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(57)摘要

本申请涉及包含格拉默或其药用盐的储药

系统。本发明提供了包含治疗有效量的格拉默的

长效胃肠道外药物组合物。尤其是，本发明提供

了长效药物组合物，该组合物包含治疗有效量的

储药形式的醋酸格拉默，其适合于在医疗上可接

受的位置给予对其需要的主体。上述储药形式适

合于皮下或肌内植入或注射。

权利要求书1页  说明书21页  附图5页

CN 107184954 A

2017.09.22

CN
 1
07
18
49
54
 A



1.一种长效胃肠道外药物组合物，包含治疗有效量的格拉默的药用盐。

2.一种长效药物组合物，包括治疗有效量的储药形式的格拉默的药用盐，所述储药形

式适合于在医疗上可接受的位置植入对其需要的主体。

3.根据权利要求1或2所述的药物组合物，其中，所述格拉默的药用盐是醋酸格拉默。

4.根据权利要求1或2所述的药物组合物，适合于皮下或肌内植入。

5.根据权利要求1或2所述的药物组合物，其中，所述格拉默包含L-丙氨酸、L-谷氨酸、

L-赖氨酸、和L-酪氨酸，摩尔比率为约0.14谷氨酸、约0.43丙氨酸、约0.10酪氨酸和约0.33

赖氨酸。

6.根据权利要求1或2所述的药物组合物，其中，所述格拉默包含约15至约100个氨基

酸。

7.根据权利要求1或2所述的药物组合物，其中，所述格拉默的药用盐的剂量为约20至

约750mg范围。

8.根据权利要求1或2所述的药物组合物，进一步包含药用可生物降解或不可生物降解

载体。

9.根据权利要求8所述的药物组合物，其中，所述载体选自PLGA、PLA、PGA、聚己内酯、聚

羟基丁酸酯、聚原酸酯、聚链烷酸酐、明胶、胶原、氧化纤维素、和聚磷腈。

10.根据权利要求1或2所述的药物组合物，具有通过水包油包水双重乳化工艺制备的

微颗粒的形式。
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包含格拉默或其药用盐的储药系统

[0001] 本申请是申请日为2010年08月19日，申请号为201080060632.7，发明名称为“包含

格拉默或其药用盐的储药系统”的申请的分案申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及醋酸格拉默(glatiramer  acetate)和格拉默(glatiramer)的其它药

用盐的长效剂型。特别优选的是用于醋酸格拉默的延长释放的储药系统(depot  system)和

其它可植入系统。

背景技术

[0003] 醋酸格拉默

[0004] 共聚物-1，还称作醋酸格拉默并以商标 销售，包含多肽的醋酸盐，上

述多肽含有L-谷氨酸、L-丙氨酸、L-酪氨酸和L-赖氨酸。氨基酸的平均摩尔分数分别为

0.141、0.427、0.095和0.338，并且共聚物-1的平均分子量为4,700至11,000道尔顿。化学

上，醋酸格拉默是指定的L-谷氨酸聚合物，并具有L-丙氨酸、L-赖氨酸和L-酪氨酸，醋酸

(盐)。它的结构式是：

[0005] (Glu,Ala ,Lys ,Tyr)xCH3COOH(C5H9NO4_C3H7NO2_C6H14N2O2_C9H11NO3)xC2H4O2[CAS-

147245-92-9]，大约比率为Glu14Ala43Tyr10Lyz34x(CH3COOH)20。 是澄清、无色至

微黄色、无菌、非致热溶液，用于皮下注射。每毫升包含20mg醋酸格拉默和40mg甘露醇。溶液

的pH范围大约为5.5至7.0。

[0006] 作用机制

[0007] 醋酸格拉默是无规聚合物(平均分子质量为6.4kD)，包括4种在髓磷脂碱性蛋白中

发现的氨基酸。醋酸格拉默的作用机制是未知的，虽然已出现这种共聚物的一些重要的免

疫学特性。给予共聚物-1会使T细胞群体从促炎Th1细胞移动到调节Th2细胞，其抑制炎性反

应(FDA 标签)。鉴于它与髓磷脂碱性蛋白的相似性，共聚物-1还可以作为诱饵，

来转移相对于髓磷脂的自身免疫反应。然而，至少在治疗的早期，血脑屏障的完整性并不受

到共聚物-1的明显影响。

[0008] 共聚物-1是非自身抗原，已证明其可以抑制由各种致脑炎因子(包括小鼠脊髓匀

浆(MSCH))诱导的实验性变应性脑脊髓炎(EAE)，其包括髓磷脂抗原，如髓磷脂碱性蛋白

(MBP)(Sela  M  et  al .,Bull  Inst  Pasteur(1990)88  303-314)、蛋白脂质蛋白(PLP)

(Teitelbaum  D  et  al.,J  Neuroimmunol(1996)64  209-217)和在各种物种中的髓磷脂少

突胶质细胞糖蛋白(MOG)(Ben-Nun  A  et  al.,J  Neurol(1996)243(Suppl  1)S14-S22)。EAE

是多发性硬化症的接受模型。

[0009] 已证明，当皮下、腹腔内、静脉内或肌内注射时，共聚物-1是活性的(Teitelbaum  D 

et  al.,Eur  J  Immunol(1971)1  242-248；Teitelbaum  D  et  al.,Eur  J  Immunol(1973)3 

273-279)。在III期临床试验中，发现，每日皮下注射共聚物-1会放慢无能的进展并降低加

剧-缓解多发性硬化症的复发率(Jo h n s o n  K P ,N e u r o l o g y (1 9 9 5) 1  6 5 - 7 0；
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www.copaxone.com)。共聚物-1治疗目前限于每日皮下给予。在US  6,214,791中披露了通过

摄入或吸入共聚物-1来进行治疗，但还未表明这些给予途径在人患者中可以获得临床疗

效。

[0010] 疗效

[0011] 在患有复发-缓解多发性硬化症(RR  MS)的患者中支持醋酸格拉默在降低复发频

率方面的有效性的证据来自两项安慰剂对照试验，其均使用20mg/天的醋酸格拉默剂量。在

RR  MS的安慰剂对照试验中没有研究其它剂量或剂量方案(www .copaxone .com)。认可的

20mg剂量和40mg剂量的比较试验表明，在这些剂量之间疗效没有显着性差异(The 

9006trial；Cohen  JA  et  al.,Neurology(2007)68  939-944)。醋酸格拉默的各种临床试验

正在进行中。这些临床试验包括用较高剂量的醋酸格拉默进行的研究(40mg–FORTE研究)；

对临床孤立性综合征患者进行的研究(PreCISe研究)；以及许多组合和诱导方案，其中和另

一种活性产物一起或在其以后给予醋酸格拉默。

[0012] 副作用

[0013] 目前，多发性硬化症的所有特别认可的治疗涉及活性物质的自我注射。经常观察

到的注射部位问题包括刺激、超敏感性、炎症、疼痛和甚至坏死(在干扰素1β治疗的情况下)

以及低水平的患者依从性。

[0014] 副作用通常包括在注射部位的团块(注射部位反应)、疼痛、发热、和寒战。这些副

作用的特性通常是温和的。偶尔在注射以后数分钟发生反应，其中存在潮红、呼吸短促、焦

虑和快速心搏。这些副作用在30分钟内减退。随着时间的推移，可以在注射部位发展可见凹

痕，这是由于脂肪组织的局部破坏，称作皮下脂肪萎缩。因而，期望一种可替换的给予方法。

[0015] 按照FDA的处方标注，已报道了醋酸格拉默的更严重的副作用，它们包括对身体的

心血管系统、消化系统(包括肝脏)、造血及淋巴系统、肌肉骨骼系统、神经系统、呼吸系统、

特殊感官(尤其是眼)、泌尿生殖系统的严重的副作用；还报道了代谢和营养障碍；然而，还

没有明确建立在醋酸格拉默和这些不利影响之间的联系(FDA 标签)。

[0016] 储药系统(depot  system)

