-L-tejsav-
NHS-t HSA mikrokapszulakhoz adtuk hozza 5:1 aranyban, boratpufferben. A kapott
terrﬁéket Osszegyljtottilk és megszaritottuk.

A megszaritott naproxen mikrokapszulak formuldldsa utan goérdiilékeny
porterméket kaptunk, amelyben a mikrokapszuldk atlagos mérete 3,5 + 0,6 um volt.
A mikrokapszulak témeg szerinti 90%-anak a mérete 2 um és 5 um kozé esett.

A terhék analizisét Beckman-gyartmanyu kapillaris, zénas elektroforézis
készulékkel végeztik el. Az elemzés kimutatta a gyogyszer jeleniétét a
mikrokapszulakon. A gyogyszer szabadda tételét észteraz enzimek hasznalataval
végeztik és a felszabadult naproxen ezt kovetd analizisét ASTED rendszer
alkalmazasaval hajtottuk végre, ahol a rendszer egy Gilson HPLC-készilékhez
(gyarté: Anachem, Egyesilt Kirdlysag) volt kapcsolva. A gyégyszermolekula a
vizsgalatok szerint nativ allapotban, épen megmaradt.

9. példa

A mikrokapszulak porlasztva szaritassal torténo eloallitasa lehetove teszi,
hogy a gyartasi eljarast tobb szempontbdl is kézbentarthassuk és a végtermék
mikrokapszuléak jellemzéit kontrollalhassuk. A végtermék felszinének jellemzoéit ugy
valtoztathatjuk meg, hogy kiilénb6zé enzimek ligandumait vagy receptorait
beleépithetjik a mikrokapszulak faldba. Ebben a példaban az arginin
aminosavmaradékok szamat néveltiik meg, és ez fokozta a TPA-k6td képességet.

Az 1. és 5. példakban leirt eljarast felhasznalva a porlasztva szaritasi

térzsoldathoz poliarginint adtunk. Az 1. példaban leirt feltételekkel megegyezden
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allitottuk elé a mikrokapszulakat. A mikrokapszuldk atlagmérete 3,31 + 0,6 um volt,
és a mikrokapszulak témeg szerinti 90%-anak a mérete 2 pm és 5 um kozé esett.

100 mg mikrokapszulahoz 250 ug TPA oldatat adtuk. A kapott szuszpenziot 2
oran keresztll razattuk, majd a mikrokapszuldkat eltavolitottuk és, atoblitettik. A
reakcidoldatban maradé TPA koncentraciojat forditott fazisi HPLC segitségével
mértlk azt kovetéen, hogy a peptidet 20 mmél DTT-ben, 37 °C-on, 8 mél karbamid
jelenlétében 30 percig inkubalva redukaltuk. A fragmentumok analizisét 0,1% TFA-t
is tartalmazé 10 - 40% acetonitril-viz gradiens felhasznalasaval, 60 percen keresztiil
végeztik.

A TPA-mikrokapszulakat a vérrog-lizatum vizsgalat alkalmazasaval a TPA
jelenlétére nézve analizaltuk. A fibinrog6t fibrinogén, trombin és a TPA-
mikrokapszulak kombinalasaval allitottuk el6. Ekkor plazminogént adtunk a
fibrinr6gékhéz és egy liveggydngyét is tettiink a felszinére, amely lehetévé tette,
hogy a vizsgalat végpontjat, azaz a rog feloldodasat, meghatarozzuk. Az
Uveggybngy keresztillesése a lizalodott régén azt mutatja, hogy a TPA kétédik a
mikrokapszulakhoz és hogy megorizte az aktivitasat.

Ezen tulmenden a mikrokapszulakhoz kotétt TPA mennyiségét egy modositott
fibrinteszt alkalmazasaval is meghataroztuk. Egy mikrotiter lemezre egy fibrinogént
és trombint tartalmazé vékony agarézgéit vittiink fel. A gélhez 20 pl TPA-
mikrokapszula szuszpenzi6t és plazminogént adtunk hozza. 30 perc eltelte utan a
lemezt lemostuk és a gél turbiditasanak csékkenését 340 nm-en mikrotiter lemez
leolvasé segitségével meghataroztuk. A mikrokapszulan jelenlevd TPA-
koncentraciét megfelelé TPA-standardok segitségével hataroztuk meg. A kapott

eredmények azt mutattak, hogy a TPA 15 - 20 %-a k6téd6tt a mikrokapszulakhoz.
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A TPA-mikrokapszulaknak az elénye abban nyilvanulhat meg, hogy
trombolitikus agens depdéként funkcionalhatnak angiografias vizsgalatoknal torténé
alkalmazaskor, hasonléan ahhoz, amint a WO-A-9408627 kézzétételi szamu PCT
szabadalmi leirasban az echokontraszt agens depdjaként valo alkalmazast leirjak.
Ennek elénye abban jelentkezik, hogy egy, a szivizomban elhelyezkedd lokalizalt

TPA-rezervoar jon igy létre, amely fenn is marad.
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4. tablazat

