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Nevodné polarni aprotické peptidové formulace

Odkaz na pribuzné prihldsky
Tato prihlaska narokuje prioritu podle 35 U.S.C. 119 (e)
k patentové prihlasce Usa Cislo 60/022.699 2 3.7.1996, jejiz

popis je zde zahrnut odkazem.

Oblast techniky

Tento vynélez se vztahuje ke stabilnim nevodnym
aprotickym formulacim peptidovych slou&enin a zv1lasteé k

formulacim peptidovych slou&enin pfi vy83ich koncentracich.
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Popis obsaZeny v ka?dé z t&chto publikaci, patent& nebo
patentovych pfihlaSek je zde témito odkazy cely zahrnut ve
stejném rozsahu, jako kdyby zné&ni kaZdé jednotlivé
publikace, patentu nebo patentové pfihlasky bylo v odkazu
Specificky a individualné& obsaZeno.

Spousté&ci hormon luteiniza&niho hormonu (LHRH) , znamy

takeé jako spousté&ci hormon gonadotropinu (GnRH) je

dekapeptid se strukfurou: .. .o

pGlu-His—Trp—Ser*Tyr—Gly—Leu—Arg—Pro—Gly~NH2.
Je vyluCovan hypothalamem a vaZe se na receptory hypofyzy,
prfiZem3 uvoliiuje luteinizad&ni hormon (LH) a hormon
stimulujici folikul (FSH).

syntéze steroidnich hormonti. Jsou znamy Cetné analogy LHRH

LH a FSH stimuluji gonady k

vCetné peptidu pfibuznych LHRH, které funguji jako agonisty




a takové, které funguji jako antagonisty (1-15). LHRH
analogy jsou znémy tim, Ze jsou pouZitelné pri lé&bsa nemoci
na hormonech zadvislych jako je rakovina prostaty, benigni
zbytnéni prostaty, endometribza, hysteromyom, metrofibrom,
predCasna puberta, rakovina prsu a jako antikoncep&ni
prostfedekﬁ)?odévéni léku s dlouhodobym uvolfiovanim je
vyhodné jak pro slouCeniny pribuzné agonistum LHRH, ‘které
prfi opakovaném podavani sniZuji pocet dosazitelnych
receptortl takze produkce steroidnich hormont je potlacdena,
tak pro slou&niny pribuzné antagonistim LHRH, které je treba
kontinu&lné& podavat pro trvalou inhibici vzniku endogenniho
LHRH. (8).

Trvalé parenteralni uvolfiovani 1é&iv, zvlastd 1é&iv na
bazi peptidl, m& mnohé vyhody. Odbornikim je dobfe znamé
pouziti implatovatelnych zafizeni pro dlouhodobé uvoniovani
velkého mnoZstvi 1é&iv nebo jinych pfiznivé plsobicich
Cinidel. Typické pfistroje jsou popsany napfiklad v
patentech USA &. 5,034.229, 5,057.318 a 5,110.596. Popis
kazdého z téchto patentli je zde nahrazen odkazem.

VSeobecné& plati e biologicka dostupnost peptidd or&lni

cestou, v&etné& sloudenin pfibuzn?ch LHRH, je nizk& (16-17).

Dosavadni stav techniky

V souCasné dobé komer&né nabizené formulace LHRH,

jejich analogy a pfibuzné slou€eniny pouZivané pro

'pageg&g£§£q;_igjekggmstu%yodnéuroztoky,=ktefévobsahuji

relativné nizké koncentrace sloucenin pfibuzn?ch LHRH (0,05
az 5 mg/ml) a rovné&% mohou obsahovat pFisady jako mannit
nebo laktédzu (18-20). Takové formulace slou&enin pfibuznych
LHRH je treba skladovat bud zmrazené nebo pri pokojové
teploté&, ale jen kratkou dobu. |

Komeréné dosaZitelné depotni formulace slou&enin
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pfibuznych LHRH podavané za udelen dlouhodobého uvolhiovani
po dobu 1-3 mé&sica sestavaji z 15 % sloudeniny pFibuzné LHRH
dispergované v matrici z kopolymeru D,L-mlé&né kyseliny a
glykolové kyseliny v podobé& valedku pro subkutanni
injektovani (1) a 2z formulace sestavajici z mikro&astic
obsahujicich jadro (stfed) ze slouCeniny prfibuzné LHRH a
Zelatiny, jez je obklopeno plastém z kopolymeru D,L-nmlé¢&né
kyseliny a glykolové kyseliny. Ty€§§%%Stice jsou
suspendovéany v rozpoustédle pro subkutanni nebo
intramuskularni injektovéni (21,26). Tyto vyrobky se musi
skladovat pri pokojové nebo nizsi teplots. 0 vodngch
formulacich slou&enin pfibuznych LHRH je znamo, zZe vykazuji
chemickou i fyzikélni nestabilitu a degradaci po ozareni
(12-16, 22-25). |

Stabilitu (te asi 5 let) prokazaly formulace typu
vodnych roztokl s velmi nizkou koncentraci (25 pg/ml)
obsahujici dstoj (10 mM, iontova sila 0,15) a skladované pri
teplotach do 25 °C (teplota mistnosti) (15).

Trva potreba stabilnich peptidovych formulaci.

Podstata vynalezu

Tento vynalez nabizi stabilni nevodné formulace \
podobé roztokn peptidovych slou€enin v polarnich aprotickych
rozpoustédlech. Tyto formulace peptidovych sloudenin maji

koncentrace nejméné ca 10 %. Tyto stabilni formulace lze

°C) a jsou zvlasts vhodné pro implantovanévsystémy prov
dlouhodobé uvolnovani 1éku (napriklad 1-12 mésicli a vice).
V jednom ohledu vynalez pPopisuje stabilni nevodné
formulace peptidovych sloucenin, které obsahuji alespon
jednu peptidovou sloudeninu v alespofi jednom polarnim

aprotickém rozpoust&dle. V jednom vyhodném provedeni

_dlouhodobs& Skladovat"pfiTzvy5enYChﬁtepiotéch=Tnapfikléa“37z”“
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formulace obsahuje nejmene 10 % hmotnostnich peptldove
slouéeniny.

V jiném ohledu vynalez nabizi zplisoby pfipravy
stabilnich nevodnych formulaci peptidovych sloudenin, jez
zahrnuji rozpusténi nejméné jedné peptidové slouCeniny v
nejméné jednom polarnim aprotickém rozpoustédle. Vyhodné
formulace ObsahUJl alespofi asi 10 % hmotnostnich peptidovych
sloucenin.

V dal3im ohledu vynalez poskytuje zpUsoby lécby
pacienta trpiciho zhorSenym zdravotnim stavem, ktery mize
byt zlepSen podanim peptiddvé slouCeniny, pridemZ uvedené
zp&soby zahrnuji podavani tomuto pacientovi u&inného
mnozZstvi stabilni nevodné formulace obsahujici alespod jednu
peptidovou sloudeninu v ‘nejméné jednom polarnim aprotickém

rozpoustédle.