[0017] 通过静脉内(IV)、肌内(IM)、或皮下(SC)注射的胃肠道外途径是递送较小和较大

分子量药物的最常见和最有效的形式。然而，起因于针扎的疼痛、不适和不方便使得这种药

物递送方式成为患者最少优选的。因而，可以在最低限度减少注射总数的任何药物递送技

术是优选的。在实践中，可以通过使用可注射的储药制剂来减小给予药物的频率，上述储药

制剂能够以缓慢但可预见的方式来释放药物，因而可以改善依从性。对于大多数药物，取决

于剂量，可以减小注射频率：从每日一次到每月一次或两次或甚至更长时间(6个月)。除改

善患者舒适度以外，通过消除高峰和低谷，储药制剂的药性的较小频繁注射可以缓和血浆

浓度-时间曲线。血浆分布的上述缓和有可能在大多数情况下不仅提高治疗效果，而且可以

减少任何不需要的事件，如免疫原性等(经常伴随较大分子量药物)。

[0018] 微颗粒、植入物和凝胶是在实践中使用的可生物降解聚合物装置的最常见形式，

用于延长药物在体内的释放。在注射以前立刻将微颗粒悬浮在水介质中，并且可以在悬浮

液中加载多达40％固体。借助于处于干燥状态的特殊针而不需要水介质，来将植入物/棒剂

型递送到SC/IM组织。棒/植入物的这种特点便于递送较高质量的剂型以及药物含量。另外，

在棒/植入物中，最初爆发的问题被最小化，这是由于和微颗粒相比，植入物的小得多的面
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积。除可生物降解系统之外，还有不可生物降解植入物和可以佩戴在体外的输注泵。不可生

物降解植入物需要医生的访问：不仅为了将装置植入SC/IM组织，而且为了在药物释放期以

后除去它们。

[0019] 包含微颗粒制剂的可注射组合物特别容易出现问题。和在其它类型的可注射悬浮

液中的0.5-5％固体相比，微颗粒悬浮液可以包含多达40％的固体。另外，和建议用于IM或

SC给予的小于5μm的颗粒尺寸相比，在可注射储药产品中所使用的微颗粒的尺寸高达约250

μm(平均60-100μm)。更高浓度的固体、以及更大的固体颗粒尺寸需要更大尺寸的针(约18-

21号规格)来注射。总之，尽管很少使用较大的和不舒服的针，但和用较小针每天药物注射

相比，患者还是喜欢不经常给予剂型。

[0020] 聚乳酸(PLA)的可生物降解聚酯以及丙交酯和乙交酯的共聚物，称作聚(丙交酯-

乙交酯)(PLGA)，是用于可生物降解剂型的最常见的聚合物。PLA是疏水性分子并且PLGA比

PLA更快地降解，这是因为更具亲水性的乙交酯基团的存在。这些生物相容性聚合物经受酯

键的随机的非酶促的水解切割以形成乳酸和乙醇酸，其是体内的正常代谢化合物。可吸收

缝线、小夹和植入物是这些聚合物的最早应用。在1970年，南方研究所(Southern  Research 

Institute)开发了第一种合成的可吸收缝线 描述PLGA聚合物在缓释剂型中的

应用的第一个专利出现于1973年(US  3,773,919)。

[0021] 今天，PLGA聚合物可商业上获自多个供应商：Alkermes(Medisorb聚合物)、

Absorbable  Polymers  International[先前的Birmingham  Polymers(Durect的一个部

门)]、Purac和Boehringer  Ingelheim。除PLGA和PLA之外，天然纤维素聚合物如淀粉、淀粉

衍生物、葡聚糖和非PLGA合成聚合物，也被开发为在上述系统中的可生物降解聚合物。

[0022] 目前，不能获得醋酸格拉默的长效剂型。这是巨大的未满足的医疗需求，因为这些

剂型将极为有利于许多患者，尤其是有利于具有神经系统症状或身体残疾的那些患者。

发明内容

[0023] 本发明提供了长效胃肠道外药物组合物，该组合物包含治疗有效量的格拉默的药

用盐，例如，醋酸格拉默。尤其是，本发明提供了长效药物组合物，该组合物包含治疗有效量

的储药形式(depot  form)的格拉默盐，适用于在医疗上可接受的位置胃肠道外给予对其需

要的主体。本发明进一步提供了一种用于治疗多发性硬化症的方法，该方法包括胃肠道外

给予或植入组合物，该组合物包含治疗有效量的格拉默的药用盐，优选醋酸格拉默。

[0024] 出乎预料地，现已发现，根据本发明的原则的长效药物组合物相对于市售每日注

射剂型可以提供相同或更好的疗效，并在局部和/或全身水平具有降低的副作用的发生率

和/或严重性。

[0025] 根据一些实施方式，醋酸格拉默包含L-丙氨酸、L-谷氨酸、L-赖氨酸、和L-酪氨酸

的醋酸盐，摩尔比率为约0.14谷氨酸、约0.43丙氨酸、约0.10酪氨酸和约0.33赖氨酸。

[0026] 根据其它实施方式，醋酸格拉默或格拉默的其他药用盐包含约15至约100个氨基

酸。

[0027] 根据某些实施方式，可植入储药适合于皮下或肌内植入。

[0028] 根据可替换的实施方式，长效胃肠道外药物组合物包含用于格拉默盐如醋酸格拉

默的药用可生物降解或不可生物降解载体。
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[0029] 根据一些实施方式，载体选自PLGA、PLA、PGA、聚己内酯、聚羟基丁酸酯、聚原酸酯、

