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(57} Anotace:

Pfedmétem tohoto vynilezu je pkipravek pro
kontrolované uvolfiovdni neagregovaného
biologicky aktivniho erytropoetinu, sestavayji-
ci z polymern{ matrice tvofené biokompatibil-
nim polymerem a z ¢&astetek biologicky
aktivniho erytopoetinu rozptylenych v této po-
lymerni matrici. Zpisob, kterym je tento pii-
pravek pro kontrolované uvoliiovini erytro-
poetinu pfipravovin, spodivd v rozpusténi
biockompatibiiného polymeru ve vhodném roz-
poustédle, dispergaci t4stedek erytropoetinu
v takto vzniklém roztoku polymeru a v nésle-
dujicim ztuZen{ polymeru za vzniku polymern{
matrice obsahujici &4steCky erytropoetinu.
Pfedmétem tohoto vynalezu je déle zptisob
pouZiti tohoto pfipravku pro kontrolované
uvolnovan{i, umoziujici dlouhodobé udriova-
nf G¢inné koncentrace biologicky aktivniho
nereagujiciho erytropoetinu v krevnim séru
lé¢ené osoby.
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‘PEipravek pro kontrelované qulﬁovéni biologicky aktivniho

Oblast techniky

'biologicky aktivniho neagregovaného erytropoetinu (EPO).

-z mo¢i, nebo je moZino jej syntetizovat metodou rekombinadniho

-genetického .  inzZenyrstvi. Je .pouzivdn jako. aktivni lAtka

kmenovych bunék v kostni dieni, ' stimuluje -syntézu hemoglobinu

v dospivajicich erythroidnich buiikéch, urychluje uvoliiovani

anemie ‘spojena se Selhdnim 1lédvin. V soucdasné dobé je pro

tFikrat tydné.

obsabujici  vét§i .davky EPO, nes jsou ‘davky pouzivané
- v injekcich; ze'ktepych \by1se EPO uvolnoval in vivo po dobu

.jednoho tydne nebo delsi.

uvolfiovdni na pocatku pEilis vysoka, poté v3ak Klesa na prilis
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neagregovaného. erytropoetinu

Tento vyndlez sé tyka pripravku pro kentrolevané uvoliovani

Dosavadni stay techniky

Erytropoetin ((EPO) je glykoprotein, ktery je moZno- izolovat

zpOsobujici zvysSeni poé&tu éervenych krvinek.
Bé€zna tvorba ¢ervenyeh krvinek vyzaduje sekreci . erytropoetinu:

v ledvinach. Erytropoetin £idi vznik a diferenciaci populace

¢ervenych krvinek z kostni dfené do krevniho obéhu a tim zvy3uje
celkové mnozstvi &erveénych krvinek.

EPO je obvykle pouzivan pro IJLéceni anemie, ' zvliasté je-1li

udrzovani- dostate¢né ‘koncentrace EPO v krevnim Séru tato latka

podavana ve formé vodiiych roztokd subkutinné nebo intiravendzné

.-UﬁénemQCnychr-k1¢p9m~fjeﬂdeQuthebé—fpodavénihEPO—mvemﬁérmé---
ihjekci,'doﬁhézi k vyraznému kolisdni jeﬁo Koncentrace v séru,
meﬁto-ZPﬁSObgaplikace je rovhé2'prb nemocného nepohodlny.

‘Aby byly vyifeleny problémy spojené. s gpakovanym .injikovéanim
vodnyeh  roztekl, :byly -éiﬁény pokusy navrhnbut pEipravky

Nevyhodou téchto ‘pripravké viak je, ze obvykle je. rychlost




nizké hodnoty. Dale se po uplynuti nékelika dni vlivem .vysoké
koncentrace EPO v téchto pfipravcich pro kontrolované uvoliovani
‘projevuje tendence molekul: EPO (monomeru) ke tvorbé agregath,
které jsou na rozdil od monomeru EPO in vivo imunogenni.

Proto existuje petféba vyvinout prostredky pro kentrolované
uvoliiovani biologicky aktivniho EPO in wvivo, které by po -dobu

uvoliovani EPO nevyvolavaly imunitni odezvu.
M ‘

Podstata vynalezu

Struénjjpopis vynilezu

Pripravek pro kontrolované uvolfovani podle tohoto vynalezu
SESTAvVA z polymerni matrice tvoiené biokompatibilnim p@lymerem
a z C&astedek biologicky aktivniho EPO Stabiliznvghého«proti
agregaci, které  jsou ‘rozptyleny v tomto biokompatibilnim
polymeru.

Zpisob -podle téhoto vynalézu, kterym je ziskavan pripravek
pro  kontrolovdné uvolnovédni  neagregovaného EPO  spodiva
v rozpudténi biokompatibilniho polymeru ‘Q-rozpbuétédle tohoto
polymeru, kterym vznikda jeho roztok, v dispe:gaci.éésteéek
-biologicky aktivaiho EPO  stabilizovaného proti agregaci
v polymernim rozteoku a-v nasledném ztuzeni polymeru, kterym se
vytvofi polymerni matrice obsahujici disperzi zminé&ného EPO.

Vyhodou - tohoto piripravku ptd'kOnirolované uvolnovani EPO je
delsi doba trvani stalych koncentraci EPO v  kivi, sniZeni
-poééteénichrmvySQkyéh-—kenéentraﬁi—fEP0f~na- poéatku: uvolfiovani- -
a zlepseni 1lédebnych uéinkd, zplsobené odstranénim kolisani
v korcentracich EPO v  krevni plazmé. Vihodou je rovnéz
' skuteCnost, Ze aplikace je pohodlnéjsi pro nemochébp, protoZe se
snizuje pe¢et injekei. Vyhodou je dale moznest pouii{i-mcﬁéibh
mrioZstvi BPO ve. srovhani s.mnoZstvimi, ktera jsou potiebni .p¥i
aplikaci béZnymi - injekcemi, protoze koncentrace ‘EPO jsou
udrzovany na hodnotach bliz3ich  prahovym  terapeutickym

koncentracim.
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Struény popis obrdzki

Na -obr.1 je . zndzornéna zavislost a) -celkového mnoZstvi

uvolnéného monomerniho EPO na ¢&ase, b) celkového S mnoZstvi

. .uvolnéného EPO (mqnomerni\EPO‘plus‘agr¢g0vany_'EPO)Vna ¢ase, .C)

podilu EPO v procentech, ktery je uvoliiovdn jako monomer
v Casovém intervalu ohranideném danym experimentalnim  bodem
a-bezprostfedné -predchazejicim experimentalnim bodem. Jedna se

o uvolnovani in vitro v HEPES-pufru =z mikrosfér neblokovaného

obsahujiciho 10 hmot. % MgCO5 a S-hmot. % smési Aml

“z pfikladu-1. Celkeva doba méfeni byla 28 dni.

Na obr. 2 je .zhézor@éna zavislost a) celkového mnozstvi

uvolnéného ‘Monomexniho ‘EPQO na ¢ase, “b) celkového mnoZstvi

UVblnéﬁéhé'E?O ‘(mpnqmefni EP0.pluS‘agregQVany'-EPO)~na case, c)

podilu ‘EPQ v procentech, ktery je uvolfiovdn jako mononer. Jedra

“se © - ‘uvolfiovéani in vitro v HEPES-pufru =z mikrosfér

neblokovaného PLGA, (molekulovd hmotnost 10 .000), ebsahujiciho
10 hmot. % ‘MgCO; a 5 hmot. % smési Am7 z prikladu 1. Celkova
doba méreni byla 28 dni. '

Na obr. 3 je =znazornéna -2évi$lQSi a)  061k6vého.mnoistvi
uvolnéného monomerniho EPO na &ase, b) celkového -mnoigtVi

uvolnéného. EPO (mbnmmérni‘EPO-plusaagﬁegdvany EPO) na ‘¢ase, c)

-podilu EPO v'pnocentech, ktery je'uVolﬁQvén jako monomer. Jednd

se - 0 uvolnevani in vitro v HEPES-pufru z  mikrosfér

neblokovaného = PLGA, (molekulovd hmotnost 10 000 Dalton),
. obsahujicihe 10 hmot. % MgCO; a5 hmot. %  smési  Znl

.z piikladu 1. Celkové doba-méteni byla-28 dnf.— - — = - o

‘Na obr. 4 je znézorhéna'"zévileStEpodilu-retikUJOGyIﬁ v krvi

- krys, které byly podrobeny nebo nebyly podrebeny. proceduie
- .CS/HC, ~a kterym bylo ve dni 0 subkutanné injikovano 10 000

Jednoték EPO oﬁsaienéhq v mikrosférach . pro kontrolované

uvolfiovani RMAm7, - popsanych v. p¥ikladu 5, a kféfﬁm bylo ve dni

28 injikovarnoe 2000 jednotek ‘EPO ve formé vodného roztoku.

Cetkova doba.méfcni,byla 28 -dni.

‘Na obi- 3 je znazornéna ' zavislost koncentrace (v IU/ml) EPO

v krevnim séru krys, .kterym byly subkutanné aplikovany rlizné

"ﬁbf&(fhkii&uacb—giykolldu) “(ﬁLGA;‘molékuidvé Ehbfﬁ65t>10 000),




mikrosféry -ebsahujici EPO, popsané v pifikladu 3. Celkova doba
méreni.byla 28 dni.

Na obr. 6 je zndzornéna éasoﬁé;zévislost podilu retikulocyta
‘v krvi krys, kterym bylb subkutdnné injikovano 10 000 mikrosfér
podle  piikladu 2, obsahujicich smés AM7 z  pfikladu 1
v. neblokovanych  polymerech s melekulovou hmetnesti a)
.~ 10 000 Ddlton, b) 31 000 Dalton nebo c) 48 000 Dalton. Celkova

doba méreni byla 28 dni.
Podrobny popis vynalezu

Termin erytropoetin (EPO), jak.je uZivan v tomto dokumentu,
znamend véechny formy EPO, jako je EPO-a a ‘EPO-f. EPO miize byt
ziskavdn ze surevin Zivodigného pivedu, _nebo mi¥e byt vyrabén
zplisebem. popsanym v pétentu:USA E. 4 703)008.

EPO pouzivany pri postupech .pOdle tohoto vynalezu je
biologicky aktivni EPO v molekularni (monOmefni T.].
neagregované) forxmé. Typickou'vlastnOSIi mononerniho EPO je to,
ze neni imunogenni . | |

Agregované molekuly EPO mohou ztratit svoji schopnost byt
:biolagicky ‘aktivni a -spimulovax tvorbu éérvenych krvinek:
Agregovany ‘EP0  midZe dale vyvolavat imunitni -odezvu, jejimz
disledkem je tvorba-profilétck proti EPO. Tim mizZe byt sniZena
d¢innost -dlouhodebé lécby pomoci EPO. Navic miize agregovany EPO
srimulovat'autgimUnitni odezvu na vlastni ‘EPO.