Prehled obrézkt na vykresech

Obrazek 1 ukazuje stabilitu 40% (hmot.) roztoku
leuprolidacetatu v dimethylsulfoxidu (methylsulfoxid nebo
DMSO) po dvou mésicich pfi 80 °C zjistovanou vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s pfevracenymi fazemi (RP-HPLC) .

 Obrazek 2 ukazuje tenty? vzorek jako v obrazku 1
injektovany pri vyluCovaci chromatografii (SEC). Z obrazku
vyplyva, Ze k agregaci dochazi jen v malé mife a toto

nevelké shlukovani sestava z dimernich a trimernich produktu

> w s

a 2a4dn& agregace vy33iho fadu neexistuje.— s am momm ——o

Obrazek 3 ukazuje Arrhenitv graf dbytku leuprolidu z
40% roztokt leuprolidacetatu v dimethylsulfoxidu (DMSO) .

Obrazek 4 ilustruje chemickou a fyzikalni stabilitu 40%
roztoku leuprolidu v DMSO po 6 mésicich pri 80 °C.

Obrézek 5 ilustruje ztfétu leuprolidu z 40% roztoku
leuprolidacetatu v DMSO PO 6 mé&sich prfi 37 °C, 50 °C, 65 °C




nebo 80 °C.

Obrazek 6 ilustruje chemickou stabilitu 40% roztoku
leuprolldacetatu v DMSO po 9 mé&sicich pri 37 °c.

Obrazek 7 dokazuje, 3e zvysenl koncentrace roztoku
peptidu leuprolidu v DMSO zvySilo jeho stabilitu pri 80 °cC.

Obré&zek 8 dokazuje, 3ze zvySeni obsahu vlhkosti v 40%
formulacich leuprolidu v DMSO mé&lo za nasledek sniZenou
stabilitu pri 80 °cC.

Obrazek 9 ukazuje, ze ve formulacich z obrazku 8 rostlo

mnozstvi degrada&nich produktd s rostouci vlhkosti.

Podrobny popis vyndlezu

Tento vynélez se vztahuje k nedekanému objevu, Ze pri-
rozpusténi - peptidovych slou&enin v nevodnych polarnich
aprotickych rozpou3t&dlech vznikaji stabilni formulace. Ji3 .
znamé formulace peptidovych slou&enin, co3 jsou zfed&né
pufrované vodné roztoky obsahujici pfFisady jako je EDTA nebo
askorbova kyselina, které Se musi skladovat pri nizkych
teplotach (4-25 °C), tvori degradaéni produkty po
degradadnich liniich jako'je kysele nebo bazicky
katalyzovana hydrolyza, deamidace, racemizace a oxidace.
Naproti tomu formulace uvedené v té&chto patentovych narocich
stabilizuji peptidové slou¢eniny pfi zvySenych teplotach
(napriklad 37 a3 80 °C) é pLi vysokych koncentracich (tj.
nejméné asi 10 %).

_Standardni_ peptidové a. protelnove formulace=jsou““”

zredene vodné roztoky. Stability 1éka se obvykle dociluje
zménou jednoho nebo vice z nasledujicich parametru: pH,
druhu istoje, iontové sily, excipientu (EDTA, askorbové
kyseliny ap.) Vv téchto formulacich nelze plné stabilizovat
degradad&ni procesy zpusobene vodnym prostfedim (jako je

hydrolyza, deamidace, racemizace). Naopak se v tomto




' e von—w. Termin "chemicka. stabilita™ znamené,—Ze-po—lIinii-

vynalezu dokazuje, Ze peptidy formulované v nevodném
prostfedi jako je dimethylsulfoxid (DMSO) a dimethylformamid
{DMF') jsou chemicky a fyzikalng& stabilnéjsi ne3 peptidy
formulované ve vod&. DMSO a DMF' jsou povaZovany za polarni
aproticka roZpouétédla. Od aprotickych rozpoustédel by'se
oCekavalo, Ze zpomali degradaci, protoZe nemohou dodavat
protony do degrada&nich pochodl. Naopak by se oéegavalo od
rozpoustédel, jeZ jsou polarnéjsi ne? voda (dipéﬁ%%ment vody
je 1,85, DMF 3,82 a DMSO 3,96), ze urychli degradaci,
protoze mohou pomoci stabilizovat stupeni uréujici tuto
rychlost a tim zvysit rychlost degradace. Nicmén& jsme
zjistili, zZe celkovy a&inek polérnich aprotickych
rozpoustédel v3eobecnd spocival ve stabilizaci roztoki
~peptidﬁ.‘ '

Vynalez se tyka uziti nevodnych aprotickych rozoudtédel
jako je DMSO nebo DMF pro stabilizaci peptidovych formulaci
proti jak chemické, tak fyzikalni degradaci. Tento objev se
zaklada na zjistsni, ze pouziti DMSO nebo DMF zlepsuje
celkovou stabilitu peptidd v Sirokém rozsahu podminek
formulace, v€etné vysokych koncentraci a zvySenych teplot,
CoZ umoZiiuje uvolfiovani peptidid z dlouhodobé& implantovanych

systémi, které by jinak nebylo proveditelné.

A. Definice

Zde pouzité terminy maji tento vyznam:

chemickych zmé&n jako je oxidace nebo hydrolyza vznika pouze
pfijatelné mnoZstvi degrada&nich produktfi. Konkrétna je

formulace povaZovana za stabilni, kdyZ po dvou mé&sicich pfi
37 °C nevznikne vic ne? asi 20 % degradad&nich produktd.

Termin "fyzikalni stabilita" znamena, Ze vznika pouze

prijatelné mnozstvi agregatd (napriklad dimerd, trimert a
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vétSich shluka). Spécificky je formulace povaZovana za
fyzikalné stabilni, kdy? po dvou m&sicich pri 37 °cC
nevznikne vic neZ 15 % agregati.

Termin " stabilni formulace" znamena, Ze po dvou
mésicich pri 37 °C (nebo ekvivalentnich podminkach pri
zvySené teploté&) zbude nejménd asi 65 % chemicky a fyzik&alné&
stabilnich peptidovych slouCenin. Zvla3té& vyhodnymi
formulacemi jsou takové, které udrZi v t&chto podminkach
alespofi 80 % chemicky a fyzikalné stabilnich peptidu.
Speciélné preferovanYmi stabilnimi formulacemi jsou takové,
u kterych nedochazi k degradaci ani po sterilizaci ozarfenim
(napriklad paprsky gama, beta nebo svazkem elektronovych
paprski.)

Termin "peptid"™ a/nebo "peptidova sloudenina" znamena
polymerni slou&eniny sloZené z a3 50 zbytkl aminokyselin
spojenych amidovymi (CONH) vazbami. V t&chto terminech jsou
zahrnuty i analogy, derivaty, agonisty, antagonisty a jejich
farmaceuticky pfijatelné soli. Tyto terminy rovné: zahrnuji
peptidy a/nebo peptidové sloueniny, které obsahuji jako
strukturni sloZku D-aminokyseliny, modifikovane,
derivatizované nebo v pfirod& se nevyskytujici aminokyseliny
v D- nebo L-konfiguraci a/nebo peptomimetické jednotky.

