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Parannettu menetelma stabiilin mikrohelmikoostumuksen val-

mistamiseksi

US-patenttijulkaisussa 4 837 381 on esitetty mikro-
helmikoostumus, joka sis&ltd4 rasvaa tai vahaa tai niiden
seosta seka biologisesti aktiivista proteiinia, peptidia
tai polypeptidid ja joka soveltuu parenteraalisesti annet-
tavaksi. Patenttijulkaisussa on tuotu esiin koostumusten
soveltuvuus proteiinin, peptidin tai polypeptidin hitaa-
seen vapauttamiseen parenteraalisessa annossa seki esitet-
ty menetelmid kasvuhormonin tason kohottamiseksi ja korke-
ampien tasojen sdilyttdmiseksi k&siteltyjen eldinten ve-
ressa pitkaan ja siten eldinten painon lisd&miseksi ja
maitoa erittdvien eldinten maidontuotannon kohottamiseksi
keksinnén mukaisia koostumuksia antamalla.

Biologisesti aktiivisia makromolekyylejd sisdlta-
vien ja niitd hitaasti vapauttavien farmaseuttisten koos-
tumusten kehittamiseen 1liittyy erityisongelmia, johtuen

makromolekyylien koosta ja monimutkaisuudesta. Nama
ongelmat tulevat esille sekoitettaessa makromolekyylejéi,
erityisesti proteiineja, jotka ovat alttiita kemiallisille
ja rakenteellisille muutoksille, farmaseuttisten tdyteai-
neiden kanssa, sekd koostumusten valmistuksen ja varas-
toinnin yhteydessd. Namd ongelmat ovat farmaseuttisen for-
muloinnin asiantuntijoiden tiedossa, ja ne voidaan luoki-
tella kemialliseen stabiilisuuteen liittyviksi ongelmiksi.
Makromolekyylien rakenteen irreversiibelistd muuttumisesta
ja/tai vuorovaikutuksesta tadyteaineiden kanssa seurauksena
oleva farmaseuttisten koostumusten riitt&matén kemiallinen
stabiilisuus voi johtaa koostumuksiin, jotka joko ovat in-
aktiivisia tai eivat saa aikaan halutun tasoista biologis-
ta vastetta.

Toisen ongelmaryhmédn farmaseuttisten koostumusten
tapauksessa muodostaa fysikaalinen stabiilisuus. Yksi it-

sestadn selva esimerkki on tablettien tai implantaattien
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hankautuminen wvalmistuksen, pakkauksen tai wvarastoinnin
aikana. Toinen esimerkki on voiteen, tahnan tai geelin fy-
sikaalinen erottuminen komponenteikseen, mikd voi johtaa
vaikuttavan aineosan epatasaiseen jakautumiseen ja konsis-
tenssin muuttumiseen. Sellaisen formulan fysikaalisen
heikkenemisen seurauksena voi olla toivottujen helppokayt-
tdisyysominaisuuksien menetys ja ennalta arvaamaton annos-
tus potilaalle. Sellaisia farmaseuttisessa koostumuksessa
ilmenevid muutoksia, Jjotka eivat ole yhtad selvia, ovat
erilaiset téayteaineiden kiderakenteen tai mikroskooppisen
rakenteen muutokset. Tamantyyppiset muutokset voivat joh-
taa huomattaviin muutoksiin vaikuttavien aineiden vapautu-
misessa. Lienee selvaa, ettd farmaseuttisissa annnostus-
muodoissa tapahtuvat fysikaalisen stabiilisuuden muutok-
set, ovatpa antomuodot sitten tarkoitettuja suun kautta
tai parenteraalisesti annettaviksi, olisivat ongelmalli-
simpia hitaasti vaikuttavaa ainetta vapauttavien valmis-
teiden yhteydessd. Kaupallisesti menestyksellisten, hi-
taasti vapauttavien, farmaseuttisten annostusmuotojen eh-
doton edellytys on, ettd ne ovat sdilytt&neet vapautusomi-
naisuutensa lapi eri tuotantoerien ja suhteellisen pitkien
varastointiaikojenkin jadlkeen. Farmaseuttisen annostusmuo-
don fysikaalisen stabiilisuuden on tarkoitus kuvata seka
kdsittelyominaisuuksien, kuten esimerkiksi kovuuden, solu-
vuuden tai viskositeetin, muuttumattomuutta etta farmako-
logisen tehon muuttumattomuutta.