Kontrolované -uvqlﬁbVéhi,bidlogicky--aktivniho neagrégovaného

rytropoetinu umoZfiuje, aby se v  krevnim . séru udrzovaly

-méfitelné."koncentrac6~biolégika~~aktivnihe~monomefnih0'QEP0~p04A -

delsi dobu ne2 pii pfimé aplikaci vodnych roztokd EPO. S vyhodou
je doba, po kterou probibha kontrelované wuvolitovani, tﬁdéh nebo
déle nez tyden, vyhodnéji je tato deoba dva tydny nebo vice.
Keontrolované qulﬁevéni.biologicky' aktivhiho neagregovaného
EPO z polymerni matrice mhze byt nepfe:uépvané-nqbo prerusované,
rychlosti uvolfiovdni mohou byt relativné stalé, nebo se mohou
ménit.ﬁ_Stélost rychlosti 'ﬁvolﬁ0véhi a dosahované koncentrace
mohou byt m.j. dosazeny .pouzitim jedného nebo vice typd

.polymernich pripravkii, koncentraci EP@ :v téchto pfipravcich



a/nebo velbou vhodnych vehikul.

V tomto dokuméntu uvadény erytropoetin, ktery je stabilizovan
proti vzniku agregdth, je 'tVOfen bioleogicky aktiviim monomernim
.EPO, kter9. je 'stabilizovan .prqti‘ agregaci alespofi jednim
protiagregaénim  &inidlem. V jednem  provedeni jsou . jako
- materidly, vhedné jako stabilizétory'prOti .agregaci, pou21vany
latky, které snizuiji rozpustnost EPO ve vednych kapalinach, jako
je PBS, HEPES nebo  télni tekutiny (napr. 1ymfa). Tim se
ldkélni koncentrace 'EPOiudriﬁje v oblastl niZzSich koncentraci,
' .nez .jsou-koncentrace, p¥i kterych “dochazi k vyrazné égrega01
molekul EPQ. Lokalni koncentrace EPO znamena ve smyslu tohoto
" dokumentu koncentraci EPO'_uynitf,-mezi nebo.-v bezprostfédnim
okoli mikroddstic pduzivanych-pro‘konffplované uvolfovani. této
latky. '

V _ jiném provedeni jsou vhodnymi protiagregacnimi &inidly
cukry, - které z nézﬁém§ch dévodi 'zabraﬁuji vyraznéjdi agregaci
monomerniho EPO.

Vyznaind agrégace je agregace v takovém ‘rozsahu, ktery
presahuje IO‘%‘poééreéniho ‘mnoZstvi enkapsulovaného monomerniho
EPO. S vyhodou je mira agregace udrzovana,"poﬁ'S-%:pﬁVOdné
pritomného mnoisivi EPO. Vyhodnejl je -mira agregace-udfiovéna
pod 2 % pivodné .pfitomnehp mnozstvi EPO. Blizsi iﬂfbrmace
tykajici se miry agregace pozorbVané pfi kontrolovaném
uvoliovani provadéném postupy podle tohote vynalezu se nachazeji
v-piikladech 3 a 4. | |

R :jeahdm.‘pfbvedéni- je'-pouiitim<;protiagféga&ﬂihb &inidla

‘dosahovéno sniZeni iozpustnosti 'EPO  jeho sraZenim z vedného

-prost¥edi- a- v -disledki-:toho pdréovénim—nizkéhlokélﬁi“kbnéenrraCet

o EPO: Vhodnynii materialy, kterymi -s& dosahuje vysrazeni proteinu
bez toho, Ze by zaroven byl denaturovan jsou soli Hofmeisterovy

fady srézedel krevnich globulint J(neboli'“vy3010vaci‘solif),

uvedené v knize Thomase E. Creightona: "Proteins: Structures and

Molecular Principkes”,:smr. 149 . az 150,(vydéno'V;HQ'Frce@an'and
Company, New York). Vysolovacimi solemi, vhodnymi pro pouZiti
pii postupech podle tohoto vynélezu, jsou napfiklad soli, které
obsabuji jeden nebo vice kationtd 'Mgz*, Li* Na*, K¥, NH+4, nebo

soli obsahujici jeden nebo vice aniontfi 5042", HPO&zi,-acetanyy




apioen, citratovy anion, §faVe1anov9 anion, Cl17, 5N03', I,
.C104', a-SCN™.

V jiném provedeni je protiagregaénim dJinidlem cukr nebo
‘cukry, jakb‘napfiklad mannitol.

Vhodnost poziti uréité 1atky jako protiagregaénihe ¢inidla
stabilizujiciho roztoky EPO miZe byt odbornikem v této oblastj
stanovena pouZitim riznych metodik, jako je SEC, elektroforéza
s ‘pouzitim  -polyarylamidového ‘gelu -(polyacrylamide gel
-.electrophoresis - . PAGE) a zkousky 'ﬁ&inku.protbinu ufblnéného
z Céstedek obsahujicich EPO é-pfisluéhé‘prciiagfegaéni,éinidlo,
pripadné  trvani "uvoldevani z pi¥ipravkd  pro “kontrolované
“uvolfiovani, které jsou popsany v prikladu 3.

Vhodnymi  C¢4steckami biologicky -aktivniho 'érytroproteinu
stabilizovaného proti agregaci jsou pevné dcastedky ziskané
1y0ﬁili?aei, vymrazoVénim: lisovanim = a  jakymkoliv jinym
zphsobem, whodhym pro pripravu pevnych gastic ze smési dvou
slozek (napr. ze smé&si EPO a4 protiagrega&niho ¢inidla), z nichz
,jedng-ﬁeni‘bddlné zvySenym teplotam.

Je-1i biologicky aktivni a proti agregaci stabilizovany EPO
lyofilizovan, je 'vyhodné,néby tento‘EPO rovnéz ebsahoval pufr,
ktery .udriuje-pH v rozmezi, ve k;erém nedochazi k vyznamnym
ztratém-biologické aktivity v diisledku zmén pH, které-naétévaji
béhem 1lyofilizace. Vhodnym pH je pH v rozmezi 4,6 a2 8.0.
Preferovano je pH v rozmezi 5,0 az 7,0. Vhodnych hodnot pH se
zpravidla dosahne pouzitim .vodnych pufrd, jako je napiiklad
hydrogenuhli¢itan $Odn§,'ﬁfiklady nvhodnych'puffﬁ jsou fosfatové
pufry, citratové pufzy'a,jejich kombinace.

- Castice «EPOfmﬁEc~“fOVHéifObsahovat” jiné aditiva, " jako jsou’
stabilizatory a aditiva zvétéujici ‘objem. Stabilizatory jsou
piidaviny pro udrfovani GEinnosti EPO -po celow dobu jeho
uvoliovani . Vhodrié dtabilizatory, naptiklad cukry,
aminokyseliny, mastné kyseliny a povrchové aktivni latky jsou
.zndmy odbornikim v pfiéiuéné oblasti. MnozZstvi pouzitého
stabalizatoru se‘ﬁréi' na zékladé‘ hmotnostniho,poméru ‘k:EPO.
Hmotnostni pomér pro aminokyseliny, mastné  kyse1iny-a cukry,
jako je sacharéza, maltéza, inulin, dextran a heparin je_ébvykle

1:1 a? 20:1. Pro povrchové aktivni latky, jako je TweenIM
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a-PlurQnicTM, je hmotnostni pomér povrchové aktivni latky k EPQ
"obvykle 0,01:1 aZ 1:1.

CAditivy zvyéujicimi‘ objem jsou--bééné inertndi ‘matériély.
Vhodna aditiva zvySujieci objem jsou znéma odbornikém v dané
oblasti .

' -Polymery  vhodné pro vytvéfeﬁi .polymerni matrlce pro
kontrolované uvolnovanl pri postupech podle tohoto vynalezu Jseun
b10kompat1b11n1 polymery., ktere mohou byt. bud blodegradovatelne

nebo neblodegradovatelne nebo jeglch smési a. kopolymery

“Términ "blodegradovatelny"; jak Je wzivan v xomto;dokymentu;

znamend Z2e prislusna kompozice je irn vivo degradovana nebo
erodovdna za vzniku chemickych sloudenin o ﬁiiﬁi molekulové
hmotnosti. K degradaci mbie dechazet enzymatickymi, chemiékymi
é fyzikdlnimi -prdcééy. Vﬁodhjmi"biékompatibiinimi- a  zarovef
'bipdﬁgfadovatelny@i ' polymery jSOu.' naprikldd ;polylak{idy{
polyglykolidy;'poly{laktidy”co-glykbliﬂy) ‘kyselina polymlééna,
kyselina polyglykolova, kopolymery kysellny mlééné a glykolove
. polykaprolakton, bpolykarbonaty, polyesteramidy, polyanhydridy,
polyamlnokysellny, polyorthoestcry, polykyanoakryléty, poly-
(p=dioxanon) , polyalkylenoxdlaty, blo&egradovatelne polyurethany
a jejich. smési a kopolymery ‘Blokompatlbllnlml " nebioede-
-gradovatelnymi polymery, vhodhymi pro pouziti podle tohoto
vynalezu, jsou neb1odegrdd0vatelné polymery zvolené. ze skupiny
- tvortené polyakrylaty, -kopolymery ethylenav1ny1acetat, - estery
celulédzy, nedégradQVai61né pplyurethany, polystyreny,
pulyvinyl¢hloridﬂ '  polyvinylflubrid ' poly(v1nylim1da201)

thorsulfonqvaﬁé ijljolcfiny, polyethylen0x1d JEchh smesi

. wwafkdpﬁﬂymeryh - w.f-"”miv_m._h,_mfh;”_m_.”vnﬁ. ot e e

‘Polymer~neb0ﬂgelymerni matrice jsou biqkbmpatibiini, jSOﬁfli
polymer nebo jakékoliv produkty. vznikajici jghevd¢gigdéei pro
-prijemce . netoxické ‘a nemaji-1i  na pfijemce - 24dny vyzﬁamﬂy
Skodlivy -nebo nepfijemny vliv, jakym je -napiiklad imunitni
reakce v misié, kde7kato-léﬁka byla injikovana..

‘Koncové 'skupiny- polymeru mohou byt ‘dale quifikovény. Tak
napiiklad mohou bytapolyestery bud 'blokovany riebo néblokovany,
.ngbo.sc'ﬁﬁie jednai‘o gmés blokpvahth”a.heblokovanych p61ymcnﬁ.

‘Blokované polymery  jsou bézné zZnamy =z dosavadnihe - stavu
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téchniky, 2zv1asté se jedna o . polymery s bldkovanymi
kanboxylovymi-ékupinami.‘Obgcné Jjsou -blokujici skupinylodvoZeny
od’ iniecidtoru pqume:aée.‘Neb10k0van§mi -polymery. jsou oﬂvykle
polymery s jejichi»koncovymi.skupiﬂami Jsou karboxyly.
Prijatélné molekulové hmotnosti -polymerii pouzivanych pii
'postupech -podle tohoto vynalezu mohou byt urcovany osobou, ktera
je zkusena v daném oboru. Je.mreba,prl tom brat v uvahu takevé
'fak{ory, jako .‘je ' pozadovana rychlest degradace polymeru,
fyzikalni vvJaSInosti Jako- je;lﬁééhgnidké pcvnost a- rychlost
‘fozpbhéféﬁi.pr]ymefu"v 'roipﬁﬁg%éaié Obvykle je . prljatelne
rozmc21 molekulovych hmotnosti 2000 Dalton az 2 000 000 Dalton.
v prsferovangm. prevedeni je “polymcrem‘ degradovatelny polymer
nebo  kopolymer. Ve vice preferovaném .provedeni_jewpdiymErem
poly(laktid~coeglykolid3 (déle "PLGA”)' s pomérem
laktid:glykolid 1:1 a s molekulovou _hmotnesti 5000 az 70 000
Paiton. 'V jesté vice preferovaném proveédeni tohoto Vynalczu je
molqkulova hmotnost PLGA 10 000. |

Mnbistvﬁ EPO, Kktery je obsazen v jedné davce mikrosfér
obsabujicich - biologicky aktivni EPO  stabilizované proti
agrégaCi . pouéivaﬁych pro  kontrolované uvoliiovani ‘nebo
e alternatlvnl lekové formé vhodné pro kontrolovane uvolnovanl
léciv je terapeuticky a profylakticky -uclnne mnozstvi, které
-mﬁie.uréit oSOba zkusend v daném oboru s pr:hlednutlm k takovym
f@ktorﬁm jako isou telesnd hmotnost, stav paciénta, typ
pouiitéhoVpblymeru:a-xychlost uvoliovani z tchoto polymeru.