Termin "slouCeniny pribuzné LHRH" znamena spoustéci
hormon luteiniza&niho hormonu (LHRH), jeho analogy a

farmaceuticky pfijatelné soli. Agonisty a antagonisty LHRH

. _typu Okta‘r nona- a dekapeptidi _jsou obsaZeny.v terminu . . .. ..

slou¢eniny p#ibuzné LHRH stejné jako nativni LHRH. Zv1Aa3té
preferované sloudeniny pfibuzné LHRH zahrnuji LHRH,
leuprolid, goserelin, nafarelin a ostatni znamé aktivni
agonisty a antagonisty (1-21).

Termin "vysoké koncentrace" znamena alespofi 10 %

hmotnostnich a koncé%raci limitovanou maximalni rozpustnosti
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toho konkrétniho peptidu.

Termin "excipient " znamena vice nebo méné& inertni
slouCeninu ve formulaci, ktera je pfidana jako Fedidlo nebo
vehikulum nebo pro vytvofeni formy nebo konzistence.
Excipienty se odli3uji od rozpoustédel jako je ethylalkohol,
pouzivany k rozpoust&ni 1ékd ve formulacich a od
neionogennich povrchové aktivnich prostredki jako je Tween
20, pouzivany k solubilizaci léké ve formulacich a od |
konzervaénich prostrfedk jako jsou benzylalkoholy nebo
methyl- nebo propylparabeny, pouzivané pro prevenci nebo
inhibici rGstu mikroba.

Termin "poléarni aprotické rozpoudtddlo" znamena polarni
rozpoustédlo, které neobsahuje kysely vodik a neni donorem
vodikové vazby. Priklady polarniho aprotického rozpouStédla
jsou dimethylsulfoxid (DMSO), dimethylformamid (DMF),
hexamethylfosfortriamid (HMPT) a n-methylpyrrolidon.

Termin "nevodné protické rozpoudt&dlo" znamena
nepolarni rozpou3té&dlo obsahujici vodik vazany na kyslik
nebo dusik, takZe je schopen vytvafet vodikové vazby nebo
byt donorem protonu. Pfiklady nepoléarnich protickych
rozpousStédel predstavuiji polyethylenglykoly (PEG),
propylenglykol (PG), polyvinylpyrrolidon (PVP),
methoxypropylenglykol (MPEG), glycerin a glykofurol.

Priprava formulaci

_Tento vynalez se vztahuje k nevodnym formulacim. .  ___ . __

peﬁtidov?ch slou€enin v polérnim aprotickém rozpouité&dle,
jeZz jsou stabilni po dlouhou dobu pri zvySenych teplotach.
Standardni zfedé&né vodné peptidové a proteinové formulace
vyzaduji pro dosaZeni stability zvla3tnich podminek
tykajicich se ustoje, iontové sily, pPH a excipientt

(napriklad EDTA a askorbové kyseliny). Naproti tomu patentem
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nérokované formulace dosahuji stability peptidovych
slouCenin pouZitim nevodnych polarnich aprotickych
rozpoustédel. Predev3im bylo formulacemi podle tohoto
vynalezu dosaZeno stability v pfipad& vysokych koncentraci
(nejméné asi 10 % hmotnostnich).

PFiklady peptidii a peptidovych sloudenin, je lze
formulovat na zaklad& tohoto vynalezu, zahrnuji takové
peptidy, které maji biologickou aktivitu, nebo které lze
pouzit pro 1é&bu nemoci nebo jinych patologickych stavi.
Zahrnuji, aniZ by se na né& omezovaly, adrenokortikotropni
hormon, angiotensin I a II, atrialni natriureticky peptid,
bombesin, bradykinin, kalcitonin, cerebellin, dynorfin A,
alfa a beta endorfin, endothelin, enkefalin, epidermalni
ristovy faktor, fertirelin, spoudtéci peptid folikularniho
gonadotropinu, galanin, glukagon, gonadorelin, gonadotropin,
goserelin, spou$téci peptid r@stového hormonu, histrelin,
inzulin, leuprolid, LHRH, motilin, nafarelin, neurotensin,
oxXytocin, somatostatin, substanci P, faktor nekrotického
tumoru, triptorelin a vasopresin. Jejich analogy, derivaty,
antagonisty, agonisty a farmaceuticky prijatelné soli lze
pouzit rovnéz.

Peptidové slou&eniny poﬁéitelné v téchto fomulacich a
zplisoby podle tohoto vynalezu lze pouzit ve formd soli,
nejradéji‘farmaceuticky pfijatelné soli. PouZitelné soli

Jjsou znémy odbornikim a zahrnuji soli anorganickych kyselin,

;ﬁpﬁgggingph,ky§e;ggimgnogggg;ggyggmpazi:nebogorganickychwj,ﬁ;;gw

bazi. Vyhodnymi solemi jsou acetéaty.

Peptidy a peptidové sloudeniny dobfe rozpustné v
nevodnych polarnich aprotickych rozpou3tédlech jsou pro
pouziti v tomto vynalezu preferovany. Odbornik snadno urci,
které sloudeniny jsou pouZitelné na zaklads jejich

rozpustnosti, coZ znamena, 3Ze sloudenina musi byt v daném
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nevodném poléarnim aprotickém rozpouit&dle rozpustna v
alespon prfijatelném mnoZstvi. Prednost se dava rozpustnostem
alesponi asi 10 % hmotnostnich. 2Zv143té& vyhodné peptidové
slouCeniny jsou sloueniny pribuzné LHRH v&etné leuprolidu a
leuprolid acetéatu.

' Podil peptidu miZe kolisat v zavislosti na sloudeniné a
zdravotnim stavu lé&eného, rozpustnosti sloueniny,
predpokléadané davce a dob& podavani. (Viz napfiklad Gilman a
dal3i, The Pharmacological Basis of Therapeutics, 7.

“edition, 1985) a Remington, Pharmaceutical Sciences, 18.
edition, 1990, jejichz zaveéry jsou zde zahrnuty odkazy).
Koncentrace peptidu ve formulacich s vysokou koncentraci se
niZe pohybovat od asi 10 % hmotnostnich do maximalni
rozpustnosti sloueniny. Vyhodné rozpéti je od asi 20 do asi
60 % hmotnostnich. V soudasné dob& je vice preferovan
koncentraéni rozsah od asi 30 do asi 50 % hmotnostnich a
nejvhodnéj3i je rozsah od asi 35 do asi 45 % hmotnostnich.