聚链烷酸酐、明胶、胶原、氧化纤维素、和聚磷腈。每个可能性表示本发明的单独的实施方

式。

[0030] 根据具体实施方式，本发明的长效药物组合物具有通过水包油包水双重乳化工艺

(water-in  oil-in  water  double  emulsification  process)制备的微颗粒的形式。在目

前优选的实施方式中，本发明的长效药物组合物包括：内部水相，其包含治疗有效量的格拉

默的药用盐；水不混溶的聚合物相，其包含选自可生物降解和不可生物降解聚合物的载体；

以及外部水相。在其它目前优选的实施方式中，水不混溶的聚合物相包含选自PLA和PLGA的

可生物降解聚合物。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。在另外的实施方式中，外部

水相包含表面活性剂，其选自聚乙烯醇(PVA)、聚山梨酯、聚氧化乙烯-聚氧化丙烯嵌段共聚

物和纤维素酯。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。

[0031] 本发明涵盖适用于植入对其需要的个体的储药形式的醋酸格拉默或格拉默的任

何其它药用盐用于治疗多发性硬化症的用途。

[0032] 本发明进一步涵盖使用醋酸格拉默的可植入储药，其适用于提供格拉默在主体中

的延长释放或延长作用。

[0033] 在本发明范围内的是储药形式的格拉默的药用盐，其适合用于治疗多发性硬化症

或提供格拉默在主体中的延长释放或延长作用。

[0034] 本发明还包括醋酸格拉默与至少一种另外药物，优选地，免疫抑制剂，尤其是芬戈

莫德(fingolimod)的组合。

[0035] 根据一些实施方式，长效药物组合物适用于每周一次到每6个月一次的给药时间

表。

[0036] 根据特定的实施方式，组合物适合于从每2周一次到每月一次的给药。

[0037] 根据一些实施方式，长效组合物包括20-750mg醋酸格拉默/注射的剂量。

[0038] 长效组合物的具体实例将包括可生物降解或不可生物降解微球体、任何适宜几何

形状的植入物、可植入棒、可植入胶囊、可植入环、延长释放凝胶和易侵蚀基质。每个可能性

表示本发明的单独的实施方式。

[0039] 本申请还涉及以下内容：

[0040] 1)一种长效胃肠道外药物组合物，包含治疗有效量的格拉默的药用盐。

[0041] 2)一种长效药物组合物，包括治疗有效量的储药形式的格拉默的药用盐，所述储

药形式适合于在医疗上可接受的位置植入对其需要的主体。

[0042] 3)根据1)或2)所述的药物组合物，其中，所述格拉默的药用盐是醋酸格拉默。

[0043] 4)根据1)或2)所述的药物组合物，适合于皮下或肌内植入。

[0044] 5)根据1)或2)所述的药物组合物，其中，所述格拉默包含L-丙氨酸、L-谷氨酸、L-

赖氨酸、和L-酪氨酸，摩尔比率为约0.14谷氨酸、约0.43丙氨酸、约0.10酪氨酸和约0.33赖

氨酸。

[0045] 6)根据1)或2)所述的药物组合物，其中，所述格拉默包含约15至约100个氨基酸。

[0046] 7)根据1)或2)所述的药物组合物，其中，所述格拉默的药用盐的剂量为约20至约

750mg范围。

[0047] 8)根据1)或2)所述的药物组合物，进一步包含药用可生物降解或不可生物降解载

说　明　书 4/21 页

6

CN 107184954 A

6



体。

[0048] 9)根据8)所述的药物组合物，其中，所述载体选自PLGA、PLA、PGA、聚己内酯、聚羟

基丁酸酯、聚原酸酯、聚链烷酸酐、明胶、胶原、氧化纤维素、和聚磷腈。

[0049] 10)根据1)或2)所述的药物组合物，具有通过水包油包水双重乳化工艺制备的微

颗粒的形式。

[0050] 11)根据1)或2)所述的药物组合物，包含：内部水相，所述内部水相包含治疗有效

量的格拉默的药用盐；水不混溶的聚合物相，所述水不混溶的聚合物相包含可生物降解或

不可生物降解聚合物；以及外部水相。

[0051] 12)根据11)所述的药物组合物，其中，所述水不混溶的聚合物相包含选自PLA和

PLGA的可生物降解聚合物。

[0052] 13)根据11)所述的药物组合物，其中，所述外部水相包含表面活性剂，所述表面活

性剂选自聚乙烯醇(PVA)、聚山梨酯、聚氧化乙烯-聚氧化丙烯嵌段共聚物和纤维素酯。

[0053] 14)根据1)或2)所述的药物组合物，适合于每周一次至每6个月一次的给药时间

表。

[0054] 15)根据14)所述的药物组合物，适合于每2周一次至每月一次的给药时间表。

[0055] 16)根据1)或2)所述的药物组合物，具有以下形式：可生物降解微球体、不可生物

降解微球体、任何适宜几何形状的植入物、可植入棒、可植入胶囊、可植入环、或延长释放凝

胶或易侵蚀基质。

[0056] 17)根据1)或2)所述的药物组合物，其中，相对于醋酸格拉默的市售每日注射剂

型，所述组合物提供相同或更好的疗效，在局部和/或全身水平，副作用的发生率降低和/或

副作用的严重性降低。

[0057] 18)根据17)所述的药物组合物，其中，与大致相同剂量的醋酸格拉默的立即释放

剂型相比，所述组合物提供格拉默在主体中的延长释放或延长作用。

[0058] 19)一种用于治疗多发性硬化症的方法，其中，通过胃肠道外给予根据1)所述的长

效药物组合物。

[0059] 20)一种用于治疗多发性硬化症的方法，包括以下步骤：将根据2)所述的长效药物

组合物植入对其需要的主体。

[0060] 21)根据19)或20)所述的方法，包括以下步骤：皮下给予或肌内植入所述药物组合

物。

[0061] 22)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物包含醋酸格拉默。

[0062] 23)根据22)所述的方法，其中，所述醋酸格拉默包含L-丙氨酸、L-谷氨酸、L-赖氨

酸、和L-酪氨酸，摩尔比率为约0.14谷氨酸、约0.43丙氨酸、约0.10酪氨酸和约0.33赖氨酸。

[0063] 24)根据23)所述的方法，其中，所述格拉默包含约15至约100个氨基酸。

[0064] 25)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物包含剂量范围为约20至约

750mg的格拉默的药用盐。

[0065] 26)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物进一步包含药用可生物降解

或不可生物降解载体。

[0066] 27)根据26)所述的方法，其中，所述载体选自由PLGA、PLA、PGA、聚己内酯、聚羟基

丁酸酯、聚原酸酯、聚链烷酸酐、明胶、胶原、氧化纤维素、和聚磷腈组成的组。
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[0067] 28)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物具有通过水包油包水双重乳

化工艺制备的微颗粒的形式。

[0068] 29)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物包含：内部水相，所述内部水

相包含治疗有效量的格拉默的药用盐；水不混溶的聚合物相，所述水不混溶的聚合物相包

含可生物降解或不可生物降解聚合物；以及外部水相。

[0069] 30)根据29)所述的方法，其中，所述水不混溶的聚合物相包含选自PLA和PLGA的可

生物降解聚合物。

[0070] 31)根据29)所述的方法，其中，所述外部水相包含表面活性剂，所述表面活性剂选

自聚乙烯醇(PVA)、聚山梨酯、聚氧化乙烯-聚氧化丙烯嵌段共聚物和纤维素酯。

[0071] 32)根据19)或20)所述的方法，其中，以每周一次至每6个月一次的给药时间表进

行所述给予或所述植入步骤。

[0072] 33)根据32)所述的方法，其中，所述给药时间表是每2周一次至每月一次。

[0073] 34)根据19)或20)所述的方法，其中，所述药物组合物具有以下形式：可生物降解

微球体、不可生物降解微球体、任何适宜几何形状的植入物、可植入棒、可植入胶囊、或可植

入环、延长释放凝胶或易侵蚀基质。

[0074] 35)根据19)或20)所述的方法，其中，相对于市售每日注射剂型，所述药物组合物

提供相同或更好的疗效，在局部和/或全身水平副作用的发生率降低和副作用的严重性降

低。

[0075] 36)根据35)所述的方法，其中，与大致相同剂量的醋酸格拉默的立即释放剂型相

比，所述药物组合物提供格拉默在主体中的延长释放或延长作用。

[0076] 37)适用于植入对其需要的个体的储药形式的格拉默的药用盐用于治疗多发性硬

化症的应用。

[0077] 38)根据37)所述的可植入储药的应用，用于提供格拉默在主体中的延长释放或延

长作用。

[0078] 39)根据37)至38)中任一项所述的应用，其中，所述格拉默的药用盐是醋酸格拉

默。

[0079] 40)一种储药形式的格拉默的药用盐，适合用于治疗多发性硬化症。

[0080] 41)一种储药形式的格拉默的药用盐，适合用于提供格拉默在主体中的延长释放

或延长作用。

[0081] 根据下文给出的详细描述，本发明的另外的实施方式和应用的全部范围将是显而

易见的。然而，应当明了，详细描述和具体实施例，虽然指出本发明的优选实施方式，仅是说

明性的，因为对于本领域技术人员来说，根据这种详细描述，在本发明的精神和范围内的各

种变化和改进将是显而易见的。

附图说明

[0082] 图1.在PBS中并在37℃下，醋酸格拉默自PLGA微颗粒制剂MPG-02-07的释放。表示

的数据被归一化到存储在相同条件下的标准肽溶液。

[0083] 图2.在PBS中并在37℃下，醋酸格拉默自PLGA微颗粒制剂MPG-05R、08-11和格拉默

的生育酚琥珀酸盐(1:1)的释放。表示的数据被归一化到存储在相同条件下的标准肽溶液。
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[0084] 图3.在PBS中并在37℃下，醋酸格拉默自PLGA微颗粒制剂MPG-12–15的释放。表示

的数据被归一化到存储在相同条件下的标准肽溶液。

[0085] 图4.在体外在PBS中并在37℃、pH  7 .4下，醋酸格拉默自PLGA微颗粒制剂MPG-

14SU-1和MPG-15SU-1的释放。

[0086] 图5.在体外在PBS中并在37℃、pH  7 .4下，醋酸格拉默自PLGA微颗粒制剂MPG-

14SU-2和MPG-15SU-2的释放。

具体实施方式

[0087] 本发明提供了格拉默的药用盐(优选醋酸格拉默)的长效胃肠道外药物制剂，相比

于每天注射，其可以提供相同或更好的疗效，因而导致改善的患者依从性。除提供相同疗效

以外，长效注射剂或植入物还可以降低起源于频繁注射的格拉默副作用(局部和/或全身)。

[0088] 根据第一方面，本发明提供了长效胃肠道外药物组合物，该组合物包含治疗有效

量的醋酸格拉默或格拉默的任何其它药用盐。如在本文中所使用的，术语“胃肠道外”是指

途径，其选自皮下(SC)、静脉内(IV)、肌内(IM)、皮内(ID)、腹腔内(IP)等途径。每个可能性

表示本发明的单独的实施方式。如在本文中所使用的，术语"治疗有效量"用来限定共聚物

的量，其将实现缓和多发性硬化症的症状的目标。适宜剂量包括但不限于每剂型20-750mg。

然而，应当明了，给予的共聚物的量将由医生根据各种参数来确定，包括所选的给予途径、

年龄、体重、和患者症状的严重性。根据本发明的各种实施方式，至少一种共聚物的治疗有

效量为约1mg至约500mg/天。可替换地，至少一种共聚物的上述治疗有效量为约20mg至约

100mg/天。

[0089] 在另一个方面，本发明提供了长效药物组合物，该组合物包含治疗有效量的储药

形式的醋酸格拉默或格拉默的任何其它药用盐，其适用于在医疗上可接受的位置给予对其

需要的主体。如在本文中所使用的，术语“长效”是指一种组合物提供格拉默盐到主体的一

般全身循环或到主体的局部作用部位的长期、持续或延长释放。此术语可以进一步指一种

组合物提供格拉默盐在主体中的长期、持续或延长的作用持续时间(药代动力学)。尤其是，

本发明的长效药物组合物提供了每周一次到每6个月一次的给药方案。根据目前更优选的

实施方式，给药方案是一周一次、每月两次(大约每两周一次)到每月一次。取决于所需要的

作用的持续时间，本发明的各储药或可植入装置将通常包含约20至750mg的活性组分，设计

成经两周至数月时间范围加以释放。

[0090] 在一些实施方式中，本发明的储药制剂包括但不限于：格拉默或其药用盐在水、油

或蜡 相中的 悬浮体 ；格拉默或其药 用盐的 不易溶解的聚合物电 解 质复合物

(polyelectrolyte  complexes)；基于水混溶性溶剂与格拉默或其药用盐的组合的“原位”