V jednom -z provedeni ‘obsahﬂjc' piipravek pro kontrolované

uvelinovdani EPQ obsahovat 50 hmot. % blologlcky u01nneho EFO. ve

..formé _Gasteéek, qtablllzevanehO*protl ''''' agregaci Mnozstv1 EPO"ve 7 T T

_*formé}éésteéék které je pouzito, zdvisi na poZadovaném ué¢inku,
predpokladanych koncentra01ch uvolnene latky a -dobé po kterou
bude doch&zet k uvolfiovani EPO. Preferovany obsah’ castetek EPO
je 0,1 az 30 hmot. %. Vice -preferovanym -obsahem ¢astedek EPO je
0,1 a% 10 hmot. %. Nejviee preferovinym obsahem astecek EPO je
5 -h:ln'oet - %. .

'V jiném provedeni eobsahuje piipravek pro kontrolované
uvolﬁqvéhi-EPO rqvnéi‘hiokompatibilni‘sloiku -s‘kétiontem-k0vu,

‘ktcré-‘néﬁi-obsaiena v bidlogicky aktivnich a . proti agregaci
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‘stabilizpvanych‘éésteékach EPO, ale je rozptylena v polymeru.

Slozka :obsahujici katien kovu je- slozkou jejiz soudasti je

alespon je alespor jeden "druh kationtly ‘kovid s viee naboji

(s nabejem +2 a vy$sim) v nedisociovaném stavu, nebo. v- &4sté&né

disoeciovaném ' stavu. Vhodnymi slouéeninami kovli jsou napt¥iklad
seli  kovll, hydroxydy kovéh a bazické .soli slabych kyselin
a-hydroxydﬁ kovlh (s pH 7 nebo vys$3im). 'S vyhodou je ‘nédboj

kationtu kovu +2.

‘Slozka s kationtem. kovu je biokdmpatibilni Jje-1i pri

S pouzitém davkovan1 pro prijemce netox1cka a nevydeUJe 1i na
'.pruJemce zadny vyznamny skodllvy nebo. nepfijeémny vliv, Jjakym je

napriklad imunitni’' reakce v misté, kde byla injikovéha-'81oika

s kationteém ‘kovi miZe 'pfipadné. obsahovat ' kation nebo anion,

ktery jeLObsaien v prot1agregacn1m élnld]c v casteckach EPQ.

- Tato slozka s katlontem Kovu. pusob1 tak Ze ovliviiuje pribéh
;ﬁvolﬁovéﬁﬁ EPO z polymern1 matrice pripravku pro kontrolovane
“uvoliovani a miZe rovnéz zvysovat stabllltu EPO v ‘piripravku. Prl
~tomto ‘modulovariém uvolfiovani EPQ je- alespon Jeden ‘parametr

charakterizujici ~uvoliovani, Jako . je npapfiklad ‘pocateéni

rychlost uvolfiovani, rychlost uvolfievani v obdobi nasledujicim

po pocatetnim obdobi, doba uveliovani a/nebo mnoistvi.uvolnéného
“EPQ, odlisny - od charakteristickych parametré uvolidovani EPO

v .pripadé, Ze polymerni matrice neobsahuje dispergovanou slozku

s kationtem kovu.

-Slozka s kationtem kovu pouzivani pro modula01 ‘uvolnevani

_obsahﬁje obvykle alespoii - jeden kation ‘kova s vice ﬂabOJl

PfEklady katlontu kovl vhnﬂnych modulovat uvolnovan1 EPO -jsou

dale. uvedene slouoenlny; -nebo- ~1latky tyto: ‘'skoudeniny” obsahu31c1 o

napiiklad: Mg(OH).., MgCO3. (jako 4MgCO4. Mg (OH),. 5H20) ZnCO3

(jako je 3Zn(0H),.2ZnC0,) CaC03, Zn3(CgHs0;),. Mg(OAe),, MgSO,,

Zn(OAc)z, ZnSO4, ZnCl,, MgClz, a Mg3(C6H507)2 Vhodny hmotnostni

pom&€r slozky s katlontem kovu k polymeru je 1:99 az 1:2.

Optimdlni pomér 2av151 na pouzitém .polymeru: a.na‘pbuii£é Sl0iee

s kationtem ‘kovu. Polymerni matrice ﬁbsﬁhujiéi‘dispérgovéﬂbu

- slozku s kationtem  kovu, schopnou modulovat - uvolfiovani

bielogicky aktivni latky z polymerni matrice je dale popsana
v p¥ihlaSce vynalezu USA. &. 08/237 057, podané 3. kvétna 1994

i
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a v prihladce vynidlezu PCT/US95/05511, které jsou .v Fizeni

soucasné s touto prihlaskcu vynalezu a které Jsou zde uvedeny

jako odkazy.

V. jesté dal3im provedeni je v mikrodastecce obsaZena alespori
jedna latka ‘tvorici péry, jakou je naptiklad veodorozpustna sul,

cukr  nebo aminekyselina, jejiz pritomnest Zzplsobuje zmé&nu

'«strgktury-mikroééSIeéky. Koncentrace latky .tvofici pory, pridané

do reztoku polymeru - je 1 a2z 30 bhmot. %. S vyhodou obsahuje

nebiodegradevatelna polymerni matrice . podle ltohoto vyrnalezu,

alespoii’ jednu. latku tvotiei péry. o o
Pfiprévek . pro ‘kbntroloVané uvelfiovani EPO podle -tohoto

vyndlezu miZe byt formovan do rbznych tvard jako je folie,

grahule, védlec, disk riebo mikrodastice. Terminem "mikrodistice",

- Jak je wuZivan v tomto dokumentu, se rozumi polymerni pfipravek

ve formé édstice S praméremn nizZsim nez ‘1 mm; ve které jsou
rozptyleny ¢astecky - biologicky aktivniho EPO stabilizovaného
proti agregaci. Mikroddstice miZe mit sféricky tvar. tvar
odlisny ed sférického, nebo tvar nepravidelny. S vyhodou ma
mikrdééstice tvar mikrosféry. Obvykle je VElikat mikroGastic
takova, aby -bylo mozno je  injikovat. Preferovaniany jsou

mikrocastice s wvelikosti 1 a2 180 pm, které je mozno injikovat

‘pomoci injekénich stfikacek velikosti 23.

Pii . provadéni zpisobu vyroby pTfipravku pro kontrolované

uvoelnovani biologicky aktivniho neagregovaného EPO podle tohoto

vynalezu se vhodné ‘mnozstvi &astedek biologicky aktivniho
neagregovdného EPO  disperguje v polymernim :bztoku. Tato

dispergace mbZe byt provadéna michanim,  tfepanim, pisobénim

_ultrazvuku, .nebe .  jinymi znamymi -prostiedky, ‘kterymi se provadi
'miseni. ‘Polymerni roztok, ve kterém je dispergovam biologicky
aktivni EPQ stabilizovany proti . agregaci, 'se potom vhodnym

zpisobem ztuzi a ‘tak vznikhe ptipravek pro “kontrolované

quIﬁoyéni-EPO‘podle3tohoto vynalezu.

PEiprava disperze &astedek EPO v_ﬁolymernim'rozmbku-mﬁfe'byt
rovnéz prdvédéna tak, Zze  Castedky -biolqgicky aktivDihe
neagregovaného EPO * jsou vmichéyény do rozpouitédla polymeru po
¢dstech, v obrdceném poradi, odd&lené nebo soudasné.

Vhodny roztok polymeru “obsahuje 1 a2 30 hmoi.:% vhodnhého
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biokompatibilniho polymeru, piidems tento roztok se pripravuje
" rozpusténim tohoto" biokompatibilniho polymeru ve  vhodném
rozpoustédle. S .wvyhodou obsahuje roztok polymeru 2 .a3
20 bhmot. % polymeru, nejvyhodnéji 5 az 10 hmot. % polymeru.

Vhodnym‘rozpohﬁtédlem polymeru jé rozpoustédlo, ve kterém se
rozpousti  polymer, ve  kterém jseu vSak c&astedky EPO
stabilizovanéhe proti agregaci v podstaté nerozpustné a se
'kpéryh tyto dastedky .nEreéguji;‘Pfikladem-vhodHYCh rozpouitédel
polymeru jsou  polarni- organiCké : kapallny jako je
methylenbhlpfid;“chlorofOrm ectan ethylndty a aceton. B

-Pfipﬁava mikro¢astic pro kontroelované uvolﬁo¢éni EPO podile
tohoto vynilezu je ddle popsana v pEikladu 2.

Aby  se  ziskaly d&astecky biologicky aktivnihe EPO,
‘stabilizeovaného proti  agregdci,. EPO ' se =zamichd do vhedného
vedného rozpoustddla, obsaﬁujiciho alespon jedno protiagregaéni
¢inidlo, &imz se vytvori stabilizaéni smés, jejiZ ‘jednotlive
s)ozky mohou byt suspendovany nebo rozpusteny, nebo mohou byt
éastecne suspendovédny a C¢astecné rozpustény.

Je trfeba podotknout, ze nez je "EPO  uvedeno do kontaktu
S protiagregaénim ¢inidlem, 'mﬁié existovat v pevné
i v rozpu$téné form&. Rovnd3 protiagrcgaéni 'éinidlo miiZe
existovat v pevné i v rozpuéténé'formé,,pféd tim, nez je uvedeno
do kontaktu s EPO. Preferovén je postup, pri  kierém .se
stabilizacni smés pfipravi.smisenim-vodnéh0=roztoku_EP0 s vodnym
roztokem protiagregacniho &inidla.

Stabilizaéni .smés se potem formuge do &astic blologlcky
aktlvnlho erytropoetlnu stabilizovaného proti agregaci. Mize byt
.-pouzita- - jakakoliy znama --metoda;, ~-vhodna~ k- vytvafeni pévnych’
ééspeéék_Ze smési dvou slozek z nichinedna je citliva na vysSsi
teploty Tak~mﬁie byt solvatovand stabilizadni smés odparovana
1yof1]120vana nebo vymrazovana "Pevna stabilizaéni smés muze byt
1130vana do granuli.