Mimo oCeké&vani bylo zjiiténo, Ze pfi zvySovani

. koncentrace peptidu rozpu3té&ného v nevodném polarnim
aprotickém rozpousStédle se stabilita peptidové formulace
niZe zvySovat. Napfiklad, jak ukazuje obrazek 7, kdyz
roztoky 5, 10, 20 a 40 % leuprolidu v DMSO byly 8 m&sicl
skladovany pfi 80 °C a periodicky byly odebirany vzorky a

analyzovany pro zjisténi zbyvajici koncentrace leuprolidu,
formulace s vy33imi koncentracemi leuprolidu byly shledany
. _Stabilnéjsimi neZ formulace s niZ5imi koncentracemi .
leuprolidu.
VSeobecné plati, Ze stabilni formulace podle tohoto
vynédlezu se mohou pfipravit jednoduchym rozpu$ténim
potrfebného mnoZstvi (coZ mGZe byt therapeuticky G&inné

mnoZstvi) prislu3né peptidové formulace ve zvoleném nevodném

polarnim aprotickém rozpoustédle. Vyhodna polarni aprotické
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rozpoustédla predstavuiji DMSO a DMF.

ZvySeni podilu vody obsaZené v peptidovych formulacich
podlertohoto vynalezu zvySuje stupehi degradace peptidu, jak
ukazuje obrézek 8. Tento vzrist je zfejmé zplsoben hlavné |
ristem produktd chemické degradace, pfidemZ shlukovani
(agregace) zlstavéd pomé&rné konstantni (obrazek 9).

Bylo téZz zjisténo, Ze nevodné protickd rozpoustédla
jako PEG, PG a PVP lze podle prani pridavat k témto

formulacim podle narokd vynalezu.

C. Metodologie

Zjistili jsme, Ze se stabilni nevodné formulace
peptidovych slou&enin mohou pfipravit rozpudténim zvolené
peptidové slouCeniny v nevodném polérnim aprotickém
rozpuitédle.

Tyto formulace peptidovych slouenin, specificky
formulace sloueniny pribuzné LHRH leuprolidu, jsme zkouSeli
z hlediska stability jeijich urychlenym starnutim za zvySené
teploty a méfenim jejich chemické a fyzikalni stability.
Vysledky téchto zkouSek (uvedené naprfiklad v tabulce II a
obrazcich 1,2,4 a 6) ukazuji, Ze tyto formulace byly
stabilni za podminek, jeZ se bliZi nebo prekraduji
skladovani po dobu jednoho roku pfi teploté& 37 °C.

~ Rovndz jsme testovali stabilitu formulaci peptidovych

slouenin pripravenych jak je zde popsé&no po gama ozareni

tyto formuléce‘z&staly chemicky a fyzikalné stabilni i po
takovémto ozarfeni.
Jak je ukazéano v tabulce I, zkou3eli jsme stabilitu

Sirokého spektra peptidovych formulaci, zvla3té leuprolidu,

" goserelinu, LHRH, angiotensinu I, bradykininu, kalcitoninu,

enkefalinu, inzulinu, neurotensinu, substance P,
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trypsinogenu a vasopresinu jejich rozpoust&nim (nebo snahou
je rozpustit) v nevodném polarnim aprotickém rozpousStédle
DMSO a pak jejich drychlenym starnutim pri zvysenych
bteplotéch. Stabilita formulaci se m&rila. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce I jako polodas pri 37 °C za pfedpokladu,
ze E, = 22,2 kcal/mol. Zna&né mnoZstvi testovanych peptida
bylo v DMSO rozpustnych a za zkuZebnich podminek zlstaly
stalé. Rozpustnost urditého peptidu v uréitém nevodném
polarnim aprotickém rozpoudtddle a stabilita vysledného
roztoku se snadno stanovi uZitim rutinnich postupd znamych

odbornikim.

Tabulka I: Stabilita peptidu formulovanych v DMSO

Formulace ' Polodas* (Teplota)

40% leuprolid 29,8 let (37 °C)

40% goserelin 5,0 let (80 °C)

20% LHRH 8,2 roku (65 °C)
1 20% angiotensin I 4,2 roku (65 °C)

5% angiotensin I 4,1 mé&sice (50 °C)

20% bradykinin 2,9 mésice (65 °C)

40% kalcitonin nerozpustny (80 °C)

20% kakitonin 2,4 mé&sice (80 °C)

5% kalcitonin - 100% stablllta 2 m&s. (50 °C)‘

10% enkefalin 1,9 mésice (80 °C)

5% enkefalin 2,6 mésice (50 °C) - -
120% inzulin | -"M"_v-*—;é;;;;;;EB;%Z;T=?gg‘"C)

5% neurotensin ' 5,0 mé&sice (50 °C)

5% substance P 3,0 mésice (50 °C)

40% trypsinogen . nerozpustny krystél/gel

(65 °C/80 °C) |
20% trypsinogen nerozpustny gel (65 °C)
5% trypsinogen ' 5,9 mé&sica (50 °C)
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40% vasopresin | degradace (80 °C)
20 % vasopresin 11,8 dni (65 °C)

*PoloZas pri 37 °C;
prfedpoklad: E, = 22,2
kcal/mol

Formulace 40% peptidu v DMSO skladované éést mésicl pri
teplote 37 °C, 50 °C, 65 °C a 80 °C vykazaly nelinearni
pribéh Arrheniovy kinetické rovnice pri méreni celkové
ztraty peptidu z roztoku, ilustrujici stabilitu této
formulace pri zvySenych teplotach. Rozbor udajt 2]1stenych
pfi 37 °C ukéazal too 14,4 mésicl, co? dokazuje, Ze stabilita
pfi 37 °C je velmi dobra.

2déa se, Ze teplota bvlivﬁuje jak rychlost degradace,
tak podil degrada&nich produktd formulaci podle tohoto
vynalezu. Studium formulaci leuprolid-DMSO ukazalo, ze pri
65 °C a 80 °C je zfejm& oxidace hlavni formou chemické
degradace. Naopak se zda, Ze pfi 37 °C a 50 °C je dominantni
cestou degradace téchto formulaci hydrolyza a isomerace.

Neolek&van& jsme rovnds shledali, 3e uréité peptidové
formulace podle tohoto vynalezu jsou bakteriostatické (t3.
inhibuji rést bakterii), baktericidni (tj. usmrcuji
bakterie) a sporicidni (tj;‘usmrcuji spbry). Zvlaste
formulace leuprolidu v koncentraci 50-400 mg/ml vykazovaly

bakteriostatické, baktericidni a sporicidni 4&inky.

-Stabilitu vzorkl neovlivhnilo injektovani bakterii, cos
naznalduje, Ze enzymy uvolfiované z usmrcenych a lyzovanych
bakterii neovliviiovaly zaporné stabilitu produktu. Toto
ukazuije, Ze tyto formulace nepodporovaly aktivitu enzymi.

Je znamo, Ze nékteré peptidy, napriklad kalcitonin a
leuprolid, jsou fyzikaln& nestabilni, protoZe u nich dochazi

k agregaci, gelaci, fibrilaci, formuluji-1li se ve vodnych
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roztocich. Zlepseni fyzikalni stability miZe zvysit
biologickou dostupnost, usnadnit senzibilizaci a imunitni
odezvu a umoZnit snazsi parenteralni podavani v&etnd
podavani s uZitim implantovatelnych systémt pro dlouhodobé
uvolfiovani 1léku.