凝胶形成基质；以及结合有格拉默或其药用盐的可生物降解聚合物微颗粒。每个可能性表

示本发明的单独的实施方式。尤其是，本发明的组合物具有可注射微颗粒的形式，其中格拉

默或其药用盐被截留在可生物降解或不可生物降解载体中。本发明的微颗粒组合物可以包

含水包油包水双重乳液。在本发明的范围内，微颗粒组合物包含：内部水相，其包含格拉默

或其任何药用盐；油相或水不混溶相，其包含可生物降解或不可生物降解聚合物；以及外部

水相。外部水相可以进一步包含表面活性剂，优选聚乙烯醇(PVA)、聚山梨酯、聚氧化乙烯-

聚氧化丙烯嵌段共聚物或纤维素酯。在本文中可以互换使用术语“油相”和“水不混溶相”。

说　明　书 7/21 页

9

CN 107184954 A

9



[0091] 本发明进一步提供了通过将长效药物组合物胃肠道外给予对其需要的主体治疗

多发性硬化症的方法，该长效药物组合物包含治疗有效量的醋酸格拉默或格拉默的任何其

它药用盐。本发明的范围内的是治疗多发性硬化症的方法，该方法将储药形式的醋酸格拉

默或格拉默的任何其它药用盐给予对其需要的个体。如在本文中所使用的，术语“治疗”是

指在多发性硬化症的发作以后症状的抑制或缓和。在多发性硬化症的发作以后的常见症状

包括但不限于视力的降低或丧失、跌跌撞撞和不平衡的步态、言语不清、以及尿频和尿失

禁。此外，多发性硬化症可以引起心境变化和抑郁、肌肉痉挛和严重瘫痪。药物所给予的"主

体"是哺乳动物，优选但不限于人。如在本文中所使用的，术语“多发性硬化症”是指中枢神

经系统的自身免疫病，其伴随上述一种或多种症状。

[0092] 如在本文中所使用的，术语“醋酸格拉默”是指以前称为共聚物1的化合物，其以商

标名称 出售并且由合成多肽的醋酸盐组成，包含4种天然存在的氨基酸：L-谷

氨酸、L-丙氨酸、L-酪氨酸、和L-赖氨酸，平均摩尔分数分别为0.141、0 .427、0 .095、和

0 .338。在 中醋酸格拉默的平均分子量是4 ,700-11 ,000道尔顿(FDA

标注)以及氨基酸的数目范围为约15至约100个氨基酸。该术语还指化合物的

化学衍生物和类似物。通常，该化合物如在以下任何一项美国专利号中所述的来制备和表

征：5,981,589、6,054,430、6,342,476、6,362,161、6,620,847、和6,939,539，每个上述专利

的全部内容以引用方式结合于本文。

[0093] 在一些实施方式中，组合物可以包含格拉默的任何其它药用盐，包括但不限于硫

酸盐、焦硫酸盐、硫酸氢盐、亚硫酸盐、亚硫酸氢盐、磷酸盐、磷酸一氢盐、磷酸二氢盐、偏磷

酸盐、焦磷酸盐、盐酸盐、氢溴酸盐、氢碘化物、醋酸盐、硝酸盐、丙酸盐、癸酸盐、辛酸盐、丙

烯酸盐、甲酸盐、异丁酸盐、癸酸盐、庚酸盐、丙炔酸盐、草酸盐、丙二酸盐、琥珀酸盐、生育酚

琥珀酸盐、辛二酸盐、癸二酸盐、富马酸盐、马来酸盐、丁炔-1,4-二酸盐、己炔-1,6-二酸盐、

苯甲酸盐、氯苯甲酸盐、甲基苯甲酸盐、二硝基苯甲酸盐、羟基苯甲酸盐、甲氧基苯甲酸盐、

邻苯二甲酸盐、对苯二甲酸盐、磺酸盐、二甲苯磺酸盐、苯基醋酸盐、苯基丙酸盐、苯基丁酸

盐、柠檬酸盐、乳酸盐、β-羟基丁酸盐、乙醇酸盐、酒石酸盐、甲磺酸盐、丙烷磺酸盐、萘-2-磺

酸盐、对甲苯磺酸盐、扁桃酸盐以及类似盐。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。

[0094] 可以通过本领域技术人员可获得的任何程序来制备共聚物。例如，可以在缩合条

件下利用在溶液中的所期望摩尔比率的氨基酸、或通过固相合成程序，来制备共聚物。缩合

条件包括适当温度、pH、和溶剂条件，用于缩合一个氨基酸的羧基与另一个氨基酸的氨基以

形成肽键。缩合剂，例如，二环己基碳二亚胺，可以用来促进肽键的形成。

[0095] 保护基团可以用来保护官能团，如侧链部分和一些氨基或羧基避免不希望的副反

应。在美国专利号3,849,550(其全部内容以引用方式结合于本文)中披露的方法可以用于

制备本发明的共聚物。例如，在环境温度下在无水二氧杂环己烷中并用二乙胺作为引发剂，

来聚合酪氨酸的N-羧基酸酐、丙氨酸、γ-苄基谷氨酸和N,ε-三氟乙酰基-赖氨酸。可以通过

在冰醋酸中的溴化氢来解封谷氨酸的γ-羧基。通过1摩尔哌啶来从赖氨酸除去三氟乙酰

基。本领域技术人员容易明了，该方法可以加以调节以制备包含所期望的氨基酸的肽和多

肽，即，在共聚物1中四种氨基酸中的三种，其中通过选择性地消除涉及谷氨酸、丙氨酸、酪

氨酸、或赖氨酸的任何一种的反应。美国专利号6,620,847、6,362,161、6,342,476、6,054,
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430、6,048,898和5,981,589(其全部内容以引用方式结合于本文)披露了用于制备醋酸格