V preferovaném provedeni je stabilizaéni smési solvatovana
sme€s, kterad je pufrovana jtakovqumHOéstvim,pufru,.kyéré‘udrzuje
. jeji pH v oblasti, ve které. nedochazi Kk vyrazné ztréte
biologické aktivity v didsledku zmén pH béhem vytvareni éastic

(napfiklad b&hem lyofilizace). .Obvykle je 'obsah pufru ve
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stabilizaéni smési -5 a2 20 hmot. %, vztazeno na, ¢elkovou
hmotnost pevaych latek. Vhodnymiarozpduétédly Jsou rozpoustédla,

ve ‘kterych jsou 'jak-EPO tak . prot1agregacn1 &inidlo, alespon

mirné -XOzpustné, Jako je vedny hydrogenuh11c1tanovy pufr nebo
- vodny fosfatovy ‘pufr. Pro pripravu vodnych * roztokd je

preferovano pouziti deionizOvahé‘vody nebo vody pre injikovani .

Stabilizacéni. smés je obvykle pufrovéana na pH v rozmezl 4,0 -az

8.0, preferovane rozmezi .pH je S,;0 2% 7,0. Vhodné pH Je obvykle
‘nastaveno za ‘pouziti vodného pufru jako je hydrogcnuhllcltanovy
pufr. Vice je preferovano pouziti fosfatovych pufru c1tratovych

pufri a JeJlCh kombinaci.

pH ve 'vhodném rozmezi se mtize dosahnout dialyzou s pufrem,

pouzitim pufru Jako roezpoustédla nebo protlagregacnlho ¢inidla

EPO a 'prlddnlm jedné nebo vice davek pufru k roztoku. "EPO. pied

pEidanim -protiagregacniho -01n1d1a ‘pripadné po tomto- pridani

nebo béhem‘ného

So]vatovana stabilizacni smé&s’ sé potom ‘susi 1y0f111za01 cimz
se vytvarejl Castecky biologicky aktivniho EPO, stablllzovaneho

prot1 agregaC1 Stabilizaéni SmEs’ miZe byt suSena veelku, nebo

‘pred susenim rozdelena na men51 éastl

v preferovanem provedeni je 5tab1112acn1 smés mlkronlzovana

‘napiiklad  pemoci ultrazvukové  sondy, zmrazovédna a potom

‘1yofilizovdna za vzniku Biologicky aktivnich ¢astedek EPO,

stabilizovanych proti agregaci.

'V jiném preferovanem provedeni je stabiliza¢ni smési

‘pufrovany roztok obsahquci EPO, siran amonny (6‘ai'8.g siranu
‘amunneho na 1 g EPO) a- roztok pufru {5az 30 g roztoku pufru na

1 g-EPQ) s -pH-v-rozmezi- 5-a% 7.~ ‘Vyhodnéji je roztoken pufiv smés T

5 mM 01IratQVeho pufru s S5 mM ‘fpsfatovym pufram.-neb0'5=mﬂ

fosfatovy pufr (pH 7).

S vyhodou je promér Gastedek EPO stabilizovaného proti

~agregac¢i 1 az 6 pm. Castecky EPO jsou roéméiﬁﬁVén& oddélené,

pred jejich pridanmim k‘-roztoku -pdlymefﬁ péstUpgm»prsanym.

‘v prihladce vynalezu USA &. 087006 682, podané 21. ledna 1993,

-,

zde .uvedené jakoe odkaz, ktera je v r,zenq Zareven s touto

© prihlaskou vyndlezu a kterd se tyka zphscbu prlpravy malych

. Castic -biologicky aktivniéh‘létek. Castecky EPO mohou viak také
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‘vbyt.;rozmélﬁovény po jejich’\pfidéni do roztoku peolymeru,

napriklad pemoci ultrazvakoﬁé sondy nebo pomoci ultrazvukove
trysky.

PEiprava . biologicky aktivnich ¢&astic .EPQ, stabilizbvanich

‘proti agregaei,. jé blize .popsana v prikladu 1. Dalsi popis

“mikorosfér obéahujicich castec¢ky  biologicky aktivniko EPO,

stabilizovanéhd-proti agregaci, -je uveden v prikladech 2az §,.
V- dal$im provedeni zpisebu pripravy pddle'tohoto'vyhélézu‘se
za G&eélem  modulace ryéhloSti {uvolnovani EPQ disperguje

v.polymernim roztoku s]ozka s’ katlontem kovu ktera jesté neni

. ptitomna v éés%eéké¢h-EPOm

Je tfeba upozornit na to, ‘Ze sloZzka s kationtem kovu

a ¢asteéky EPO 'stabilizovaného - proti -agregaci, -mohou byt

‘dispéfgovény v roztoku polymeru postupne v-opaéném-pofaﬁi,

stfidave, oddélené nebo soucasne

RovnéZ mohou byt polymer, sloka s kationtem kovu a EPO

,Stabilizovany:protifagregaci vmichény do rozpoudtédla postupné,

. v opaciénm potadi, st¥idave, oddélend. nebo ‘soudasné.

Zphisob prfipravy komp021ce modulujici rjchlost uvolnovanl_

bloioglcky aktivini 1atky z blodegradovatelneho polymeru- je .dale

W

‘popsan v prlhlasce vyndlezu USA &. 08/237 057) Kterd je v rizeni

‘zédroven s touto prihlaskeu vynéleZu a ..v prihlasce vynalézu

PCT/US95/05511, kterd +§e rovnés v  fizeni zarovedi s touto
ptihlaskou vynalezu. . ‘

Dalsi _popis mikrosfér obsahujicich castecky  EPO

stabilizovaného .proti agrégaci a slofku s kationtem kovu je

uveden v. piikladu 2.

-L~Vhodn§Mv-"zpﬁsbbéM““ztdEEﬁi “iroztoku” “polymeru 6E§éﬁbjié§hd'

ﬂcastecky ‘EPO. stablllzovane proti agregaC1 Je zplsob spodivajici

v odparenl rozpoustedla pqpsany y‘patgnteCh‘”HSA-é.'s 737 337,

'.autorl Schnorlng a kol., &: 3523 906, autofi Vranchen a kol.,

3 691. 090 auterl KltaJlma a kol. a é.:4'389'330;faut0fi7Tice

a ‘kol. které JSOU - zde uvedeny jako  edkazy.. Odparovanl

'rozpoustedla muze byt pouzito k priprave mlkrecéstlc nebo Jlnych

tvarovanych prostfedkd PEO kontrolovanc uvolfiovani EPO _
Pri - provaden1 -zplisobu pOUZlV&JlClhO odparovan1 rozpoustedla

se roztok polymérw obsahujici CaStICC EPO stablllzovane_protl
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" agregaci smisi nebo rozmicha s kontinualni fazi, se kterou je

¢asteCné misitelné rozpoustédlo polymeru. Tim vznikne emulze.

‘Kontinudlni féaze je - bbﬁykle vodné rozpoustédlo. V kontinudlni

fazi JSOU obvykle pritomny emulgatory, které stabilizuji emulzi .

Rozpoustédlo. polymeru se potomn bé&hem’ nekollkawhodln-odparlva tim

.se  polymer ztuzi na polymerni matrici, ve které je obsazena
- disperze ¢astecek EPO, stabilizevanéhe " proti agregaci. Pri
~vpouziti .tohote zpisebu wmusi byt dbano ha to, aby se roztok
‘pelynieru nezahtal na teéplotu, prl které problhd denaturace EPO

'obsazeneho v casteckach EPO. V prlk]adu 2 jsou uvedeny bllééi

informace, tyk33101 se zacheovani _vysokeho stupné€ biologicke

-.akTiVityﬂmierééSIeéek podle iohotp vynalezu, ktery je obvykle

vy$si rez .98 %,

Jinym vhednym zpéisobem ztuZeni polymerniho roztoku za vzniku

polymerni matrice obsahujieci .¢4stedky EPO stabilizované proti

.agregaei  je -metoda .separace fazi, popsana v patentu USA

€. 4 675 800, ktery je zde uveden jako odkaz. Pii této metodé se

polymer .obsaieh§ v roztoku polymeru obsahujicim ¢astedky EPO

stabilizovaného proti agregaci, vysrazuje kolem ¢aste&ek EPO

pridanim srazedla, nemisiteiného s rozpoustedlem, polymeru do

- roztoku polymeru, ¢imz se vytvari emulze

Preferovanou metodou pripravy ‘€astedek EPO, stabilizovaného
proti .agregaci, je rychlé zmrazeni a extrakce rozpoustédla,

které je popsane v patentu USA &. S 019 400, auto¥i. Gombotz

a kol. a . .v prihlaSce vynalezu USA &: 08/443 726, podané

18. kvétna 1995, ktera -je v Tizeni zaroved s toute prihliskou

vynatezu. Tento ‘zpusob piipravy mikrosfér ve . srovnani s jinymi

nmemddami,--napfiklad-*swhmétbddu " separace” faZi, 7 d4alé “snizujé
‘mnozstvi EPO . potfebné pro -vznik piipravku .pro kentrolevané
uvolfovani 1é¢iv s Uréitym -obsahem  EPO. Tento 'zplisob . ptipravy

mikroéastecek je rovméz popsan v pfikladu 2.

, PEi provadéni tohote zplisobu se roztoku polymeru obsahujic¢iho

disperzi gdste8ek EPO ‘Zpracovavd za vzniku kapek, -pricemz

.pndstaxnétéést-téchtaﬂkapék' ObSahuje foﬁtokfpolymcnu‘a.éasmééky
bieologicky gktivniho EPQ stﬁbiiiZovdného proti- agregaci. Tyto
kapky se poté zmrazuji zplisobem, - kterym VZleaJI mlkrocéstlce

Piiklady  prostredkd pouzivanych ke zpragovan: polymernmhq




2D

. ¢ a4 s e v es T,
" » » »
- 15 - : .a . : . [ * wee ....
[} » - . @ .
L2 L ] LR aess as ad

roztoku Zza .vzniku kapi¢ek jsou prichod disperze ultrazvukovou

tryskou, tlakovou tryskqu, Railéighoyou tryskbu'nﬁbo Jjakymkoliv

jinym prestiedkem vhodnym pro tvorbu kapicek z roztdku,
.Pro  zmrazeni kapidek na mikrocastedky ' je pouzivdno vedeni

kapicek do zkapalinénéhe plynu ‘nebo do jeho blizkosti. Prikladem

téehto zkapaln&nyeh plynd jsou kapalny argon .nebo kapalny dusik,

vzniklé zmraZené mikrokapicky se potom oddéluji .od -zkapalnéného
plynu. -Na zmraZéné mikrokapiéky se ‘potom ponecha piisobit kapalné

srdZedle, jako -napriklad éthanol rebo smés .ethanolu a hexanu,

pEipadné pentanu. Rozpoustedlo ve zmraZenych lﬁ&kroképiékécﬁ je

extrahovane v pevné a/nebo kapalné formé do sraiedla a tim

vzﬁikaji mikroéastice biologicky aktivniho EPO stabilizovaného

‘proti. ‘agregaci. Smisenim ethanolu s jinymi sragedly, jake je

- hexan nebo -pentan, se mize u-nékterych polymert, Jjako naprlklad

u poly(laktidu-co- glykolldu) dosahnout .- zvySeni rychlosll
gx{rakce rozpopstedla, Ve .Sonnanl_ s ryehiosii -extrakce
dosahovanou s.-¢istym ethanolem. o ' |
Zménami velikosti kapicek, prOVédénymi ‘napiiklad -zménou
prumeru ultrazvukove trysky,‘mohou byt pr:pravovany mikrodastice
s .riznymi rozmé&ry. - Jsou-1li tfeba &astice s velkyml rozmery,

mohou byt protlaéovéhy injekeéni 'stfikaékou -ptimo do chladne

kapaliny. Se -zvySovanim viskozity roztoku polymeru se mize

rovnéz.-zvydovatr velikost éastic. Tak napfiklad .miZe byt velikost

mikro¢astic ziskavanych timto =zpdisobem 1000 a2 1 jym, nebo

.....

i anSl

Jcste jiny zplsob ziskdni pripravku  pro kontrolované

uvoliovani = EPQ z polymerniho roztoku spo&iva v odlévani

-napriklad -odlévani ~-ve -formé:- “kterym -se- mﬁze 21skat“fo]16 neb'*"‘“

.jiny tvar. ‘Mize se ‘pOSIupovat tak, . Ze roztok polymeru,

obsahujici ‘disperzi &astic EPO stabilizovaného proti agregaci,

' se -naplni do - formy a potom se?bud"odSt:aﬁi nékterou ze znamych

mEtodnrépous‘“dlo nébo -se teplota. roztoku - polymeru ‘sniZuje tak

dloubo, ai.sevziskéffﬁliefhcbO'jin§ tvar s konsistentni suSinowu.