Mimo olekavani bylo zjisté&no, Ze urdité peptidy jako
leuprolid, goserelin a kalcitonin formulované v nevodnych
polarnich aprotickych rozpoustédlech podle tohoto vynalezu
negeluji. Ani po 12 mésicich pri 37 °C nebyla zji3t&na 3adna
gelace. Je to zFejmé& proto, Ze nevodna aproticka polarni
rozpousStédla nuti peptidy vytvaret prostorova usporadani
(konformace) typu nepravidelna spirala/o-helix, kterd zp&tns&
nevytvareji ploché B-struktury skladaného listﬁ a proto
nedochazi ke gelaci. Proto maji tato rozpouslté&dla
‘antigelac&ni ucdinek.

Zavaznéijsi aspekt tohoto vynalezu je ten, 3ze névodné
roztoky obsahujici peptidové slouCeniny v polarnich
aprotickych rozpoust&dlech jsou chemicky a fyzikalné
stabilni pri vysokych teplotach po dlouhou dobu. Takové
formulace jéou stabilni i prfi vysokych koncentracich. Proto
jsou tyto formulace vyhodné tim, Ze mohou byt dopravovany
nebo skladovany pri teplotach mistnosti a vy33ich po dlouhou
dobu. Jsou také vhodné pro pouZiti v implantovatelnYCh

systémech pro dlouhodobé uvolfiovani léku.

T Priklady provedeni vynalezu
| PFi realizaci vyzkumu nasledujicimi pfiklady bylo

pouzito téchto zplsobl:

1. Priprava roztokd leuprolidacetdtu
Leuprolidacetat ziskany napriklad od firmy

Mallinckrodt, St. Louis, Missouri, se nava®il a ve vhodné
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koncentraci se za michani nebo centrifugace rozpustil ve
vehikulu jako napfiklad DMSO, DMF, DMSO/PEG, DMSO/PG nebo
DMSO/PVP. Termin bezvody DMSO se tyka formulaci s DMSO
pfipravenych v bezvodém prostfedi, to znamena v suché
dusikové atmosférfe. |
Pokud neni uvedeno jinak, obsah volné baze leuprolidu
se vypolital z proklamovaného chemického slodeni (Cistoty)
komeréniho vyrobku jako 37 % volné baze. Slo tedy o 40%

leuprolidacetét, pokud neni uvedeno jinak.

2. Priprava kontejneri

Kontejnery depotnich systémi pro dlouhodobé uvoliiovani
1ékt (popsané v patentoVé pfihlaSce USA &. 08/595.761 a v
této prihlasce zahrnuté odkazem) se naplnily vhodnymi roztoky
leuprolidacetatu. Formulace se plnily do titanovych nebo
polymernich kontejneru uzavfenych na kaZdém konci polymerni
zatkou. Naplné&né kontejnery se potom zapecetily do sadka z
vicevrstvé folie a umistily ve vyhrivaném prostoru (zku3ebni
picce) pro testovani stability.

Je treba poznamenat, Ze formulace jsou v kontejnerech

téchto systémd dokonale izolovany od vn&jSiho prostredi.

3. Vysokotdinnd kapalinovad chromatografie s prevrdcenymi
fazemi (RP-HPLC)

VSechny vzorky pro testovani stability se analyzovaly |

r~=ﬁna“koncentraci‘leuprolidd“é‘plééﬁymﬁikﬁ'v procentech s ~

pouZitim gradientové eludni vysokoli€inné kapalinové
chromatografie s prevracenymi fazemi za pomoci chlazeného
automatického davkovade (4 °C) pro sniZeni degradace vzorka.

Podminky chromatografovani jsou’uvedeny nize.
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Podminky chromatografie RP-HPLC
Popis v T Parametr
-Kolona HaiSil C 18, 4,6 x 250 mm, S/N 5103051
Pritok , 0,8 ml x min "
Vsti¥ikovany 20 pl
objem
Detekce ‘ ~ 210 nm
Retenéni Zas 25 a% 30 minut
leuprolidu
"Mobilni faze A = 100 mM'foéforeénanu sodného, pH 3,0
, B = 90% acetonitril/voda
Gradient Minuty: 0 5 25 40 41 46 46,1 50
$B: 15 26,5 26,5 65 85 85 15 15

Standardy leuprolidu ve vod& prochazely kolonou pfi 4
az 6 rlznych koncentracich, typicky v rozmezi 0,1 - 1,2
mg/ml, spolednéd se vzorky testovanymi na stabilitu.
Testované vzorky byly obklopeny (ohrani&eny) soubory
standardl, pricemZ mezi soubory standarda nebylo vice
testovanych vzorka ne3 40. VSechny piky mezi vnéjsim objemem
a 45 minutami prtchodu byly integrovany. Integrované plochy
pikl standardd leuprolidu byly graficky vynaSeny jako funkce
koncentrace. Pomoci linearni regrese byly potom vypo&itany
koncentrace leuprolidu ve vzorcich testovanych na stabilitu.
_mRovnéévbylywzaznamenénya%plochprik&#IeuprolidOVéhé piku,” ~
sumy vSech pikidl eluovanych pfed leuprolidem (ozna&ena
"jiné") a sumy vSech pikd eluovanych za leuprolidem
(oznaCena "agregaty") a vyneseny do diagramu jako funkce

Casového prib&hu eluce vzorku.
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4. Vyludovaci chromatografie SEC

Pro vybrané vzorky urené pro zkouSky stability se
zjistovaly plochy pikl v procentech a molekulové hmotnosti
isokratickou vylu&ovaci chromatografii SEC za pouZiti
chlazeného automatického davkovade (4 °C). Uzite

. chromatografické podminky jsou uvedeny niZe.

Podminky chromatografie SEC

Popis Parametr
Kolona . Pharmacia Peptide, HR 10/30, 10 x 300 mm
Pratok 0,5 ml x min™’
VstFikovany ’ 20 pl
objem
Detekce ' 210 nm
Reten&ni ¢&as asi 25 minut
leuprolidu
Mobilni faze 100 mM fosforeZnanu sodného, pH 2,0,
200 mM chloridu sodného, 30% acetonitril

Znalost vné&j3iho objemu a celkového objemu kolony SEC
byly pro vypodet molekulovych vah nezbytné. Pro stanoveni
vnéj5iho objemu a celkového objemu se poﬁiilo
vysokomolekuldrniho standardu BioRad a 0,1% acetonu.
Zaznamenavaly se retend&ni Casy pro prVﬁi pik standardu

BioRad a acetonovy pik a konvertovaly se na objemové

]ednotky nize uvedenyml rovnicemi. ProtoZe tyto hodnoty jSOU

trfeba vnéjsi a celkovy objem nové uréit kdykollv do3lo ke
zméné na koloné SEC nebo systému HPLC. Potom byly
chromatogréfovény standardy a po nich néasledovaly vzorky
testované na stabilitu. Smés standardd obsahovala pFribliZné
0,2 mg/ml nasledujicich peptidla: bursin (molekulovi hmotnost

449), WLFR peptid (molekulova hmotnost 619), angiotensin
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(molekulova hmotnost 1181), GRF (molekulova hmotnost 5108) a
cytochrom C (molekulové hmotnost 12394). Tyto standardy byly
zvoleny, protoZe jejich molekulové hmotnosti ohranicovaly
(byly blizké - vy3si i niZ3i) molekulové hmotnosti
leuprolidu a vSechny m&ly bazické pI 9,8 az 11,0 podobné&
jako leuprolid.