Keksinndén kohteena on parannettu menetelmd naiden
stabiilien, parenteraaliseen antoon soveltuvien koostu-
musten valmistamiseksi. Yksi taman keksinndén paamaara on
vield tarjota mikrohelmikoostumus, joka voidaan pakata
kayttdvalmiina formulana, jolla on hyva sdilyvyys. Nama ja
muut tavoitteet selvidvat keksinndn kuvauksesta.

Keksinndn kohteena on parannettu menetelmd mik-
rohelmikoostumuksen valmistamiseksi, joka menetelmd kéasit-

tda rasvan tai vahan tai niiden seoksen ja biologisesti
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aktiivisen proteiinin, peptidin tai polypeptidin sekoit-
tamisen keskenddn, jolloin muodostuu seos, ja mainitun
seoksen rakeistamisen mainitun mikrohelmikoostumuksen
muodostamiseksi.

Menetelmélle on tunnusomaista, ettd menetelmdn
parantamiseksi seokseen lisdtddn ennen sen rakeistamista
noin 1 - 30 % 0ljya, puolipehmedtd rasvaa, jonka sula-
mispiste on sama kuin huoneen lampdtila tai ladhelld siti,
rasvahappojohdannaista tai niiden seosta.

Koostumukset sisdltavat edullisesti noin 30 -
95 paino-% rasvaa tai vahaa tai niiden seosta ja noin 2 -
70 paino-% biologisesti aktiivista proteiinia, peptidia
tai polypeptidid.

On yllattden havaittu, ettd pienen mddran &ljva,
puclipehmedtad rasvaa ja/tai rasvahappojohdannaista 1i-
saaminen rasvojen ja/tai vahojen ja biologisesti ak-
tiivisen proteiinin, peptidin tai polypeptidin seokseen
ennen rakeistusta kiihdytt&d muuttumista alfa-kideraken-
teesta beeta-muotoon. Koska beeta-muoto on paljon stabii-
limpi, keksinndén mukaisten koostumusten stabiilisuus on
suurempi. Tamd keksint® on erityisen yllittdva otettaessa
huomioon, ettd erditd 6ljyjéd on kdytetty valiaineina ai-
kaisemmin tunnetuissa koostumuksissa rakeistuksen jalkeen,
mutta ne eivat johtaneet nopeampaan kiteiden muuttumiseen.

Koostumukset ovat sopivia annettaviksi parenteraa-
lisesti eldimille. Biologisesti aktiivisiin proteiineihin,
peptideihin tai polypeptideihin kuuluvat kasvuhormonit,
somatomediinit, kasvutekijat sek& muut biologisesti ak-
tiiviset fragmentit ja niiden johdannaiset.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle saadaan mikro-
helmikoostumus, joka voidaan pakata k&ayttévalmiina for-
mulana, jolla on lisdantyneen stabiilisuutensa ansiosta
hyva sdilyvyys.

Taman keksinndén mukaisesti valmistetuissa koostu-

muksissa kaytettaviksi soveltuvien vahojen ja rasvojen
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sulamispiste on yleensd korkeampi kuin 40 °C. Keksinndn
mukainen vaha voidaan m&&ritelld, niin kuin teoksessa
Hawley, The Condensed Chemical Dictionary, 11. painos, on
esitetty, matalalla sulavaksi seokseksi tai yhdisteeksi,
jolla on suuri moolimassa ja joka on huoneen lampdtilassa
kiinted ja on yleensd koostumukseltaan rasvojen ja &ljyjen
kaltainen, paitsi ettd se ei sis&llad glyserideja. Toiset
ovat hiilivetyja ja toiset rasvahappojen ja alkoholien
estereitd. Naihin yhdisteisiin kuuluvat tyydytetyt Ija
tyydyttdmattdmat, pitkdketjuiset C,,,,-rasvahapot, alkoho-
lit, esterit, suolat, eetterit ja niiden seokset. Ne
luockitellaan lipideihin kuuluviksi. Vahat ovat termoplas-
tisia, mutta koska ne eivat ole korkeita polymeereja,
niita ei katsota muovien ryhm&dn kuuluviksi. Niiden yl-
eisia ominaisuuksia ovat vedenhylkimiskyky, tasainen
tekstuuri, myrkyttdmyys sekd epamiellyttdvdn hajun ja
varin puuttuminen. Ne ovat palavia ja niilld on hyvat
dielektriset ominaisuudet. Ne 1liukenevat useimpiin or-
gaanisiin liuvottimiin ja ovat veteen liukenemattomia.
Padadtyypit ovat seuraavat:

I. Luonnolliset

1. Eldinperdiset (mehil&isvaha, lanoliini, sellakkavaha,
kiinalainen hydnteisvaha)

2. Kasviperaiset (karnaubavaha, kandelillavaha, myrttiva-
ha, sokeriruokovaha)

3. Mineraaliset

(a) fossiiliset eli maavahat (otsokeriitti, seresiini,
montaanivaha)

(b) maadljyvahat (parafiini, mikrokiteinen parafiini, puh-
distettu tai 6ljytdén parafiini

ITI. Synteettiset

1. Etyleeniset polymeerit ja polyolieetteriesterit ("Car-
bowax", sorbitoli)

2. Klooratut naftaleenit ("Halowax")

3. Fischer-Tropsch-synteesilla saatavat hiilivetytyyppiset
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Keksinndn mukaisessa menetelmissé kadytetty rasva
voidaan mdaritelld, niin kuin teoksessa Hawley, The Con-
densed Chemical Dictionary, 11. painos, on esitetty,
korkeampien rasvahappojen, kuten esimerkiksi steariini-
tai palmitiinihapon, glyseryyliesteriksi. Sellaiset este-
rit ja niiden seokset ovat huoneen lampdtilassa kiinteits
ja niilld on kiteinen rakenne. Esimerkkeja ovat laardi ja
tali. Rasvan ja 6ljyn v&lilla ei ole mitd&n kemiallista
erocavuutta ainoan eron ollessa se, ettid huoneen lam-
pbtilassa rasvat ovat kiinteitd ja 61jyt nestemidisid. Sana
"rasva" tarkoittaa tavallisesti nimenomaan triglyserideja,
kun taas "lipidi" sulkee sis&ansid kaikki.

Rasva koostuu edullisesti pitkdketjuisten C,,,,-ras-
vahappojen mono-, di- tai triglyseryyliestereistéi. Mono-,
di- tai triglyseridit, jotka koostuvat padasiallisesti
stearaateista, palmitaateista, lauraateista, linoleaateis-
ta, linolenaateista, oleaateista tai niiden seoksista ja
joiden sulamispiste on yli 50 °C, ovat edullisimpia. Erés
mitad edullisin rasva on glyseryylitristearaatti. Sopivia
ovat lisdksi myds rasvahappojen lipofiiliset suolat, kuten
esimerkiksi magnesiumstearaatti ja vastaavat.

Keksinnén mukaisessa menetelmidssi kaytettdva 6ljy,
puoclipehmed rasva tai rasvahappojohdannainen on aine, joka
liukenee sulatettuun kovaan rasvaan ja kiihdytt&d kovan
kiteisen rasvan fysikaalista muuttumista epdstabiilimmista
muodoista stabiilimpiin muotoihin huoneen l&mpétilassa tai
ldhelld sit&, sen jélkeen kun sulatettu kova rasva tai
vaha on rakeistettu. Oljy tai puolipehmed rasva voi sisal-
taa edullisesti sellaisten mono-, di- tai triglyseridien
seoksia tai suhteellisen puhtaita muotoja, joissa ras-
vahapporyhmdt ovat 1lyhyt- tai keskipitkéketjuisia, ts.
sisdltavat 2 - 18 hiiliatomia. Puolipehmeilld rasvoilla
tarkoitetaan glyseryyliestereitd, joiden sulamispiste on
sama kuin huoneen l&mpédtila tai l3dhellA. Rasvahappojohdan-

naisiin kuuluvat lyhyt- ja keskipitkaketjuiset rasvahapot,
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alkoholit, esterit, eetterit, suolat ja niiden seokset.
Erityisen sopivia ovat glyserididéljyt ja puolipehmedt ras-
vat, koska ne ovat kehon fysiologisia rakenneosia ja ovat
biologisesti sopivia sek& bioclogisesti hajoavia.

Keksinndén mukaisesti valmistetut mikrohelmet voi-
daan dispergoida edelleen farmaseuttisesti ja farmako-
logisesti hyvdksyttévddn nesteeseen parenteraalisesti an-
nettavaksi soveltuvan, vaikuttavaa ainetta hitaasti wva-
pauttavan koostumuksen aikaansaamiseksi. Vdliaine voi olla
vesipohjainen puskuroitu systeemi ja Oljysysteemi. 01-
jysysteemi voi olla eldin- tai kasviperdinen tai
synteettinen. Edullisia valiaineita ovat neutraalit mono-,
di- ja triglyseridinesteet sek& niiden seokset. Neutraali
6ljy on sellainen &ljy, Jjossa el ole jaljella happoa.
Sopiviin valiaineisiin kuuluvat vesipohjaiset systeemit,
kuten esimerkiksi puskuroidut fysiologiset suolaliuokset,
orgaaniset liuottimet, kuten esimerkiksi glykolit Ja
alkoholit, seka veden kanssa sekoittumattomat nesteet,
kuten esimerkiksi &ljyt, annettavan vaikuttavan aineosan
liukoisuudesta riippuen.