Pfiprava £61i4 - odlévanim polymernich - roztokd obsahujicich

ibiologicky-dkiivhi ‘latku je blize popsana v.pfihlégce'Vynélézu

USA "¢. ‘087237 057, ktera je v fizeni=Souéasné'Sutout0~pfihlé§kbu

vynialezu. : .




.

Zpisob  ziskani  pripravku pro  kontfolevané uvoliiovani
biologicky .aktivniho EPO . miize byt ‘rovnéZ pouZit pro ziskani
piipravkd .pro kontrolované . uvoliiovand . Jjinych biologicky
aktivnich latek, které Jjsou rozpustné ve vodnych' roztocich
a maji  pri  dostatedné vysekych  koncentracich ‘tendenci
k vytvafeni ‘biolegic¢ky neaktivnich agregati.

Predpokladame, ze uvoliiovani EPQ mfize probihat dvéma rdznymi
zpusoby Uvolfievani EPO miZe probihat difuzi. kana]ky v polymérni
-matrici, které vznikaji nap¥iklad rozpousténim EPO a které jsou
naplnény vodnymi reztoky, nébo rovnéi vednymi roztoky naplnénymi
dutinami vzniklymi odstranénim rozpouﬁtédla polymeru v pribéhu
Ppripravy pripravku pro  kontrolované -uvolfevani. Rychlost
‘hydrolyzy pelymeru mﬂie-byt‘zvﬁéena, 1i8i-11i -se hodnota pH .od
hodnet pH odpovidajicich neutralnim podmirkam. Z téhoto ddvodu
se mdZe postupovat tak, ze se k roztoku. polymeru, ze kterého se
déle piipravuji ‘mikroddstice, prida kyselé nebo -zasadité
aditivum, a tim se ovlivni rychlost eroZe‘polymeru.

‘Druhym mechanismem je uvolBevani EPO degradaci p@lymeru.
Rychlost degradace maze bYT fizena ‘zménou—vlastnosti polymeru,
které ovliviiuji rychlest jeho hydratace. Takovymi vlastnostmi
-jsou napfiklad pomér fﬁzn&ch monemernich jednotek, kiéré‘tvofi
polymer, jako napriklad laktidu a .glykolidu; pouziti L-isomeru
monomeru namisto racemické smési, pritomnost urcityeh koncovych
skupin v polymeru. Tyto vlastnosti mchou ovliviogvat hydrofilitu
a stupen krystallnlty, které urcu31 rychlost hydratace polymeru.
Pro, zvysenl ‘hydrofility mohou byt revnéz pridany hydrofilni
- latky, kiteré mohou zvySoevat stupen hydratace a ménit rychlost

.--eroze-polymeru. - - e

Zménou vlasinosti polymeru miZe byt Eizen'fozséh-pfispévkﬁ
.difuze nebo degradace polymeru na uvolfiovani EPO SniZi-li se
naptiklad molekulova hmotnost polymeru t1m Z€ Se ‘namisto
‘blokovaného polymeru pou21Je polymer neblokovany, nebo zvys$i-1i
‘s€ Obbdh glykolldovych monomernich . Jednotek v kopolymeru laktidu
s glykolidem, muze. tim dojit ke zvysenl rychlosti hydrolyzy
‘poiymcru,a.tim ke-ivyéeni rychlosti uvolniovani EPQ zplisobovaného
erozi polymeru. Vliv riiznych - molekulovych hmotnosti

- neblokovaného PLGA je dale objasnénav.pfikladu 5.
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- Ptipravky pro kontrolované uvolfovani podle -+tohoto vynalezu
.moheu byt pouzity v humannim i veterinarnim lékafstvi, mohou byt
aplikovany injikaci, implantaeci (napriklad subkutanné,
intramuskularné, intrapéritoneélné,' intrakraniélﬁé,-intravagi~
nalng a intradermalné), pfestupem  p¥es sliznice (naptiklad
intranasalné nebo.-pomoci &ipkd), nebo aplikaci .in sizu napfiklad
pomoci klystyru nebo aerbsOIOVého spreje). Aplikace se provadi
tak, aby -se dosdhlo Zadouciho davkovani EPO, které vypljyva ze
znamych daj, tykajicich se 1é8eni pomoci EPO za rdznych
‘podminek . ‘ R -
- Vynalez ‘bude dale . podrobnéji objasnén pomoci nasledujicich
,pfikladﬁ;proygdcni vynalezu. : '

Odbornici v dané .oblasti mohou pouze na zékladé své

- “zkusenosti  6dvodit 'mnohd dals$i analogickd  provedeni zde

_popsaného vynalezu. Tato analogickd provedeni je tieba pevazovat
- za soucdst predméiu tohoto wvynilézu, .chranéného patertovymi

naroky uvedenymi -dale.

Pfiklady‘provedeni.vvnéleZU

Priklad 1

Ptiprava biologicky aktivniho -erytropoetinu stabilizovaného -

‘proti agregaci

- Efytropoetin byl ziskdn ~postupém popsanym-:v - patentu USA - -

w

¢. 4-703 008. “EPO byl rozpuitén v ' deionizované vodé. na védnﬁ.
ﬂroztdk OakbncéﬁmraciZasi‘i_mg/mi_ Rizré ¢dsti tohoto ioztoku EPO
‘byly ?pOtOm . dialyzovany :prbti trem ;ééxstvym fnééadém ‘pufru
vhodného sloZeni (konkrétné 5 mM fosfatovy pufr o pH =7, 5 mM

‘citratoevy pufr o pH =7, S.mMjfosféIpﬁy‘pmfi[S-mM citratovy pufr

o pH = 7 nébo 10.mM hydrogemihliéitanovy pufr o pH = 7).

_Po dialyze bylo  ‘méfenim absorbance pFi 280 nm
(e = 1,345 L.g"t.cn”)) pFi 280 .nm zjisténo, Ze koncentrace EPO

v dialyzovaném roztoku je asi' 1 mg/ml.




»

a pufrd byly

MNOZSTVI,

. potom

v wwww - I‘._. 0 LY}
- [ ] [ ] [ N b L 4 . e .
- 18 - Py b BT
s *-. ' s .o' (X
Casti  dialyzovaného roztoku ‘EPO byly potom smiseny
s prisludnym pretiagregacnim ‘Sinidlem ‘(naptiklad se siranem

amonnym, octanem:zineénatym, smési m&nnitol]Sachafﬁzaﬂnebo_smési

mannitol/malt6za) =za vzniku  smési uvedenych v

Tabulce 1.

néasledujici

V. roztoeich prislusnych protiagregaénich &inidel byla

rovnéz .obsazena dalsi aditiva (konkrétné inulin, glycin

“a_povrehové aktivni latka Tchn'ZOTM)

Potfebné -roztoky protlagregacnlch ¢inidel byly prlpraveny

\ techze pufrech které byly pou21vény pID dxalyzu roztokﬁ EPO

" do kteryeh byly pozdéji p¥idany.

Priblizné objemy kazdého z roztoki protlagregacnlch Cinidel
nality do 50 ml polypropylenove nadobky v takovém
aby se dqsahlo zadane konpcntrace chnotllvych roztokil
(uvedenych v Tabplée I). JeahotlivéfdialyZOVéné-roztoky-EPO byly'
pridiny do .pfislusného roztoku protiagregacniho Sinidla

a takto ziskané roztoky byly mirné promichavény.

Tabulka |

-Obsah sloiek v }ednutlxvych roztoc1ch EPO

“povrchove: ak11¥n1

latka Tween. 20

Slozky roztok EPD ( hiot. %)
Aol Aind | ”ﬁm? 'Hai ‘Ha3 .Ha4‘ ‘an' ZQG
EFQ 10,00 161 99 10,0 10,0 16,0 10,0 10,0
siran amonny 66,8 64,7 19,1 - - - - .
dotan zinecnaty . - - - - Th9 76,9
“gamnito) - e 65 RS TS - -
.sacharéza | - - - W0 - 10,0 -
- DAOZE - - e e e e e = b =10 - - -
5-i eitratovy pufr - 150 - - - - - -
(pH=) |
5 ot fosfatovy pufr - - 200 15 18 15 -
(pt=7) '
10 oh hydrogenbligita- - - - - - - 131 @
- novy pufr (phsT)
inulin 11 11 10 - - - - :
glycin g | 10,00 10,0 - i
e
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Kazdy .z pripravenych . roztoki EPO byl néSéI do 60 ml
plas;ikové injekéni stfikadky, na kterou byla nashzgna teflonova
-hadicka a ‘byl podroben atomizaci prichodem vltrazvukovou tryskou
(typ V1A, wvyrobce Sonics and Materials Ine., Danbury, CT) de
" polyprolylenové  nadoby obsahujici kapalny dusik. P&itom bylo
dbano na to, aby ataﬁizovahé létka byla vZdy zcela poﬁdfena
a aby se tak vytvarely =zmraZené <&astedky. Nadoba byla poté

udrZovana pri teploté -80 °C +tak dlouho, dokud se viechen

- kapalny -dusik -nevyparil- ~ZmraZené -Castecky, ktéré obsahovaly = -

biolegicky aktivni EPO, stdbilizovany . proti agregaci, byly
pfen&seny -dd sklenénych jkédinek a poté 1yofilizqvéﬁy, cimz
vznikly bielogicky aktivni -ééstééky‘EPO stabilizovaného proti
agrcgaci.,ééspeéky'EPO byly wvyjmuty z tyofilizdtoru v a%moSféfe
suchéhe dusiku, 'daléi<dpera§e s nimi se pquédély v.atmosféfe
s nizkym obsahem vlhkosti, a astecky byly uskladnény se

v suchém prostredi pti -80 °C.