.Plochy pikd v procentech byly zaznamenany pro vSechny
piky. Molekulové hmotnosti isolovanych sloudenin byly
vypolteny za pomoci niZe uvedenych rovnic.

Vs = pritok (ml/min) x reten&ni d&as piku vzorku (min)

Vo = pritok (ml/min) x retendni &as piku vnéjéiho
objemu (min)

Ve = pritok (ml/min) x retendni &as piku celkového

objemu (min)

Kd= V- V,
Ve - Vo
kde:
Vs = objem standardu nebo vzorku
Vo = vnéjsi objem

Ve = celkovy objem

Pro kazdy pik peptidového standardu byl vypolitan Vs. S .
pouZitim hodnot pro V. a V, vypocitanych dfive byl potom pro

kazdy peptidovy standard vypolitan Kd. Pro stanoveni

molekulovych hmotnosti—--k:z:léclé-l'l-o»~-~p-ifku=--Vzork1.°rte_st:'ovanyc’h“"na"""'‘“""‘”’~

stabilitu se uZilo kfivky lineArni regrese v diagramu log
molekulova hmotnost proti Kd™!. Rovnéz byly zaznamenany

%plochy pikl vzorkd testovnych na stabilitu.

5. Pristroje a materidly

Pro chromatograficke analyzy RP-HPLC a SEC se pouZilo
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nasledujicich pfistrojt a materiali: _

HPLC systém spol. Waters Millennium sestavajici z
automatického davkovade 717, Cerpadla 626, regulatoru
- 6000S, detektoru 900 typu fotodiode "array" (napojeného na
po&itag), refraktometrického detektoru 414 od spol. Waters
Chromatography, Milford, Ma),

trubi&ky pro HPLC (pozice 48 a 96) spol. Waters
Chromatography, Milford, Ma),

HaiSil C 18, 120 A, 5 um, kolona 4,6 x 250 mm HPLC od
spol. Higgins Analytical, Mountain View, Ca)

Pharmacia Peptide, HR 10/30 SEC kolona od spol.
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)

Nasledujici prfiklady podavame pro ilustraci tohoto
vynalezu, ale v Z&dném pripads nemaji limitovat rozsah jeho

platnosti.

Priklad 1

Urychlend zkoudka stability formulaci leuprolidacetdtu

Podle vySe uvedeného popisu byly pfipraveny formulace
obsahujici 40 % hmotnostnich leuprolidacetatu (coZ je
ekvivalent asi 37 % volné baze) ve vehikulu, a potom jimi
byly naplnény kontejnery implantovatelnych systémi pro
dlouhodobé uvolfiovani lé¢iv, rovné&z vyse popsanych. V3echny
kontejnery byly z titanu.

Tyto systémy s naplnénymi kontejnery byly pddrobeny
.. urychlenému starnuti- inkubaci v picce—(spol: Precision
Scientific nebo Thelco) pfi zvySené teplot& 80 °C po dobu
sedmi dnt. To odpovida skladovani pfi 37 °C b&hem asi 1,5
roku nebo pri pokojové teplotd (25 °C) asi Ety¥i roky.

Tyto vzorky byly analyzovany vy3e popsanymi
chromatografickymi met odami RP-HPLC a SEC pro stanoveni

chemické a fyzikalni stability formulaci pfi urychleném
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starnuti.

Vysledky uvedené v tabulce II ukazuji, Ze tyto
formulace byly schopny zachovat stabilitu LHRH pribuzné
slouCeniny leuprolidu. Vidy se zachovalo nejméné 65 %

leuprolidu.

Tabulka II
Stabilita formulaci leuprolidacetatu v polarnim aprotickém

rozpoustédle po 7 dnech pfi 80 °C v titanovém kontejneru

Formulace % leuprolidu 7. dne
40 % v DMSO 92
40 % v DMSO/PEG (50/50) 90
40 % v DMSO/PG (50/50) 86
40 % v DMSO/PVP (50/50) | 93
40 % v DMF 91
40 % v bezvodém DMSO 89

Priklad 2
Zkouska stability ozdFenych formulact leuprolidacetdtu
- Formulace 40% (hmot.) leuprolidacetatu v DMSO byly
pfipraveny jak popsano vy3e a plnény do kontejnerﬁ.systémﬁ
pro dlouhodobé uvoliiovani lékt, rovné3 stejné jak popséno
vySe. VSechny kohtejnery<byly vyrobeny z titanu.

Naplnéné systémy byly zaslany spol. Sterigenics
(Tustin, Kallfornle), kde byly ozareny paprsky gama (2 5
Sterigenics (Tustin) k ozafeni typu "tote box" na 3. stupni.
Vzorky oznacené v tabulce III “studené" byly dopraveny a-’
ozareny na suchém ledu. Potom byly vzorky podrobeny
urychlenému starnuti jako v pfikladu 1. Vzorky byly

odebirany nulty a sedmy den, analyzovany chromatografickymi
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zplsoby RP-HPLC a SEC Jak popséano vy3e pro zjisténi chemické
a fyzikalni stability ozarfenych formulaci.

Vysledky uvedené v tabulce III ukazuji, Ze tyto
formulace leuprolidacetatu byly po.oz&rfeni stalé. Ve v3ech
pfipadech se zachovalo alespont 65 % leuprolidu pfi nizké

tvorbé agregat.

_ Priklad 3
Urychlené zkouSky dlouhodobé stability formulaci
leuprolidacetdtu. _

Byly pfipravény roztoky 40% (hmot.) leuprolidacetatu v
DMSO, naplnény do kontejnert, skladovany 2 mé&sice pfi 80 °C
a analyzovany jak popséano vy3e. Vysledky prezentované v
obrazcich 1 (RP-HPLC) a'2 (SEC) ukazuji, Ze se zachovalo
81,1 % leuprolidu, pouze 14,6 % se zménilo chemickou
degradaci a 5,1 % fyzikélhi agregaci.

Roztoky leuprolidacetatu se pfipravily, plnily do
kontejner, skladovaly pri 80 °C 6 m&sict a analyzovaly jak
popsano vy3Se. Obréazek 4 ukazuje graf leuprolidu a produktt
jeho chemické a fyzikalni degradace evidovanych po Zesti
mésicich, z kterého vyplyva, %e se dohledal vSechen
peptidicky material s nimZ se pokus zaal a Ze tyto
formulace vykazaly dobrou stabilitu pfi 80 °C. Suma vSech
tfi téchto sloZek se zde prezentuje jako celkem”,

Obrazek 5 je diagram pfirozeného logaritmu téchto ddaju a
-=ukazuje,--Ze tyto- formulace vykazovaly v celém testovaném
teplotnim rozsahu lineadrni kinetiku.