拉默(Cop-1)的改进方法。对于本申请的目的来说，术语“环境温度”和“室温”通常是指约20

℃至约26℃的温度。

[0096] 可以在多肽合成期间或在已制备聚合物以后来调节共聚物的分子量。为了在多肽

合成期间调节分子量，调节合成条件或氨基酸的量，使得当多肽达到近似所期望的长度时

停止合成。在合成以后，可以通过任何可获得的尺寸选择程序来获得具有所期望的分子量

的多肽，如用分子量分级柱(molecular  weight  sizing  column)或凝胶对多肽进行的层析

法，以及所期望的分子量范围的收集。还可以部分地水解多肽以除去高分子量物质，例如，

通过酸或酶水解，然后加以纯化以除去酸或酶。

[0097] 在一种实施方式中，可以通过一种方法来制备具有所期望的分子量的共聚物，该

方法包括反应受保护多肽和氢溴酸以形成具有所期望的分子量分布的三氟乙酰基-多肽。

在由一种或多种测试反应预先确定的温度下进行反应一定时间。在测试反应期间，变化时

间和温度，并确定给定批的测试多肽的分子量范围。为该批多肽提供最佳分子量范围的测

试条件用于上述批。因此，可以通过一种方法来制备具有所期望的分子量分布的三氟乙酰

基-多肽，该方法包括在由测试反应预先确定的温度下反应受保护多肽和氢溴酸一定时间。

然后用哌啶水溶液进一步处理具有所期望的分子量分布的三氟乙酰基-多肽，以形成具有

所期望的分子量的去保护多肽。

[0098] 在一种优选实施方式中，在约20-28℃的温度下，使来自给定批的受保护多肽的测

试样品和氢溴酸反应约10-50小时。通过运行若干测试反应来确定用于该批的最佳条件。例

如，在一种实施方式中，在约26℃的温度下，使受保护多肽和氢溴酸反应约17小时。

[0099] 在某些实施方式中，剂型包括但不限于可生物降解可注射储药系统(depot 

system)如，基于PLGA的可注射储药系统、基于非PLGA的可注射储药系统、和可注射可生物

降解凝胶或分散体。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。如在本文中所使用的，术语

“可生物降解”是指这样的成分，其随着时间的推移在其表面会发生侵蚀或降解，这至少部

分地起因于与存在于周围组织液中的物质的接触，或通过细胞作用。尤其是，可生物降解成

分是聚合物如但不限于基于乳酸的聚合物如聚丙交酯例如聚(D,L-丙交酯)即PLA；基于乙

醇酸的聚合物如聚乙交酯(PGA)例如来自Durect的 聚(D,L-丙交酯-乙交酯)即

PLGA(来自Boehringer的 RG-504、 RG-502、 RG-504H、

RG-502H、 RG-504S、 RG-502S，来自Durect的 )；

聚己内酯如聚(e-己内酯)即PCL(来自Durect的 )；聚酐；聚(癸二酸)SA；聚(蓖麻油

酸)RA；聚(富马酸)，FA；聚(脂肪酸二聚体)，FAD；聚(对苯二甲酸)，TA；聚(间苯二甲酸)，

IPA；聚(对{羧基苯氧基}甲烷)，CPM；聚(对{羧基苯氧基}丙烷)，CPP；聚(对{羧基苯氧基}己

烷)CPH；聚胺、聚氨酯、聚酯酰胺、聚原酸酯{CHDM：顺式/反式-环己基二甲醇，HD:l,6-己二

醇，DETOU：(3,9-二亚乙基-2,4,8,10-四氧杂螺十一烷)}；聚二氧杂环己酮；聚羟基丁酸酯；

聚草酸亚烷基酯(polyalkyleneoxalate)；聚酰胺；聚酯酰胺；聚氨酯；聚缩醛；聚缩酮；聚碳

酸酯；聚原碳酸酯；聚硅氧烷；聚磷腈；琥珀酸酯；透明质酸；聚(苹果酸)；聚(氨基酸)；聚羟

基戊酸酯；聚琥珀酸亚烷基酯(polyalkylene  succinates)；聚乙烯吡咯烷酮；聚苯乙烯；合

成纤维素酯；聚丙烯酸；聚丁酸；三嵌段共聚物(PLGA-PEG-PLGA)、三嵌段共聚物(PEG-PLGA-

PEG)、聚(N-异丙基丙烯酰胺)(PNIPAAm)、聚(环氧乙烷)-聚(环氧丙烷)-聚(环氧乙烷)三嵌
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段共聚物(PEO-PPO-PEO)、聚戊酸；聚乙二醇；聚羟基烷基纤维素；甲壳质(chitin)；壳聚糖；

聚原酸酯和共聚物、三元共聚物；脂质如胆固醇、卵磷脂；聚(谷氨酸-谷氨酸乙酯)及类似

物、或它们的混合物。

[0100] 在一些实施方式中，本发明的组合物包含可生物降解聚合物，其选自但不限于

PLGA、PLA、PGA、聚己内酯、聚羟基丁酸酯、聚原酸酯、聚链烷酸酐、明胶、胶原、氧化纤维素、

聚磷腈等。每个可能性表示单独的实施方式。

[0101] 目前优选的可生物降解聚合物是基于乳酸的聚合物，更优选聚丙交酯、或聚(D,L-

丙交酯-乙交酯)即PLGA。优选地，可生物降解聚合物的存在量为组合物的约10％至约98％

w/w。基于乳酸的聚合物具有100:0至约0:100的乳酸与乙醇酸的单体配比，优选100:0至约

10:90，并具有约1,000至200,000道尔顿的平均分子量。然而，应当明了，可生物降解聚合物

的量是由参数如应用的持续时间等来确定。

[0102] 本发明的组合物可以进一步包含一种或多种药用赋形剂，其选自但不限于辅助表

面活性剂、溶剂/共溶剂、水不混溶性溶剂、水、水混溶性溶剂、油性成分、亲水性溶剂、乳化

剂、防腐剂、抗氧化剂、防泡剂、稳定剂、缓冲剂、pH调节剂、渗透剂、通道形成剂、渗透调节

剂、或本领域已知的任何其它赋形剂。适宜的辅助表面活性剂包括但不限于聚乙二醇、聚氧

乙烯-聚氧丙烯嵌段共聚物(称作“泊洛沙姆”)、聚甘油脂肪酸酯如单月桂酸十甘油酯

(decaglyceryl  monolaurate)和单肉豆寇酸十甘油酯(decaglyceryl  monomyristate)、山

梨聚糖脂肪酸酯如脱水山梨醇单硬脂酸酯、聚氧乙烯山梨坦脂肪酸酯如聚氧乙烯脱水山梨

醇单油酸酯(吐温)、聚乙二醇脂肪酸酯如聚氧乙烯单硬脂酸酯、聚氧乙烯烷基醚如聚氧乙

烯月桂基醚、聚氧乙烯蓖麻油和硬化蓖麻油如聚氧乙烯硬化蓖麻油等或它们的混合物。每

个可能性表示本发明的单独的实施方式。适宜溶剂/共溶剂包括但不限于醇、三乙酸甘油

酯、二甲基异山梨醇、四氢呋喃聚乙二醇醚(glycofurol)、碳酸丙二酯、水、二甲基乙酰胺等

或它们的混合物。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。适宜的防泡剂包括但不限于

硅酮乳液或倍半油酸山梨聚糖。用来在本发明的组合物中防止或减少成分的恶化的适宜的

稳定剂包括但不限于抗氧化剂如甘氨酸、α-生育酚或抗坏血酸、BHA、BHT等或它们的混合

物。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。适宜的张力调节剂包括但不限于甘露醇、氯

化钠、和葡萄糖。每个可能性表示本发明的单独的实施方式。适宜的缓冲剂包括但不限于醋

酸盐、磷酸盐、和柠檬酸盐(具有适宜的阳离子)。每个可能性表示本发明的单独的实施方

式。

[0103] 可以通过本领域已知的任何方式来制备本发明的组合物。目前优选的是将格拉默

或其盐共聚物加入胶体递送系统，例如，可生物降解微颗粒，从而便于借助于通过颗粒的聚

合物壁的扩散和通过在体内的水介质或生物流体中的聚合物降解来实现释放迟缓。可以通

过称作“双重乳化”的工艺并以可注射微颗粒的形式来制备本发明的组合物。简要地，将水

溶性共聚物的浓缩溶液分散于可生物降解或不可生物降解聚合物在水不混溶性挥发性有

机溶剂(例如二氯甲烷、氯仿等)中的溶液。然后将如此获得的“油包水”(w/o)乳液分散在包

含表面活性剂(例如聚乙烯醇-PVA、聚山梨酯、聚氧化乙烯-聚氧化丙烯嵌段共聚物、纤维素

酯等)的连续外部水相中，以形成“水包油包水(w/o/w)双重乳液”小滴。在蒸发有机溶剂以

后，固化微颗粒并通过过滤或离心加以收集。用纯化水洗涤收集的微颗粒(MP)以消除大多

数表面活性剂和非结合肽，然后再次离心。在没有添加剂或添加冷冻保护剂(甘露醇)的条
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件下，收集和冷冻干燥经洗涤的MP，以促进它们随后的重建。