Piiklad 2

Pfiprava  PLGA = mikrosfér obsahujicich  biologicky aktivni

erytropeetin. stabilizovany proti agregaci

Mikrosféry obsahujici .Gastecky EPO stabilizovaného proti
agregaci o slozeni- uvedéném - v prikladu 1 byly piipraveny
'z neblokovaného PLGA (50:50, molekulova hmotnost 10. 000 Dalton),

__Zékpupénéhb_.u_,.fizmy,”Boﬂhringetq,Ingclheim“-AChemicalsa;anujd.n‘._

Montvale, NJ, ‘nebo z -blekovaného PLGA -(50:50, molekulova
hmOIﬁOSx 10° 000 Dalton), zakeupeného u firmy Birmingham Polymers
Inc., Bifmingham, -AL. ' _

Mikrosféry obsahujici: ¢astecky EPO siabiliibyaného‘ proti
agfegaci o slozeni Am7 -by1y pfipra¢¢ny.z- nebibkngnéhb PLGA
. (50:50) o .molekuiové‘hmﬁtnosti'asi 31000 -Dalton nebo 45 000,
(B@éhbithrﬂIngelhgim,Chqmieals Inc., Montvale, .NJ). '

‘Enkapsulace <¢astedek -EPO ‘stabiliiévaného proti agregaci,
. p¥ipravenych pdstﬁpemfpodi@ prikladu 1. v PLGA :byla =pr6Vedena

zposcben popsany ~ Gombotzem a  spoluautory {patent USA
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¢. 5 019 400). Roztoky polymeri byly vZdy pripraveny rozpuiténim

‘polymeru v- 5.1 ml methylenchloridu. Uhliditan horéénaty nebo
~uhliditan . -zinecnaty byly Prosaty pres .sito o velikosti ok 38 pm

-a potom byly prldany do roztoku polymeru v takovém. mnozstvi,, aby

vznikl roztok o koncentraci. - lOO,g/l. Do - takto vznlkle suspenze

.50ki v roztoku polymeru  byle ptidano 30 mg &astedek EPO

btdblllZOV&HChO proti agregaci.

H—uﬂ' S e - . e i

» . R .. k v
" ROZ T OK polymeru obsahuglcl suspendevanou sul a castecky EPQO

~v ethanolu ptefiltrovana . pres. 0,65 pm- .membridnu - Durapure

byl umistén do 1azne tvorene smési - vody -a ledu a podroben
'pﬁsobenl ultrazvukové sondy (Virtis €o. Gardiner, NY), &imz se
prémér proteinovych’ castedek ‘zmen$il na 2 4z 3 pm-a vytvorila se

‘disperze Cdstecek EPO v roztoku. polymeru.

'V nadobce =z polypropvlenu byla vytvofena zmr raZeni vrstvg

ethanolu ponorenlm této nadobky do kapalneho du31ku @ potom byl

;zmraieny ethanol ptelit kapalnym ‘du51kem. Suspenze ¢astecek EPO

v roztoku polymeru byla poté ‘Gerpéana pistovym mikroderpadiem

g(Orion Research Inc., Boston, MA) rychlosti 1 a3 2 ml/min. do

ultrazvukevé trysky, ~umisténé nad nadobkou se zmrazenym
ethanolem a kapalnym dusikenm. Ze suspenze &astedek EPO v roztoku
polymeru se vytvarely- kapicky, které ‘mrzly;sﬁykcm.‘S'kapalnym
duéikem a-tim‘vzniklynmikrosféry, které‘padaly na povrch vrstvy
zmrazeného .ethanolu. .

Nédobka byla umisténa do 14zné o teploté -80 9C. Tim se

'odparll kapalny du51k a ethanol se roztavil. Jakmile.se ethanol

roztavil, mlkIOSfer klesly ‘do kapalného ethanolu a vyextrahoval

- se z nich methylenchlorld Po 24 Hodindch byl do nddobky prldan

dalsi ethanel, ktcry bylapredem ochlazen -na —80 0C Dva dny’ _

'poté, Co byly wikrostéry pripraveny, - byla suspenze mlkrosfér

R

'(Milipdre, Bedford, MA) za pouziti predchlazené filtraéni
-'aparatury.:Filtracé ‘byla provedena v suché skfini, ktera byla

Qpﬁedemupréfoukéna dusikgmw'Pf@filttbvané_miqusféry \byla-potOm

lyefilizovany (na pedloice, ktéra byla predchlazena na -40 ©C)
az do vysuseni .

L

Imunoreaktivita - EPQ obsaZeného v téchto mikrosférach pro

kontrolované -uvolfiovani byla .nasledovné stanovena analyzou za

pouziti imunoesejo  (radioimmunocassay - RIA) (Incstar,
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Stillwater,

asi

10 mg mikrosfér .

‘Extrakce EPO z mikrosfér -

byle

_premisténo -do

zkuniavKky . s

methylénchloridu.

poﬁeéhén;pfi
rozpustil.
dalsich 10 s

Vzorek byl
teploté mistnosti
Byl

a odstfedé&nim pri

pridén aceton

michan poe dobu 10 az

. po

(0,75 ml),
4 °C a 14 000

‘dobu"S min. ,- aby

-smés

20 s
s5¢
byla

ot./min.

byla provede tak, ze

0,25 ml
a potem
polymer

michana

po -dobu

30 s byl ‘oddélen EPO. Kapalina nad odsffedénym‘pxeparaxem—byla
odStranéma a dvakrat  bylo zopakovdno  popsané rozpuSténi
v methylenchloridu -a vysréafeni acetonem. Vzorek byl vysuden

v lyefilizdtoru nebo susenim pfi teploté mistnosti za sniZeného
tlaku pe dobu 14 az 18

HEPES

‘hodin. Ziskany EPO byl pfelit 1 ml pufru

-michéan po debu -asi 10 s.a_,ponéchén‘stét pfi teploté
mistnosti asi 1 bodinu az. do WGplného rozpudténi. Vzorek, .ktery
~byl - analyzovan, byl ziskan zfedénim roztoku extrahovaného EPO

.pufrem (8,1 mM NazHPO4, 1,5 mM KH2P04; 400 M NaCl pH 7,5) na
koncentra01 25 pm/ml..

EPO je 121 000 % 5000
jednotek na 1 mg EPO. Tato specifickd aktivita je

Imunoreaktivita - takto ZiSk&néhO
srovnatelné
s\aktivitdu vychoziho EPO, v disledku pouziti -zplsobu piipravy

pripravkdl pro. kontrolované UVolﬁovéni'podle tohoto vynalezu se
Byilo

¥e cobsah monomerni formy EPO byl ve véeéh'mikrbsféréch

tedy projcyuje .ppuze nevyznamhy pokles .aktivity -EPO.
zjisténo, .
vyS§i-nes 98 %.

a Am7 -bylo

(size exclusion

V .mikrosférach obsahujicich &asteéky EPO Al

rovnéz provedeno pomoci gelové chromatografie
mato - SEC)
vysokomoleku]arnlch agregatu EPO pomOC1 metody SES- PAGE/ Vestern
“blot- “Nebyl “ PO

vysokemolekularni agregaty ‘EPO.

-chrbmatography stanoVeni ~dimeru EPO a ddle stanoveni

- analysis: “zjistén  Fadny 7 dimer ‘ani

Piiklad 3

‘Uvoiﬁovéni EPO - stdb11129vaneho preti dgregacn z Castecek EPO

uvnitE PLGA mlkrObfer in vitro.

.....

i - agregaci z c¢astecek EPO
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uvniti-PLGA mikrosfér bylo provadéno in -vitro v pufru HEPES
(75 mM  HEPES, 115 mM NaCl, 0,1 objem.% Tween 20°H,
0,1 hmot. % azidu sedného, pH :upraveno pridanim NaOH na 7,4)

nebo v pufru HEPES ‘obsahujicim 2 a* 20.% ovéiho séra. ‘Pufr

‘obsahujici sérum se sklada =z 80 objem.% shora uvedeného reztoku

a‘z 20 objem.% .ovéihp séra. Stanoveni = bylo provedeno

suspendovéanim 8 az 10 mg mikrosfér v 1 a2 5 ml pufru pri 37 ©cC.

b stV Z QY ma PO e UT G T.E dobé - “byl 'Véechéﬁ“‘ppfb‘fédstranénva:n&hxazen

a
]

- cerstvym.

‘U vzorki kendiciovanych v pufru HEPES byl pomoci gelové
chromatografie  (SEC) stanoven &asovy pribéh uvolnovani

monomernihs EPO (biologicky aktivni EPO) alagregovaného'éPO

(biologicky inaktivni EPO). Vysledky mefeni ‘tohoto &asového

- pribéhu u rdznych mikrosfér v pufru HEPES in vitro jsou uvedeny

na obr. 1. az 3, Jgdnalo se ‘o mikrosféry tvorené a) neblokovanym

PLGA (mol. hmotn. 10 000 Dalton) obsahujici smési Aml -a Am7,

.a b).bldkovanym PLGA (m01. hm0tnw_10 000 Palton) -obsahujici smés

Znl. Z obrazki la 2 je zfejmé, e EPO, uvolnény =za smési

-obsahujicich siran amonny jako[proIiagregaéni-.éinidlo,-byl po

celou dobu uvolnovani skoro vyhradné monomerni.
Na obrazku 3 je zﬁézdrnéno uvolnevani EPO ze smési obsahujici

jako protiagregaéni &inidlo octan zineénaty. V tomto pripadé

~byla =zjisténa zna¢na mnoZstvi agregatd, .rychlost uvolfiovani

téchto latek se podstatné =zvysSovala se zvySujici se dobou
uvolfovani .
V Tabulce TT jsou . znazornény vysledky SEC a RIA analyz

casovych Zévislosti'uvolﬁovéni‘ z riiznych mikrosfér obsahujicich

- .rizné-.smési -EPO, uyqdeﬁé-v- pfikladu.r;jin‘vitfo v pufru HEPES
- nebo ve smésipufr HEPES/sérum (ve - viech pfipadech pouzit PLGA
o molekulové hmotmosti 10 .000). Mnozstvi 1latky uvolnéné

v podatecni fazi a rychlost uvolfiovani v roztcoku tvoreném. pufrem

HEPES a sérem bylyvsfaﬁoveny metodou RIA. Kvalita uvoliiovaného
EPO byla v pufru HEPES urdena pomoci SEC.
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Tabulka 11
oznateni obsah  -polymer/ fé¢1fbVé'mndiSIVi - unoistvi latky primémné mnofstvi ndébé
SHES ‘EPO ) | uvolnéné ‘latky uvolnéné na yo- latky uvolnéné za  uvoliiovéni
(%) ' (% pivodniho obsahu)  Gatku (%) jeden-den (%/den) (dny)
Dl 10 bleovany/ R b 1,2 14
108 gD
: Ink-ammeman 1) men b 0k oV T Q) e r—— s - || S———— g -
V 10-% ZaE0,
Ing.. .. 10 . blokovany 37 12 1,6 2
Al 5 neblokovany/ i 30 1,4 21
10 % Hglo,
Al 10 . blokovany/ 2 n 43 3
- 36 5550y
And 5 neblokovanj/ 1 2 1,1 %)
And 'S neblokovany/ 1 35 0,9 28
- 2aday :
al S neblokovany/ 1 44 1,8 Y
10 % Hg0 .
Ha3 -10 neblokovany/ 1 ! 13 2
L P
Had 10 blokovany 1 n 0,6 3
10 % InC0,

Tyto analyzy ukazuji, Ze p¥idavek vhodnych protiagréegaénich
EPO ‘béhem

Ze pridavek slozky

aditiv ~ podstatnym zpiisobem .sniZuje agregaci

avolnovani. Tyto dnalyzy rovné2 ukazuji,

s kationtem kovu (napiiklad Soli) k polymeru, jako# i vhodna

velba - polymeru (t.j. pouziti. blokovaného nébb:neblokovaného

polymeru)  podstatné ovliviiuji mnozstvi latky uvolnéné

v- pocatecni fazi uvolfiovdni a debu uvoldovani.