A nativ albumin és a mikrokapszulak aminosav-dsszetétele

Aminosav HSA oldhaté mikrokapszulak | oldhatatlan mikrokap-
(n=15) (n=5) szuldk (n=7)
Aszparaginsav 50,188 +2,73 57,99 +4,13 59,23 + 4,81
Glutaminsav 79,31+544 80,47 +£2,26 85,70 + 4,04
Szerin 23,21 £1,39 23,2+1,23 20,65 +2,44
Glicin 14,54 £ 0,71 15,33 £ 0,38 14,93 + 1,07
Hisztidin 17,34 + 1,06 17,65 £ 1,01 16,42 + 0,85
Treonin 26,99 + 1,34 27,23 +1,56 28,39 +2,38
Alanin 63,83+ 1,34 61,45 +£ 0,96 62,69 + 1,86
Arginin 25,18 £ 0,95 24,39 + 1,02 23,15+1,55
Prolin 28,36 + 1,17 27,45 +2,03 25,20 +3,05
Tirozin 18,37 £ 0,71 18,02 + 0,42 16,13 £ 1,38
Valin 35,54 +1,49 35,07 £1,03 37,59 +£4,53
Metionin 7,99+0,5 7,68 +£0,42 6,24 + 1,16
Izoleucin 6,42 £ 0,54 6,64 + 0,57 8,96 + 1,78
Leucin 63,22 + 3,48 62,13 +£3,14 59,28 £ 4,38
Fenilalanin 32,00+2,73 30,45+2,13 30,48 +1,92
Lizin 56,185 + 2,50 53,45 + 1,62 51,68 £ 3,67
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Szabadalmi igénypontok

1. Sima felszin{i, 0,1 - 50 um atméréjli gémbalaki mikrorészecskékbol allo steril
por,azzal jellemezv e, hogy a mikrorészecskék hidrofilek és monodiszperz
szuszpenziova képesek rekonstitudlédni vizben, s e mikrorészecskék még
valamilyen élettanilag vagy diagnosztikailag aktiv komponenst is tartalmaznak,
amely kézvetlenil vagy kézvetve kapcsolodik a mikrorészecskékhez a rajtuk levd

szabad funkcios csoportok révén.

2. Az 1. igénypont szerintipor azzal jellemezv e, hogy a mikrorészecskék

anyaga valamilyen aminosav, poliaminosav vagy mas polipeptid.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerintipor azzal jellemezv e, hogy az még
tovabbi vizoldhaté anyago(ka)t is tartalmaz, amely(ek) megkdnnyitik) az

enzimatikus lebontast.

4. Barmelyik el6z6 igénypont szerintipor azzal jellemezv e, hogy az aktiv
komponens valamilyen gyogyszerhatéanyag, kémiai spacer, valamilyen enzimhez

vagy receptorhoz kétodo ligandum vagy antitest.

5. Barmelyik el6zé igénypont szerinti, vizben oldédé és az emlitett funkcios

csoportokkal rendelkezdé por azzal jellemezve, hogy
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(i) az emlitett anyagokbdl porlasztva szaritassal és keresztkotések képzése
révén ugy nyerjuk, hogy az emlitett csoportok szabad allapotban maradnak, és
(ii) az aktiv komponenst az emlitett csoportokon keresztiil hozzakapcsoljuk a

mikrokapszulak keresztkotéseket tartalmazé anyagahoz.

6. Az 5. igénypont szerintipor azzal jellemezv e, hogy az el6z6 igénypont
szerinti (i) Iépés magaba foglalja a vizoldhat6 anyag oldatanak porlasztva szaritasat,
keresztk6tések kialakitasat a megszaritott anyagban hékezelés utjan, kevesebb mint

4 % nedvesség jelenlétében.

7. _ Barmelyik el6z6 igénypont szerinti por azzal jellemezve, hogy a

bennelevd funkcids csoportok amino-, hidroxil-, karboxil- vagy szulfhidrilcsoportok.

8. A7.igénypont szerintipor azzal jelle mezv e, hogy afunkciés csoportok

amino-, hidroxil- vagy karboxilcsoportok.

9. Barmelyik el6z6 igénypont szerinti por azzal jelleme zve, hogy a
mikrorészecskék interkvartilis mérettartomanyanak az atlagos atméréjiikhéz

viszonyitott aranya 0,2 és 0,5 kdz6tt van.

10. A 9. igénypont szerintipor azzal jellemezv e, hogy a részecskék 95 %-
a kisebb 6 um-nal és a részecskék 80 %-anak mérete az 1 - 6 pm-es tartomanyba

esik.
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11. A 9. igénypont szerintipor azzal jeliemezv e, hogy a részecskék 90 %-
a kisebb mint 20 pm és a részecskék térfogat szerinti kevesebb mint 5%-a kisebb 6

Hm-nal.

12. Barmelyik el6z6 igénypont szerinti mikrorészecske szuszpenzi6 azzal jel-

| e m e zv e, hogy parenteralis alkalmazasra megfeleld.

13. A 12. igénypont szerinti mikrorészecske szuszpenzi6 azzal jellemezv
e, hogy a 10. igénypont szerinti mikrorészecskéket tartalmazza és intravénas

alkalmazasra megfeleld.

14. A 12. igénypont szerinti mikrorészecske szuszpenzio azzal jellemezyv
e, hogy a 10. igénypont szerinti mikrorészecskéket tartalmazza és intraartérias

alkalmazasra megfelel6.

15. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerintipor azzal jellemezve, hogy

aktiv dsszetevdje citotoxikus hatéanyag.

16. A 15. igénypont szerinti port tartalmazé gyogyszerkészitmény gyartasara
szolgalo doxorubicin azzal jellemezve, hogy tobbféle gyogyszerrel

szemben is rezisztens fenotipusba tartozé daganatos megbetegedések kezelésére

hasznaljuk.
\ A meghatalmazott:
\\‘,/v .'b —
3 ~* ADVOPATENT SZABADALMI IROD.

~ e FABER MIKLOS
/,5*3) szgpadalmi Ggyvivd
. ‘%, a Vs udapest, F6 u. 19.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