[0104] 可以通过各种参数来确定“水包油包水(w/o/w)双重乳液”的颗粒尺寸，包括但不

限于在此步骤中外加力的量、混合速度、表面活性剂类型和浓度等。适宜的颗粒尺寸为约1

至100μm。

[0105] 本发明的储药系统包括本领域技术人员已知的任何形式。适宜的形式包括但不限

于可生物降解或不可生物降解微球体、可植入棒、可植入胶囊、和可植入环。每个可能性表

示本发明的单独的实施方式。另外包括延长释放凝胶储药和易侵蚀基质。每个可能性表示

本发明的单独的实施方式。适宜的可植入系统描述于例如US  2008/0063687，其全部内容以

引用方式结合于本文。如在本领域已知的，可以利用适宜的微型挤出机如那些例如在

http://www.randcastle.com/prodinfo.html中描述的微型挤出机，来制备可植入棒。

[0106] 根据本发明的原则，相对于市售每日注射剂型，本发明的长效药物组合物可以提

供相同或更好的疗效，并在局部和/或全身水平下，具有降低的副作用的发生率和降低的副

作用的严重性。在一些实施方式中，和大致相同剂量的醋酸格拉默的立即释放制剂相比，本

发明的组合物可以提供格拉默在主体中的延长释放或延长作用。

[0107] 本发明包括醋酸格拉默或格拉默的任何其它药用盐与至少一种其它活性剂的联

合疗法。在本发明的范围内的活性剂包括但不限于干扰素，例如聚乙二醇化或非聚乙二醇

化α-干扰素、或β-干扰素，例如干扰素β-1a或干扰素β-1b、或τ-干扰素；具有可选的抗增生/

抗肿瘤活性的免疫抑制剂，例如米托蒽醌(mitoxantrone)、甲氨蝶呤、硫唑嘌呤

(azathioprine)、环磷酰胺、或类固醇，例如甲泼尼龙、泼尼松或地塞米松，或类固醇分泌

剂，例如ACTH；腺苷脱氨酶抑制剂，例如克拉屈滨(cladribine)；相对于各种T细胞表面标记

的IV免疫球蛋白G(例如如在Neurology,1998,May50(5):1273-81中所披露的)单克隆抗体，

例如那他珠单抗(natalizumab) 或阿仑单抗(alemtuzumab)；TH2促进细

胞因子，例如IL-4、IL-10，或抑制TH1促进细胞因子的表达的化合物，例如磷酸二酯酶抑制

剂，例如己酮可可碱(pentoxifylline)；解痉剂，其包括巴氯芬(baclofen)、地西泮

(diazepam)、吡拉西坦、丹曲林(dantrolene)、拉莫三嗪(lamotrigine)、利鲁唑

(rifluzole)、替扎尼定、可乐定、β阻滞剂、赛庚啶、奥芬那君或大麻素；AMPA谷氨酸受体拮

抗剂，例如2,3-二羟基-6-硝基-7-氨磺酰苯并(f)喹喔啉、[1,2,3,4,-四氢-7-吗啉基-2,3-

二氧代-6-(三氟甲基)喹喔啉-i-基]甲基膦酸酯、1-(4-氨基苯基)-4-甲基-7,8-亚甲基-二

氧-5H-2,3-苯并二吖庚因(1-(4-aminophenyl)-4-methyl-7,8-methylene-dioxy-5H-2,3-

benzodiazepine)、或(-)1-(4-氨基苯基)-4-甲基-7,8-亚甲基-二氧-4,5-二氢-3-甲基氨

基甲酰基-2,3-苯并二吖庚因；VCAM-1表达的抑制剂或它的配体的拮抗剂，例如α4βl整联蛋

白VLA-4和/或α-4-β-7整联蛋白的拮抗剂，例如那他珠单抗 抗巨噬细胞

迁移抑制因子(Anti-MIF)；xii)组织蛋白酶S抑制剂；xiii)mTor抑制剂。每个可能性表示本

发明的单独的实施方式。目前优选的一种其它活性剂是FTY720(2-氨基-2-[2-(4-辛基苯

基)乙基]丙-1,3-二醇；芬戈莫德)，其属于免疫抑制剂。

[0108] 以下实施例用来更充分说明本发明的某些实施方式。然而，决不应将它们看作是

限制本发明的范围。本领域技术人员可以容易地设计本文披露的原则的许多变化和改进而

不偏离本发明的范围。

[0109] 实施例
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[0110] 实施例1：一般制备方法

[0111] 基于PLGA的可注射长效颗粒

[0112] 通过溶剂萃取/蒸发方法(单乳液)来制备微颗粒。将包含250mg的PLGA和200mg醋

酸格拉默的50:50的二氯甲烷/乙醇溶液慢慢倒入包含2％PVA的水溶液(200ml)并在25℃下

利用机械搅拌器(300rpm)加以乳化。在搅拌(100rpm)下蒸发有机溶剂2h。通过离心来收集

如此形成的微颗粒并用蒸馏水洗涤以除去过多的乳化剂。然后冷冻干燥最终悬浮液以获得

细粉。

[0113] 基于聚己内酯的可注射储药(depot)颗粒

[0114] 通过溶剂萃取/蒸发方法(单乳液)来制备微颗粒。将包含500mg聚己内酯和200mg

醋酸格拉默的70:30的二氯甲烷/丙酮溶液慢慢倒入包含2％PVA、1％吐温80的水溶液

(200ml)，然后在25℃下利用机械搅拌器(500rpm)加以乳化。在搅拌(300rpm)下蒸发有机溶

剂4h。通过离心来收集形成的微颗粒并用蒸馏水洗涤，以除去过多的乳化剂。然后冷冻干燥

最终悬浮液以获得细粉。

[0115] 基于PLGA的植入棒

[0116] 通过溶剂萃取/蒸发方法来制备长度为20mm和直径为2mm的基于PLGA的可生物降

解棒状植入物。将包含250mg的PLGA和200mg醋酸格拉默的50:50的二氯甲烷/乙醇溶液慢慢

倒入特制的棒状模具。在室温的真空烘箱中蒸发有机溶剂12小时。可替换地，通过在85-90

℃下挤出250mg的PLGA和200mg格拉默的混合物来制备棒状植入物，其中利用模具直径为

0.8或1.0mm的螺杆式挤出机(Microtruder  Rancastle  RCP-0250或类似挤出机)。

[0117] 实施例2：分析方法–醋酸格拉默的测定

[0118] 设备

[0119] 分光光度计

[0120] 分析天平，能够精确地称量到0.01mg

[0121] 材料和试剂

[0122] 醋酸格拉默83％，作为参考标准

[0123] 2,4,6-三硝基苯磺酸(TNBS，苦基磺酸(picrylsulfonic  acid)，170.5mM)，5％在

MeOH中

[0124] 0.1M硼酸盐缓冲液pH  9.3(十水四硼酸钠MW  381.37)

[0125] 纯化水

[0126] 0.5、1.0、2.0和7.0mL的容量吸移管

[0127] 各种各样的玻璃器皿。

[0128] 制备

[0129] 格拉默储备溶液400μg/mL的制备

[0130] 将4.8mg醋酸格拉默(效力83％，作为参考标准的基础)称量到10ml容量瓶。添加大

约7ml的0.1M硼酸盐缓冲液以在超声波浴中溶解醋酸格拉默。用0.1M硼酸盐缓冲液进一步

稀释溶液以获得格拉默储备溶液400μg/ml(作为基础)。

[0131] 0.25％TNBS工作溶液的制备

[0132] 在使用前，用水(20倍；例如50μl和950μl水)稀释TNBS的5％储备溶液，以获得

0.25％TNBS工作溶液。
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[0133] 校准曲线标准制备

[0134] 按照表1来制备8个格拉默校准标准溶液(cSTD；各自4ml)。

[0135] 表1.醋酸格拉默的标准溶液

[0136]

[0137] 光密度测量

[0138] 将1.0ml的各种格拉默校准标准溶液、样品(两份)和试剂空白(0.1M硼酸盐缓冲

液)转移到1.5ml聚丙烯离心管，其中添加50μl的0.25％TNBS工作溶液。充分混合溶液并将

溶液保持在室温下30分钟。在420nm和700nm处读每种获得的溶液的光密度，并计算这些密

度的差异，以避免起因于胶体系统的光散射的误差。计算了所选浓度范围的校准曲线。

[0139] 接受标准

[0140] 按照以下公式的计算，重复样品制备的结果之间的差异是NMT  5％：

[0141]

[0142] 式中，Rspl1是获自样品1的结果以及Rspl2是获自样品2的结果。

[0143] 实施例3：加载有醋酸格拉默的PLGA微颗粒的制备

[0144] 外部(连续)水相：在纯化水中的30ml的0.75％NaCl溶液，进一步包含0.5％部分地

水解(87-89％)的聚乙烯醇(PVA)作为表面活性剂，0.2％聚山梨酯-80(吐温-80)用于MPG-

10以及2％PVA用于空白MP制剂。

[0145] 内部水相(用于肽溶液)：150-200μl纯化水/25-30mg醋酸格拉默。利用超声波浴来

将醋酸格拉默溶解于水。

[0146] 有机聚合物溶液(油相)：在2-5mL二氯甲烷中的165-300mg的PLGA。可选地，将反离

子进一步溶解或分散于有机相。

[0147] 制备程序

[0148] 油包水(w/o)乳液制备：在试管中，直接混合包含溶解的醋酸格拉默的内部水相和

包含在CH2Cl2中的PLGA溶液的油相。充分摇动混合物并用超声波压头(钛尖端，最大功率为

120瓦，工作功率为10-15％，3-5个循环，每个循环为5秒)加以处理。可选地，利用冰或冰水

来进行冷却以避免二氯甲烷的沸腾。

[0149] 双重乳液(w/o/w)制备：在各种速度下，用高剪切混合器(小型混合器，VDI-12，轴

直径10mm，和较大混合器，OMNI-1100，轴直径18mm)进一步处理如此获得的在聚合物PLGA有

机溶液中的醋酸格拉默溶液的w/o乳液30-120秒。
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[0150] 溶剂消除：将具有如此形成的双重乳液的敞口烧杯放置在磁板搅拌器上并在室温