— "




» L] * s @ * ve
. . » » (] [ * se
- 2,4 = » * e b @ * 2 S8t s @
. » @ « "e &
aer ow "e seen ad as

Priklad 4

ObSah‘agregétﬁxv_EPO-:ﬁvolﬁovaném z -Gastecek EPO stabilizevanéhe

sirapem amonnym uviitf PLGA mikrosfér

Ugelém tohoto - pokusu bylo stanCVit miru agregaCe‘ EPO

-uvolnevanéhe =z mikrosfér obsahujicich Triznd mnostvi siranu
- I i Yo L T R R : e -EM

amonneho e
Postupem - popsanym v ~ prikladu 1 byly pfipraveny smési
obsabujici EPO srovhatelné s Am7, TiSiei se . véak tim, ze
.obsahuji 10, 20 nebo 40 % siranu ;amaﬁného; 'Zbytek siranu
- amonného byl nahrazen chloridem sodnym nebo sacharézou, takie
celkova hmotnost siranuiamonného_ a chloridu sodnéhe nebo :siranu
‘amonného a-sécharéiy byiaividy‘?Q,%ﬁ |
Podily monomernihe a agregovaného EPO v procentéch byly
stanoveny po 35 ‘a 42 -hodinach uvolfiovani in vitio. Sinds Am7,
jakoz i .smé&s obsahujiei vcdlé NaCl 40 % siranu . amonného
vykazovaly pri dbou‘UVedenych:éasech 3 az 4 % agregatil, zatimco
smeési obsahujici vedle NaCl 10 a 20 % siranu amonného vykazovaly
5az 6 % agregatd Vysledky dosaZené se ‘Smésmiiobsahujicimi .

mannitol byly podobné, jako vysledky dosazené se smésmi

obsahujicimi 10.a 20 % siranu amonného. _

V pripadech, kdy siran @monny byl nahrazen sachardzou, se p¥i
40% obsahu siranu amenneholneuvolnllo dostatek larky, aby bylo
MOZNO pProvést kvantitativni Sstanoveni, upfi' obsahu siranu
amonného 10 a 20 % byia _ZjiSténa tvorba vy$$iho mnoZstvi
agregath (6 az 9 %), nez u siési An7. Obdobné vysledky byly
“’gjiéiéhydgﬁééi'ﬁseHSacharézou obsahujicich 10 a3 50 % chloridu

sodného.
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‘PEiklad ‘5

‘cyklosporinu a hydrekoertizonu na

Vliv souZasné podavahého in
vivo farmakokinetiku erytropeetinu

Jako  pokusna zvitata byli pouziti samci krys chovu
Sprague-Dawley. Krysy nebyly pfed pokusem -ponechdny hladovét,

~wiﬁ~ate**by1y'*“kfmehy obvyk Iy zpiseoben s pridavkem prlpravfawr

-obsabujicibo  zelezo a s “volnym prlstupem -k vode )
Iniréperitonealné 'bylo' dvakrat tydng 1n31kovano 5 mg/kg
piipravku Ir0n'dcxtran‘(5igma‘00.,,St.LOUié,-MO).

Pti . téchto _expgrimeﬁtedh" Bglh pouzita metoda popsana

v patentoveé prihlasce USA ¢&. 08/480 813, podané 7. Gervna 1995,

ktefd je . v fizeni ssoudasné s touto prihlaskou a ktéra se tyka

potladeni ‘tvorby protilatek- u., pokusnych zvifat pfi podavani EPO
pomqéifpfipravku‘pro kcntrOIQQEHé uvoliiovani (ncbo-injikQVéhim)
takovym zplsobem, Ze jsou dosahovany piesnd vymezené koncentrace
EPO'V

7e se pokusnému zv:retl podava cyklosporln A a hydrekortlson

krevnim séru. Tvorba protilatek je pfitom potladena tim,

Utelem prvéhe experlmentu bylo srovnani farmakpk%netlckych

projevi - specialné koncentradnich profllu‘ retikuioCifu - EPO

uvo]néného 'z mikrosfér, s u01nkem Jednorazove injikovarnéhe EPO

in vzvo Dvéma skupinam krys po Irech-ged1901ch bylo subkutanne
oblasti 10 000 jednotek
o molekulové hmotnosti
ve dni 28 2000

Jedne ze skupin

injikovano ve
RMAm7 EPO

.ohsahujiti‘

dni 0 do interkapsularni
mikrosfér (neblokovany PLGA
10 000 10°% MgC03 a S5 % Am7)
jednotek ‘vodného ‘EPQ -formou jednorazové injckce
“byl -
tyto latky podavany nebyly.

a
podévan cyklosporln A - hydrokortlson "Kontiolni ‘skupiné
3,

30, 31, 32 a 36 hodin po injekei.
po . -dobu

Z ocasnl Zily kazdé z krys byly odebirény viorky krve -1,
8, 10, 14, 16, 20, 24, .28,
Dal3i vzorky byly odebirany

4,
krve jednou denng
nésledujicich 4 az 5 dno. |
'V kazdém byl
Vyslédky:jéqu uvedeﬁy na obr. 4.
byl

-to’ jak

vzorku krve zjidtovan pecet retikulocytd.

~Z tohoto obrazku je zkejmé, ze

vétsi >ﬁoéet. retikulocyti zjistén u - krys, kterym byla

cpodavana ‘imunosupresiva, a v pfipadé uvoliiovani EPO
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z mikrosfér, tak pii jeho jednorazovém injikovani. Skupina krys,
kreré . nebyla imunosupresiva podavana (kontrelni skupina)
vykazovala niz$i pocty retikuloeytﬁ, pfbtoie;doéhézclo k -tvorbe
protilatek v . disledku odézvy imunitniho systému .na EPO. To je
”2v1é5té-ziejmé ze.SRUteéndsti, Ze v - kontrolni skupiné henastal
' vyzhamny vzestup poétu retikulocytd po -aplikaci jednorazové

'davky EPO ve. dni 28. Z obrazku 4 je rovnéz zrfejmé, Ze pokud byly‘

¥ wmhmwlnjlkovany mikrosféry, udrzovala se” zvysena hladlna retlkulocytu
v 5eru po delsl dobuw, nez v prlpade Jednorazove apllkace EPO

i “Ueelem '-druhcho ‘experlmentu bylo . srovnanl in vivo
farmquklnetipkych a farmakodynamickych d¢inkd EPQ -uvolnéného
z ruznych mikrosfér. .

‘:Krysém.régdélenym‘doféﬁyi skupin vzdy po t¥ech jedincich byly

subkutanne ihjikovény.mikrosféry'dbfintcfkapsulérni‘oblasti tak,
zZe u‘kaide'skuplny zv1rat byl pouzit- jeden z dale uvedenych &tyf

~druhi mlkrosfer

RWAm1  neblokovany PLGA © m.h. 10 000 / 10 % MgCO; / 5 % Aml
RMAal  neblokovany PLGA-o.m.h. 10 000 / 10 % MgCO, / 5 % Mal
'PZZn1  blokovany PLGA o m.h. 10 000 / 10 % ZnCO5 ./ 5 % Znl

RMAm?  neblokovany PLGA o m.h. 10 000 / 10 % MgCO / 5% Am7

Kazdé kryse bylo injikovano 10 000 az 12 000 jednotek. KaZdé
kryse~byld ‘dale ‘jednou denné ve dnech 0 az 14 a poté ve dnech
-15‘-ai 28 dvakrat tydné dinterperitonedlné injikovane 10 mg

 cyk10spor1nu A (Sand]mmuneR Ingectlon Sandoz ‘East Hanover NI)
a .S mg hydrokortizonu (Spectrum‘Co,, Gardena, €A) v 0,5 ml
cfyzioTbgického'rOZ{oku‘CCHlofiﬂu'sodhéhd”(USP)" “Oéelem podavan1
téchto latek bylo snizZeni odezvy  imunitniho systemu krys na . EPO.

Z ocasni 2ily kazdé z krys byly odebirany vzorky krve - 1,. 2,

- 4,°8, 10, 24, 36 a 48 hodin po IDJEkCl. (Po - 10 hodinach byly
VZbrky'kiye-odebirény-pou:e-V nékterych ptipadéch). Dalsi VzZOrky
krve byly odeblrany jednou 'denné po- dobu nasledUJ1C1ch 4 az 5
_dﬁﬁ. Koncentrace EPO v séru krve krys byly stanovovany. pomoei
‘ELISA Byly FOVNEZ zglsfovany pecty rctlkulocytu v krvi.

Cdsove proflly koncentrqce EPO v krevnim séru- a poctu

#

retikulocytl jsou uvédeny na obrazci¢ch 5 a 6. Zvysené
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koncentrace EPO byly u zvirat pozorovany :po- debu asi 14 dni;, coz
.je dikazem kontrolovaneho uvolnovani blologlcky -aktivniho EPO.
- Zvysené poéty retikuloecytd byly . ‘pozoreovany asi 17 dni. Pomcr
nedospélych rétikuloqytﬁ k jcjich celkovému poétu'byl,pfiméfeny

‘a po aplikaci EPO se pbdstatnym'zpﬁsObem nezménil .

Hym T - —

. >3 . N L. . ., N _ ey o L —— S
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Viiv molekulové hmotnosti .polymeéru na rychlost uvolfiovani EPO
u krys

Krysam rozdélenym do tri skupln “vzdy po tfech jedincich byly
Lnjikovany m;krosfgry z ‘prikladu 2 ‘POstupem . popsanym
v ptikladu 4 - tak, e u ‘kazdé skupiny zvirat ‘byly pouzZity
mikrosféry tvdfené PLGA polymery s rﬁznou m01eku1ovbu hmotnosti
{konkrétne .10u000,‘31'090 a 45 000  Dalton). Kaidé kiryse byla
aplikovano 10 000 jednotek. '

UCelem té€to zkousky bylo 231st1t viiv molekulove hmotnostl na
‘koncentrace dosahovarné pii kontrolovanem uvolnovan1 EPO q na
dobu, po kterou- problhalo kontrolovane uvolnovanl

Z pcasn1_211y kazdé z krys byly odebmrdny vzorky‘kryé 3, 7,
10, 14, 17, 21, 24 a 28 dnd po injekci. Koncenirace EPO v séru

"~ krve  krys byly stanovovany pomoci  ELISA. Vysledky jsou
uvedeny na obrazku 7. Z tohofo ~obrézku_je -zfejmé, Ze vyrazny
pokles mqlékUldyé'hmotnoéti"polymgru zpﬁSGbuje-‘vvpfipadé, Ze
jako Ienxo'polyhéf jc:pouiitv:néblokovanf PLGA obsahujici 2 %

- MgCo,, - zvf§eni~ryehl0$ti-ﬂﬂVOlﬁovéni' EPO " .a zKrdceni doby po T

kteﬁou“uvolﬁOVéni_pfobihé.
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PATENTOVE NAROKY

1. . Pripravek pro kontrolované uvolfovani - biologicky aktivniho
neagregovaného erytropoetinu =z polymerni matrice, ktery je
tvoFen:

a) biokqmpatibilnim_polymerem

P s ) G2 S TGk AT e rytropo€tinu ™ ktery - - je' ‘stabi ]J.ZOVénw-p roti
‘agregaci soli, 'sniZujici jeho rozpustnmost ve vednych

‘roztoeich.