V obrazku 6 se ukazuje chemicka stabilita roztokt 40%
leuproiidacetétu pfipravenych a analyzovén?qh jak popséano
vySe. Po deviti m&sicich pfi 37 °C se zachovalo vice nez 90
% (93,5 %) leuprolidu a vzniklo méné& ne? 5 % (2,9 %)

produktd chemické degradace (v obrazku oznalenych "early™) a
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méné neZ 5 % (2,3 %) produktd fyzikalni degradace
(oznacenych jako "late") zjisténych zptsobem RP-HPLC ale v
dobré-shodé S vysledky chromatografie SEC.

Byly pfipraveny roztoky 40% (hmot.) leuprolidacetatu \'
DMSO, umistény v kontejnerech, skladovany pfi 37 °cC, 50 °c,
65 °C a 80 °C a analyzovany s pouZitim vy3e popsaného
zpisobu RP-HPLC. Vysledky byly vypo&itany a popsany v:
Physical Pharmacy: Physical Chemical Pricipleé in the
Pharmaceutical Sciences, 3. edition, Martin a dalsi,
kapitola 14 (1983) a dokazaly, ze ubytek leuprolidu z
fomulaci v DMSO byl'nelineérni. Udaje jsou uvedeny niZe a v
obrazku 3 se prezentuji jako Arrhenitv graf.

ProtoZe Arrheniovy grafy formulaci v DMSO skladovanych
pfi 80 °C ukazaly, Ze ubytek leuprolidu byl nelinearni,
pouzilo se pro vypodet tso té&chto formulaci pro 14,4 mésice

pEi 37 °C Gdajl o stabilits ziskanych pri 37 °C.

DMSO
°cC ‘ Kobs (m&sice™)  ty2 (m&sice)
37 7,29 x 10~ ' 95,1
50 9,74 x 10°° 71,2
65 2,48 x 107 27,9
80 0,108 6,4

Es = nelinearni

Priklad 4
Zkouska stability formulaci leuprolidacetdtu v DMSO/voda
Formulace 40% (hmot.) leuprolidacetatu v DMSO,
DMSO/voda (95:5, 90:10, 70:30, 50:50 a 30:70) a ve vod& byly
pripraveny jak popsano vySe a sedm dni inkubovany pri 80 °C.

V nultém a sedmém dni byla provedena analyza IC
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spektrometrem vybavenym Fourierovou transformaci signalu
jako detektorem (FTIR) .

Vysledky ukazaly, Ze toto urychlené starnuti zplsobilo
u v3ech zkouSenych formulaci jen velmi malé zmény
strukturélni konformace.leuprolidu. VSeobecné plati, Ze ve

formulacich s DMSO mély peptidové struktury prevaing
charakter nepravidelné spiraly nebo oa-helix, zatimco ve

vodnych. formulacich mely pfevaziné ploché B-struktury
skladaného listu.

Modifikace vyse uvedenych zpUsoblli realizace riznych
provedeni tohoto vynadlezu budou odbornlkum na zakladé v
tomto vyndlezu uvedenych poucCeni z¥ejmé. VySe uvedené
priklady nemajl omezujici charakter, ale pouze predstavuiji

priklady vynalezu, jeho? rozsah je definovan nasledujicimi

‘naroky.




PATENTOVE NAROKY

(Zménéné néaroky)

1. Stabilni nevodna formulace peptidové slouceniny,
Vyznacujici se tim Ze obsahuje:
a) nejméné jednu peptidovou slouceninu; a
b) nejméné jedno polarni aprotické rozpoudtédlo,
: pricemZ uvedend formulace je stabilni pfi 37 °C nejméné& 3

mésice.
2. Formulace podle naroku l, vvznacduijici se
t im, Ze obsahuje nejméné asi 10 % hmotnostnich peptidové

sloucCeniny.

3. Formulace podle naroku l, vvznaduijici se

o0

t 1 m, Ze obsahuije nejméné asi 30 hmotnostnich peptidové

slouceniny.

4. Formulace podle naroku l, vyznacduijici se
t 1 m, Ze uvedeni peptidova sloucenina je sloudenina

pfibuzna LHRH.

5. Formulace podle naroku 4, v Yznacujici se
t i m, Ze 'uvedend peptidova slouenina se vybere ze skupiny
sestavajici z leuprolidu, LHRH, nafarelinu a goserelinu.

6. Formulace podle naroku l, vyznadujici se

t im Ze je pri 80 °C stabilni nejméné 2 mésice.

7. Formulace podle naroku l, vyznacduijici se

t im Ze je pfi 37 °C stabilni nejméné jeden rok.

8. Formulace podle naroku l, vvyznac¢uijici se

t 1 m, Ze je pfizplusobena pro aplikaci v implantovatelnych




systémech pro dlouhodobé uvolnovani 1léku.

9. Formulace podle naroku l, vyznaceduijici se

t im, Ze rovnész obsahuje nevodné protické rozpoustédlo.

10. Formulace podle naroku I, vvznacuijici
S e tim Ze uvedené polarni aprotické rozpoustédlo se

vybere ze skupiny sestavajici z DMSO a DMF.

11. Formulace podle naroku 1, vyznaé&u;j ic i
S e tim Ze uvedené polarni aprotické rozpoustédlo

vykazuje antigeladni efekt.

12. Formulace podle naroku 1, vvyznad&duijici
S e t im Ze sestiava hlavné z asi 30 az asi 50 &
hmotnostnich z leuprolidacetatu, slouc¢eniny p¥ribuzné LHRH, v

DMSO.

13. Formulace podle naroku l, vvznad&duijici
S e tim Ze sestdva hlavné z leuprolidu a DMSO v mnoZstvi
370 mg leuprolldu v 1 ml DMSO.

14. Formulace podle naroku l, vvznaduijici

S e tim Ze je po ozafeni stabllni'

15 Zpusob pr;pravy stabilni nevo_ngwfgrmulacevpodle.,““.“;

naroku l VyYyznacujici se t i m, Ze zahrnuje
rozpusténi nejméné jedné peptidové slouCeniny v nejméné

jednom polarnim aprotickém rozpouétédle.

16. ZpUsob podle naroku 15, vyznaduijici
S e tim Ze pfi ném nejméné asi 10 % hmotnostnich

peptidové slouéeniny pfejde do roztoku.
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17. Zpusob podle naroku 15, vyznacduijici
Se tim Ze pfi ném nejméné asi 30 % hmotnostnich

peptidové slouCeniny pfejde do roztoku.