下在通风橱中搅拌3-4小时，直到蒸发所有二氯甲烷并且微颗粒已固化。

[0151] 微颗粒的离心：在2000-5000g下离心固化微颗粒的悬浮液10分钟，将上清转移到

分开的容器并分析醋酸格拉默含量，以估算肽掺入和结合。

[0152] 微颗粒的洗涤：利用漩涡和超声波浴将按照上述程序的沉降的微颗粒悬浮在10ml

纯化水中，然后摇晃或声处理2-3分钟。在2000-5000g下再次离心分离微颗粒的悬浮液10分

钟，将上清转移到分开的容器并分析醋酸格拉默含量。

[0153] 冷冻干燥：将微颗粒的洗涤沉淀物再悬浮于3-5ml纯化水或5％甘露醇，转移到

10ml预先称重的玻璃小瓶，利用在-37至-43℃下的冷冻干燥板装置加以冷冻，然后冷冻干

燥(在-20℃和真空0.05巴下主要干燥16-48小时，在+20℃和0.025巴下最后干燥12-16小

时)。在冷冻干燥以后称量小瓶，用溴化丁基橡胶瓶塞封闭，然后在冰箱的储存条件下存放

直到使用。

[0154] 颗粒尺寸的估算：利用光场和相衬显微术(Leutz  OrthoplanTM，德国)来评估微颗

粒的颗粒尺寸，其中物镜为40x和10x，以及台式测微计的量程为1-1000μm。

[0155] 利用包含0.75％氯化钠的水相来制备所有微颗粒制剂，以增加外部渗透压以及改

善水溶性带电荷药物的掺入。借助于2％PVA作为表面活性剂来获得空白微颗粒(第一个实

验)，而对于所有加载肽的制剂的制备则使用0.5％PVA。

[0156] 制备工艺的组成和参数列于表2-5。

[0157] 表2.用于醋酸格拉默(GA)的缓释的PLGA微颗粒(制剂1-4)

[0158]
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[0159]

[0160] 将来自德国IKA的具有定子的较小直径(轴12mm)和速度范围8-30 ,000rpm的VWR 

VDI-12高剪切混合器设定在#5位置(大约24,000rpm)。在2％PVA相中，在二氯甲烷中的大约

10％PLGA溶液的短期处理(30秒)用来制备空白MP样品，其导致具有相对较宽尺寸分布(10-

50μm)的光滑球形微颗粒。由于发泡，在表面活性剂的较低浓度下进行进一步处理。还延长

均化时间(1或2分钟处理)以获得更窄的尺寸分布。

[0161] 由于在双重乳液中内部水相的存在，所以，当在光学显微镜下观测时，用格拉默肽

制备的所有微颗粒在MP表面上或在颗粒内具有可见夹杂物和孔隙标志。

[0162] 表3.用于缓释醋酸格拉默(GA)的PLGA微颗粒(制剂5-7)

[0163]
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[0164]

[0165] 离心形成的加载有醋酸格拉默的微颗粒，将颗粒重新悬浮于纯化水，洗涤并重复

离心分离。分析上清液和(在一些情况下)洗涤水的醋酸格拉默含量。将经离心的沉淀物重

新悬浮于纯化水或5％甘露醇溶液，然后冷冻干燥。

[0166] 表4：用于缓释醋酸格拉默(GA)的PLGA微颗粒(制剂05R、08-011和格拉默的生育酚

琥珀酸盐)

[0167]
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[0168]

[0169] 借助于超声波压头60秒(6x10秒)和冰冷却，通过将格拉默的水溶液悬浮于包含先

前溶解的等摩尔量的生育酚琥珀酸的二氯甲烷，来制备生育酚琥珀酸(MW  530，一个COOH当

量，265道尔顿)和醋酸格拉默(MW4,700-11,000，一个NH2当量，～693道尔顿)的等摩尔复合

物(盐)的制剂。在蒸发有机溶剂和水以后，收集如此形成的水不溶性产物，用纯化水和用干

乙醇洗涤，然后用于进一步研究而没有另外的纯化。

[0170] 表5.用于缓释醋酸格拉默(GA)的PLGA微颗粒(制剂MPG-12-15)

[0171]
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[0172]

[0173] 冷冻干燥

[0174] 在离心和洗涤以后，在沉降物再悬浮液于纯化水以后“原样”地，或在一些情况下

借助于添加冷冻保护剂(将沉降物重新悬浮于5％甘露醇溶液)，来冷冻干燥微颗粒制剂。利

用冷冻干燥器板在-37至-43℃下冷冻样品1小时，然后在0.050毫巴和-20℃下利用冷冻干

燥器“Alpha  2-4LSC”(Christ，德国)冷冻干燥24-48小时，最后在0.025毫巴和+20℃下干燥

10-16小时。在两种再悬浮程序中，均可以容易地重建冷冻干燥产物。和没有冷冻保护剂的

制剂相比，甘露醇的使用导致容易重建的产物，但这样的组成包含显著量的压载材料，因而

需要更加复杂的计算来确定活性物质的真实浓度。

[0175] 实施例4：来自PLGA微颗粒的醋酸格拉默的体外释放

[0176] 设备

[0177] 20ml小瓶

[0178] 多点磁性搅拌器

[0179] 恒温箱

[0180] 吸移管

[0181] UV-Vis分光光度计Shimadzu  1601

[0182] 试剂和塑料/玻璃器皿

[0183] 试验样品

[0184] 制剂MPG-02、03、04、05、05R、06、07、12、13、14、和15-50mg干燥的冷冻干燥微颗粒。

[0185] 制剂MPG-08、09、10、和11：对应于50mg干燥的微颗粒的量，用5％甘露醇加以冷冻

干燥。

[0186] 对照醋酸格拉默溶液20-50μg/mL(作为基础)，在具有0.05％叠氮化钠的PBS中)

[0187] 温度：37℃

[0188] 为了评估掺入的醋酸格拉默自加载有醋酸格拉默的可生物降解PLGA微颗粒(各种

制剂)的释放，已采用了以下工艺。

[0189] 工艺描述：将20ml的PBS(0.01M磷酸盐，0.05％NaN3)pH  7.4加入每个小瓶。将小瓶
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置于37℃下并用小磁体搅拌。在10,000g下离心600μl样品5分钟。将500μl上清转移到1.5ml

微管，接着添加500μl的0.1M硼酸盐缓冲液(2倍稀释)和50μl的TNBS。强烈地混合获得的组

合物并保持在工作台上30分钟。利用TNBS方法进行分析。

[0190] 将用500μl新鲜PBS(含有NaN3)重新悬浮的剩余的沉淀颗粒返回到小瓶。在另外的

释放工艺(对于每个时间点，2.5％)中，进行醋酸格拉默的释放量的正确计算。

[0191] 利用装备有多点磁性搅拌器的37℃的恒温箱，在紧密封闭的20ml玻璃小瓶中，进

行掺入的醋酸格拉默的释放。磷酸盐缓冲盐水(PBS)(pH7.4)用作释放介质。

[0192] 在10-32天期间，测试醋酸格拉默的释放。

[0193] 计算用于在1-200μg/ml范围内的校准曲线的方程(Shimadzu  UV-1601)为：

[0194] OD＝0.035+0.0132*C(r2＝0.9985)

[0195] 式中OD–光密度(在420和700nm处的差异)

[0196] C–醋酸格拉默基质的浓度，μg/ml

[0197] 制剂MPG01-MPG07的肽释放的结果示于图1。在制剂MPG-05中，其基于具有酸性端

基(Resomer  RG  502H)和没有疏水性相反离子的低分子量PLGA聚合物，获得掺入醋酸格拉

默的最快释放(1-10天，40％)。具有相对少量的生育酚琥珀酸作为相反离子(MPG-03)的中

性聚合物RG  502也呈现显著释放(2-12天，～30％)，但具有较低绝对释放值。包含较高量相

反离子的制剂显示药物释放的抑制。不受限于任何理论或作用机制，这可以归因于所形成

的复合物的高疏水性。另外，包含DCP或DMPG的微颗粒的制备伴随聚集体的形成和较宽的颗

粒尺寸分布。

[0198] 代替VDI-12(12mm轴)，更大和更强大高剪切混合器OMNI  GLH(轴直径20mm，5000-

30000rpm)的使用导致微颗粒(制剂8-11)的尺寸的显着下降和增加的表面平滑度。增加有

机溶剂的量(MPG-02)会减少肽掺入微颗粒。不受限于任何理论或作用机制，这可能归因于

中间o/w/o双重乳化小滴尺寸的增加。类似地，使用聚山梨酯作为非离子型表面活性剂还负

面影响药物加载(MPG-10，具有0.2％吐温-80)。和没有相反离子的制剂(MPG-05、MPG-05R)