2. Pripravek podle  nparokul, vyznadé ujici se

-t i m, Ze ‘zminéna sil obsahuje - kation zvoleny ' ze skupiny

sestavajici =z Mg*?, Li*, Na*, K*, NH,* a kombinace té&chto

kationtd.

3. Pripravek podle ndroku 1.nébo 2, vy znadujici se

t im, . 2Ze zminéna s8l obsahuje  anion zvoleny ze skupiny

sestavajici =z 804'2,rHP04'2, octanovéhe aniontu, citratevého
aniontu, ‘§favelanového aniontu, .C1',-N03', €104, iﬁ, TQ104',,

SCN™ a kombinace té&chto aniontil.

4. Pripravek podle  naroku 1, vyznacujici se
t i.m, ze zminénou soli je siran amonny.

5. Pripravek podle Kkteréhokoliv z predchazejicieh naroka,
vyznaéunujiedi se tim, Ze-obsah zminéné soli je 10
SO ~~--i-32-480“hm0t.“%x"nebo'.alcspoﬁ“”40“hmdt.“%[”ﬁitaiéﬁdmﬁihéEIRBVdU"‘

‘suSinu erytropoetinovych &astedek.

- o . Coe . . . LN, L LR Coe o
6. Pripravek podle kteréhokeliv -z predchazejicich naroka,
vyznacujici se tTim, ze stupen agregace

. erytropoetinu .je niz3i nez 5 % Jeho pévedni ‘davky, s vyhodou

niz8i nez 2 % jeho povodni davky.

7. Pfipravek podle  kteréhokoliv -z pfedchazejicich narokn,

vyzrnacujici se tim, Ze zminény polymer je zvolen
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ze "skupiny sestdvajici z .polylaktidu, polyglykolidu,
poly(laktidu-co=glykolidu), kyseliny polymlééné, kyseliny
polyglykolové, polykappdlaktonu,- polykarbonatu, polyesteramidu,
Lpolyanhydridu, pblyamindkyseliny, polyorthoesteru, - polykyano-
akkylétu,'poly(dioxanonu),“polyalkylenoxalétu, polyurethanu a ze

smési.a kopolymerd téchto latek.

-

¥ G D1 pravek ™ podle nafoku 7,° vy'znaéuijic i™se

tdi-m, Ze zminény polymer je zvelen ze skupiny sestdavajici

N

polylaktidu, polyglykolidu a poly(laktidu-co-glykolidu).

9. Pripravek podle kteréhokeliv =z predchazejicich narokg,
vyzna€ujici se t-im, ze  zminéné c¢dstecky
erytropogtinu jsou ve zminéném polymeru pritomny v koncentracich

0,1 az 30 hmot. %, s vyhodou 0,1 a2 10 hmot. %.

.

10. Pfipravék podle ‘naroku 9, vyznadujici

i

e
t im,  Ze 2zminéné &astedky erytropoetinu - jsou ve -zminéném
‘polymeru piitomny v kencentraci 5 hmot. %.

+11. Pripravek . podle kteréhokoliv z predchazejicich  naroko,
vyznacujici se t i m, Ze zminé&ny - erytropoetin se
lyofilizuje v piitomnosti pufru, ktery udrzuje pH v oblasti 4,0

az 8,0, s vyhodou 5,0 az 7,0.

12. .- Pfipravék‘ipodlc naroku 11, v’y'z‘n‘afé u jicei s e

t im, Ze 2minén§m~pufrem je bud fosfatevy pufr nebe citratovy

13. Pripravek podle kteréhokoliv =z -pfedehézejicich NArckd.,.
vyzmadujici se tim, - Ze zminény -biokompatibilni

polymer dale- obsahuje slozku s kétientcm‘kovu.

14, Pripravek podle  néaroku 13, vy z n a ¢cujici s e
tim, ze zmin&nym kdtiontem kovu zminéré slozky s kationtem

“kevu jé'katipn s vice néboji'jakO-napfiklad'anz,-Mg*z a Ca*?.
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151 Pripravek podle naroku.14, v.y z na & ujici s.e

T i m, Ze zminéna sloZka s kationtem kovu je zvolena ze skupiny
sestdvajici z Mg(OH),, -MgCO3, ZnCO4, CaCoj, Zn3(C¢Hs0,) 5,
Mg(OAe),, MgSO4,-Zn(OAQ)2, ZnSO4,- ZnClz,.MgClz,'a Mg3(C6H5Q7)2,
a’ 2ze s vyhodou je touto slozkou MgCO .

r

16. Pripravek ~podie naroku 14 nebo 15, vy znmnadujici
ﬂp,fNuanSwewmnf#infwie~pohér zminéné~slozky*s"kationtem kovu"K poiymern
je 1:99 az 1:2.

g . L s

t7.  Ptfipravek podle naroku 16, vy z n a cujdici se

t im, zZe zminénou slozkeu s kationtem kovu je uhliditan

‘hoiefnaty pritomny v koncentraci asi 10 hmot. %, vZtaZzeno na

celkoveu hmotrost pripravku.

18. Pouziti pripravku podle kteréhokoliv 2z piedchazejicich

narokl pro pripravu léciva.

19. Biologicky. aktivni. ‘erytropoetin, stabilizevany preti

agregaci, kterym je lyofilizovany roztok erytropoetinu, siranu

-amonného a pufru udizujiciho pH v rozmezi 4 az 8, s vyhodou 5 az
7.

20. Erytropoeetin podle nadroku 19, obsahujici 10 a? 80 hmot. %
-nebo " alespori 40 hmot. % siranu - amonného, vztaZeno na celkovou
susinu. |

e - 21,~;Erytropoetih";podie““néroku“ZOI ”V'yfz»n“a,éfﬁ*j”ifé;iﬂwé”é"

t im, Ze zminénym pufrem je fosfatovy nebo ‘citratovy pufr.

22. Uziti erytropoetinu podle kteréhokoliv-z narokd 19 a3 21 pro

_vyrobu pfipravku pro kontrolované uvelfievani.

23. Zplsob .pripravy &asteéek bielogicky aktivniho erytropoetinu,
stabilizovaného proti’ agregaci, jehoZ jednotlivymi stupni jsou:
a) smichani protiagregaéniho .&inidla, biologicky aktivniho

erytropdetinu a pufru udrzujiciho pH v. rozmezi 4.az 8,
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s vyhoden S5 az -7, 2za .vzniku smési s protiagregaénimi
UC€inky; a
b) lyofilizace -této 'smési za vzniku biologicky aktivniho

erytropoetinu, stabilizovaného proti agregaci.

24, Zpiisob. podle naroku 23, vy z n-a- n jidei se tdim,

Ze zminénym protiagregaénim &inidlem J€ siran amonny, pridavany

v_takovém mhqéstyi,;ie‘jéhoﬁkonCenI;aCc‘je-iO;ai_804hmot.m%.peb0am~*mquu

alespon- 40 hmot. %, vztaZeno na celkovou sudinu.

25. Zpisob podle néroku 23, vyznaéujici se ti m,
ze zimninénym pufrem je fosfatovy pufr nebo citratovy pufr.




.: ctn: !‘oo‘ .QQ.U.QEZM.U d ")
[ » . . ' e e
H . 1 L ot * tev e e
“ee oo *e sepy IO..OC’
) [ 11.1.'1'1‘1 T |i-‘i.lljll_-l-ll[ ll‘l-:‘l ill'l,sr
U P | N
1008 8 o o 8 1
a0+ -6 ¢e'1kqvé_ mnofstv{ EPO uvolp&ného -
sl jako ‘monomer -
o ‘0 podil EPO uvoinéného Jako 5
20 F ‘monomer v p.'r:',o‘jcentechl - —
-Q=~ celkové mnoZstvi uvolnéného EpPo "
_O'.‘(’\_Ll‘l‘-j"_l.rt‘i 41 L1 INEWEE RIS ey
0. 5 10 15 20 25 30
Cas (dny)
obr. 1
IOO EE.E-'_Q-‘-I_‘_BT‘ T :--‘Dl 7 g'l ¥ lﬁjl (el TT D;
- ' m "
80 - . o . -
F -5+ celkové mnoistvi EPO uvoln&ného d
q . jako monomer 4
. o 60 - .8 _poasa EPO..uvoln&ného--Jako .- Rl Sk
- At B nondmer v procentech ] ‘
) AL e Y L ]
o~ [ ~©= celk¥ové mnoZsiv( uvolnéného EPQ _
¥ 40 - - .
. >
OC'LJ-}:-I 'Il [ |:| SN "."I"j 1"l 1 l-_-l'l‘-l.-i i I 2"

c 5 o 15 20 25 3
Cas (dny)

obr. 2




i

‘etikuloeytd (%)

Zsvi r

-,

-

Mno

.: -oo: A o W&@!M w
* [ ] ¢ » : .0-.
[ ] L I ] - ] L 4 duo o L]
L I ) [ ] [} [ [ ]
et e *0 *e L X2 X L X 2 e
{100 l..JCJi.'_' 'l,-}-" LINLIE B et | l..I 1T T T 17T Tr VT
- ' O~ .celkové mno¥stvi EPo 7
80 - uvolnénékio 3ake monomer -
L m -
o L 0 ® :
60 e P
N D - el
N - - B -
0 ‘ "w’ *
" . ‘:‘.‘ ) . T - L R
" 40*__ 7 ]
L -

£ podfl EPO uvolnmdného jako
. mohomer v procentech

s g

-O~ celkové nnofstvi uvolnéného EPO

VIR ICETENIT N AN TR 1 R EWTETER | 11 gy

S 10 1B 20 25 30

Cas (dny)

obr. 3

N
Ry

™
O
1.

—O— Xontrolnf{ skupina

—8— aplikovan ¢S

5 10 15 20 25 30 35

40

Cas (dny)




v séru (U/ml)

1

-Koncentrace;EPo

MnoZsvi retikulocytd (%)

100 +

-~ ZR-'-.MfAm,i
—4— R-M-Mot
-G~ P-Z-Zn1

5 10 15 20 25 30

¢as (dny)

Cas (dny)
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- 'pehlokovany PLGA, m.h. 10 000/2 % MgCOs

=)~ neblokovany PLGA, m.h. 31 000/2 % MgCOs

—&— deblokovany PLGA, m:h. 45 .000/2 % HgCO>

‘Cas (dny)
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