18. Zpusob podle naroku 15, vyznac&duijici
S e t im Ze uvedena peptidova sloucenina je sloudenina
pribuzna LHRH.

19. Zpusob podle naroku 18, v yznacuijici
S e t im, Ze uvedena peptidovéd sloudenina se vybere ze
skupiny sestavajici z leuprolidu, LHRH, nafarelinu a

goserelinu.

20. ZpUsob podle naroku 15, vyznad&duijici
s e t im Ze rovnéZ zahrnuje stupef, v ném? se prida

nevodné protické rozpoustédlo.

21. Zpusob podle naroku 15, v vyvznadcuijici
S e tim Ze asi 30 % aZ asi 50 & hmotnostnich
leuprolidacetatuy, slouCeniny p¥ibuzné LHRH, je rozpuSténo v
DMSO.

22. .Zpusob podle naroku 15, v Yy znaéu jici
S e t1im Ze se p¥i ndm 370 mg leuprolidu rozpusti v 1 ml
DMSO. '

"éélmépﬁ;oﬁ lééb& osoby trpici potiZemi,
VyYyznacujicim se t i m, Ze jej lze ulehé&it
podanim peptidové slouCeniny zahrnujicim poskytnuti uvedené

0sobé uc¢inného mnoZstvi formulace podle naroku 1.

24. Zpusob podle naroku 23, vyznad&uijici

S e t im Ze toto podavani 1léku je parenteralni podavani.




25. Zpusob podle naroku 23, vy znadc¢uijici
s e t im Ze uvedené podavani 1éku je kontinudlni a

dlouhodobé.

26. Zpusob podle naroku 25, vy znaduijici
s e tilm Ze uvedené podavani se provadi s pouZitim

implantovatelnych systémi pro dlouhodobé uvolBovani léku.

27. Zpusob podle naroku 23, vy znaduijici
s e t 1m Ze uvedené potiZe predstavuje rakovina prostaty

a uvedena peptidova sloucenina je leuprolid.

28. Zplsob podle naroku 27, vy znad¢uijici
s e t im Ze se denné podava nejméné asi 80 mikrogrami

leuprolidu.

29. Zplsob podle naroku 28, vy znacd¢uijici
S e t1im Ze uvedené denni podavani se dé&je po dobu
vybranou ze skupiny sloZené ze 3 m&sicl, 6 mésict a 12

mésicna.

30. Zplsob podle ndroku 29, vy znaduijici
S e tim Ze uvedené denni podavani po uvedenou dobu je
kontinudlni podavani uskutednéné za pouziti

implantovatelného systému pro dlouhodobé uvolfiovani léku.

- 31. Zplsob podle naroku 23, vy znaduijici
s e t im Ze uvedené potiZe predstavuije rakoyina prostaty

‘a uvedena peptidovad sloucenina je antagonista LHRH.

32. Stabilni nevodna formulace peptidové slouceniny
vyznacujici se tim Ze obsahuje:
a) nejméné jednu peptidovou sloudeninu; a

b) nejméné jedno polarni aprotické rozpoustédlo,




priCemZ tato formulace je stabilni pri 37 °C nejméné 3
nmésice za predpokladu, Ze uvedend formulace neobsahuje

sloZky obsahujici pridanou wvodu.

33. Zpusob pripravy stabilni nevodné formulace podle
naroku 1, vy znadc¢ujici se t im Ze zahrnuje
rozpusténi nejméné jedné peptidové slouEeniny v nejméné
jednom polarnim aprotickém rozpoustédle za pfedpokladu, Ze
uvedend formulace neobsahuje sloZky obséhujici pridanou

vodu.

34. Zpusob podle naroku 33, vy znadc¢uijici se

t i m, Ze se uskutecfiuje v atmosféf¥e inertniho plynu.

35. Zpusob podle ndroku 34, vy znadcuijici se

£ 1 m, Ze tuto atmosféru predstavuje suchy dusik.

36. Stabilni nevodné formulace peptidové slouceniny
vyznacujici se tim Ze obsahuje:

a) nejméné jednu peptidovou slou&eninu; a

b) nejméné& jedno polarni aprotické rozpoudtédlo,
pfic¢emZ uvedena formuléce vykazuje bakteriostatické,
baktericidni nebo sporicidni u&inky aniZz by bylo pouZito
béZnych bakteriostatickych, baktericidnich nebo sporicidnich

¢inidel.

podle naroku 36, vy zna&dujici se tim Ze
zahrnuje rozpusténi nejméné jedné peptidové slouleniny v
nejméné jednom polarnim aprotickém rozpouétédle za
pfedpokladu, Ze do uvedené formulace se nepridava zadnéa
b&Zné bakteriostatickd, baktericidni nebo sporicidni

¢inidla.




.

Vy zn

podanim

32

T * &
h -
T o @ 6e .
- y L
e o @ . b4 }
* »seee ¢ ¢ . - . ve
. M ¢« = [
- . TS sy ve

Zpusob lécby osoby trpici potiZemi,

peptidové

~
~

[N

m S e

t im,

Ze jej lze ulehCit

slouCeniny zahrnujicim poskytnuti uvedené
osobé uc¢inného mnoZstvi formulace podle naroku 36.




¢ e
.

e ©
s e 9
v esese ¢
3 .

X X ®

A RT098

Peptid

0.0 100 20.0 300
doba (min)

Obr. 1

40.0

Monomer

0.0 100 200 | 300 40.0




RSO s

e, o

ouwt.om ﬁ

Cioil-

.Q'.‘i

."'.

vore

‘“...“,
O
/
N

In Kobs DMSO

a

0.0033

0.0032

OSIQa sqo) uj

/7T

Obr. 3




Leuproﬁd

%a

o B

acoete
esue

eeos

3/8

120

% leuprolid
%. ostatni sloZky

40 1 % dimer, trimer

o n ¢ 0O

celkem

doba (mésice)

Obr. 4




4340-98

4/8

4.4

T
N
~t

nprjoisdnan

4.0 1

3.8

gsice

‘doba (m

Obr. 5

i




, B 9 190
T T | (Aup) eqop

Qoo,- 8@ SN . 8N OA.W—. : S—r

0

sseece +0L
,_ toz
. | los
1 0¥
© Claypy % K- “m 10S
o 91 % —F— :
Ajje3x ¢ —m— 1, 109
dne ¢ —e—
4 ON.
| 108
106
. ¢ o}//L
Xeweemanm e e R Movenranunsnaniaraeonott % 001
oLt
soepeibap JuiexizA Annpoid - syeq
aoepelbsp oxoIWayo Aynpoud - Ajze3
2 pljosdns) - dna

Pprosdne




(35

6/8

©

0°0L

0°GL

0’08

O
@
pio1dna %

0°06

0°S6

0'o0t




eno et -
* *

L2 R 44

L4

L 3
(X R dd

L 4

* 0
L
PeOOOw
» L

8

778

8 190 -
(AupAy) eqop -

0°0L -

0'SL

0'08

0°06

0°S6

o'oolt

p1joadna %




8/8

(%51 @
%01 Y
| %SH
%0 @

- 0°0

T 001

A¥zO|S 1UIBISO %

T 0°G}

00T




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