相比，疏水性相反离子(生育酚琥珀酸、双肉豆蔻酰磷脂酰甘油DMPG、双十六烷基磷酸酯

DCP)的添加会显著阻碍自聚合物微颗粒的肽释放。不受限于任何理论或作用机制，疏水性

相反离子的添加可以提供具有妥协特性的微颗粒(MPG-06)。

[0199] 和PLGA的分子量相比，所使用的聚合物的化学结构显示对释放性能的更大影响。

Resomers  RG  502H和RG  502(MW约17,000道尔顿)具有非常类似的扩散系数，但确定所包括

肽自聚合物基质的释放的主要因素是在醋酸格拉默的正电荷的Lys部分和在PLGA聚合物中

的羧酸端基之间的多点离子相互作用。中性 RG  502甚至在有相反离子存在的条

件下(MPG-02、03)也显示较低的结合能力，而具有较高分子量的中性 RG  503则

显示更好结合但非常缓慢的释放(MPG-10、11)。

[0200] 对于这样的小规模批次，自分别制备的相同制剂(MPG-05和MPG-05R)的重复释放

实验显示合理的类似行为和良好的重现性。醋酸格拉默与 RG  502H的制剂显示

类似的爆发效应(～30％)、良好的初始肽结合和快速的药物释放(图2)。

[0201] 生育酚琥珀酸(tocopheryl  succinate)的等摩尔复合物(盐)的制剂具有高结合

和极低的水溶性(～5μg/ml)。不受限于任何理论或作用机制，这可以起因于二酸(生育酚琥

珀酸)和聚合物的聚胺分子的离子交联。聚合物自在PBS中的这种盐的释放是极其缓慢的。
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对于聚合物微颗粒，当生育酚琥珀酸掺入PLGA基质时，仅部分的这种二酸可以相互作用于

聚合物，并且为了完全释放抑制，需要较高量的生育酚琥珀酸。所以，可以通过格拉默和

PLGA的比例来调节释放速率。所使用的有机溶剂的量也可以具有重要性(但在较低程度

上)。

[0202] 制剂12-15，其基于在药物和聚合物之间具有不同比例的 RG  502H，表

明，在控制最初的爆发效应、结合水平和释放速率方面上述比例起着重要的作用。PLGA和肽

的量的调节以及疏水性相反离子(如生育酚琥珀酸)的添加便于制备具有高结合、低初始爆

发和合理的释放速率的微颗粒制剂(MPG-12–15)(图3)。

[0203] 实施例5：比例放大

[0204] 醋酸格拉默微颗粒制剂的冷冻干燥样品

[0205] MPG-14  SU-1–MPG-014的制剂，是利用更大的反应容器和在低速下的更大的均化

器(OMNI  GLH)来制备。

[0206] 共计–13个小瓶；每个小瓶包含大约235mg冷冻干燥制剂，其中醋酸格拉默的总含

量为～18.2mg/小瓶，等于～75μg/mg冷冻干燥制剂。

[0207] MPG-15  SU-1–MPG-015的制剂，是利用更大的反应容器和在低速下的更大的均化

器(OMNI  GLH)来制备。

[0208] 共计–10个小瓶；每个小瓶饮食大约145mg冷冻干燥制剂，其中醋酸格拉默的总含

量为～14.9mg/小瓶，等于～100μg/mg冷冻干燥制剂。

[0209] MPG-14  SU-2–MPG-014的制剂，是利用相同反应容器、相同均化器(VDI  12)和相同

参数、并重复工艺若干次来制备。充分洗涤组合物以降低初始爆发。

[0210] 共计–12个小瓶；每个小瓶包含大约88mg冷冻干燥制剂，其中醋酸格拉默的总含量

为～6.3mg/小瓶，等于～72μg/mg冷冻干燥制剂。

[0211] MPG-15  SU-2–MPG-015的制剂，是利用相同反应容器、相同均化器(VDI  12)和相同

参数、并重复工艺若干次来制备。充分洗涤组合物以降低初始爆发。

[0212] 共计–12个小瓶；每个小瓶包含大约55mg冷冻干燥制剂，其中醋酸格拉默的总含量

为～5.6mg/小瓶，等于～100μg/mg冷冻干燥制剂。

[0213] 将所有冷冻干燥样品存储于+4℃的冰箱，并在使用前加以重建。

[0214] 制剂和稀释剂(葡萄糖溶液)之间的比例为至少1:5，优选1:10和更高。在给予重建

样品以前，进行剧烈摇晃。这些制剂的释放曲线示于图4和5。

[0215] 因而，证明了醋酸格拉默的高度水溶性肽掺入可生物降解聚合物微颗粒。微颗粒

显示聚合物的良好结合、合理的药物加载和降低的初始释放爆发，其可以通过采用不同的

组成和制备工艺来调节。在37℃下，在搅拌水介质(磷酸盐缓冲盐水，pH  7 .4)中，制备自

502H并加载有醋酸格拉默的PLGA微颗粒可以提供掺入肽的体外释放，其中释放

速率为3-5％/天，时间为10-15天。

[0216] 实施例6：实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)模型

[0217] 实验性自身免疫性脑脊髓炎(EAE)是一种炎性自身免疫性脱髓鞘病，其可以在实

验动物中通过注射髓磷脂碱性蛋白来诱导。上述疾病已变成用来研究临床和实验性自身免

疫性疾病的标准实验模型。事实上，许多文章(例如，Abramsky  et .al .,J  Neuroimmunol

(1982)2  1和Bolton  et  al.,J  Neurol  Sci.(1982)56  147)注意到，在动物中的慢性复发
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EAE和人类中的多发性硬化症的相似性尤其牵涉EAE用于研究自身免疫性脱髓鞘病如多发

性硬化症的价值。因此，EAE试验模型用来建立本发明的制剂相对于多发性硬化症的活性。

按照以下程序来进行上述测试。

[0218] 在雌性Lewis大鼠的脚掌中注射在完全弗氏佐剂中的12 .5μg髓磷脂碱性蛋白

(MBP)(制备自豚鼠脊髓)。以各种剂量，通过注射，将本发明的制剂给予实验动物，每周/两

周/月一次。将对照制剂给予某些其它实验动物。然后称量动物并按照0至3的级别(0＝没有

变化；1＝弛缓性尾巴；2＝后肢无能；以及3＝髂腹间髂腹间麻痹/濒死)每日评分EAE的症

状。如果达到3的评分，则处死动物。

[0219] 实施例7：利用EAE模型进行体内研究

[0220] 为了确定本发明的制剂对MS的鼠模型的效应，诱导实验性自身免疫性脑脊髓炎

(EAE)。在EAE免疫以前，用包含0.87％钙和1ng的1,25-(OH)2D3(Vit  D)的纯化膳食供养25-

羟基维生素D3-1α-羟化酶敲除小鼠(1α-OH  KO)两至三周。通过对6至10周龄小鼠皮下免疫

200μg的相对于髓磷脂少突胶质细胞糖蛋白(MOG  35-55)的免疫显性肽来诱导EAE。

[0221] 通过标准的9-芴基-甲氧基-羰基化学作用来合成肽。将肽溶解于包含4mg/ml热灭

活结核分枝杆菌H837a的弗氏完全佐剂(CFA；Sigma)。

[0222] 采用以下评分系统来每日检查小鼠的EAE的临床体征：0，没有体征；1，跛行尾巴；

2，后肢无力；3，后肢麻痹；4，前肢麻痹；5，濒死或死亡。

[0223] 对于发展EAE的临床体征并且评分≥2的小鼠，通过注射，给予不同剂量的本发明

的制剂加以治疗，其中注射是每周/两周/月一次。用安慰剂或用醋酸格拉默的Gold标准方

案[例如PNAS,2005,vol.102,no.52,19045–19050]来治疗对照组。然后称量小鼠并每日评

分EAE的症状。利用对发生率的双尾费希尔恰当概率实验和对所有其它测量结果的不成对t

检验来进行统计分析。P<0.05的数值被认为是统计显著的。

[0224] 虽然已特别描述了本发明，但本领域技术人员将明了，可以进行许多变化和改进。

因而，本发明并不限于特别描述的实施方式，并且通过参考权利要求将可以更容易地明了

本发明的范围和构想。
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