Taman keksinnén mukaisesti valmistetuissa koostu-
muksissa kayttodkelpoisiin biologisesti aktiivisiin prote-
iineihin, peptideihin ja polypeptideihin kuuluvat kas-
vuhormonit, somatomediinit, kasvutekijat seka muut
biologisesti aktiiviset fragmentit ja niiden johdannaiset.
Edullisia proteiineja ovat naudan, lampaan, hevosen, sian,
linnun ja ihmisen kasvuhormonit, ja niihin on tarkoitus
sisaltya luonnollista, synteettistd, yhdistelmda-DNA-
teknistd ja biosynteettistd alkuperaa olevat hormonit.
Keksinndén mukaiseen koostumukseen sisdllytettéviksi
soveltuvat lisdksi biologisesti aktiivisiin proteiineihin,
peptideihin ja polypeptideihin liittyneet metallit tai
metallisuolat samoin kuin happosuolat, johdannaiset ja

kompleksit sekd hydratoitumista estdvat aineet.
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Haluttaessa keksinnén mukaisesti valmistettuihin
koostumuksiin voidaan sisidllyttaa stabilaattoreita, sai-
léntdaineita, pinta-aktiivisia aineita, suoloja, pusku-
reita tai niiden seoksia. Edullisia stabilaattoreita ovat
dehydroetikkahappo, salisyylianilidi, sorbiinihappo, boo-
rihappo, bentsoehappo ja niiden suoclat, natriumnitriitti
ja natriumnitraatti. Sopivia mainittujen aineiden maarii,
jos niit& halutaan kaytt3a, taman keksinndn yhteydesséa
kaytettdviksi ovat maarat noin 0,1 paino-%:sta
20 paino-%:iin.

Pinta-aktiiviset aineet, jotka ovat edullisia t&man
keksinnén mukaisesti valmistetuissa biologisesti aktii-
visia makromolekyylej&d sis&ltivissid koostumuksissa kay-
tettaviksi, ovat luonteeltaan ionittomia, kuten esimerkik-
si polyoksietyleenisorbitaanimono-oleaatti (etoksylointi-
aste 20) sekd etyleenioksidin ja propyleenioksidin muodos-
tamat segmenttikopolymeerit. Sopivia pinta-aktiivisten
aineiden mddri& tAma&n keksinndn yhteydessa kéytettaviksi
ovat maarat noin 0,1 paino-%:sta 10,0 paino-%:iin.

On todettu, ettd antamalla eldimille keksinndn
mukaisesti valmistettuja koostumuksia ruiskeina sopivassa
valiaineessa voidaan saavuttaa korkeampi kasvuhormonien
taso veressd ja sailyttdd se pitempddn samoin kuin saavut-
taa suurempi painon lis&&ntyminen ja suurempi maidontuo-
tanto maitoa erittdvilld eldimilld. Yleensd bioclogisesti
aktiivisten proteiinien, peptidien ja polypeptidien korke-
ampiin tasoihin veressi liittyy hyddyllisiad ja/tai tera-
peuttisia vaikutuksia ja sellaisia tasoja havaitaan niiden
yhteydessa. Kyseisis vaikutuksia ovat painon lisd&ntymi-
nen, suurempi kasvunopeus, kohonnut maidontuotanto maitoa
erittdvilla el&imilld ja siihen liittyvd maidon parempi
saatavuus kasiteltyjen eldinten jalkeldisten imetykseen,
lihaskoon paraneminen, parantunut ravintohydtysuhde, ras-
van vaheneminen ruumiissa sek& rasvattoman lihan ja rasvan

suhteen paraneminen. Kohonneiden tasojen sdilyminen veres-
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s& on osoitus vaikuttavan aineosan hitaasta vapautumises-
ta. Kun vaikuttavan aineosan korkeampi taso veressi saa-
daan sailymddn, havaitaan yleensd sellaisia ominaisuuksia
kuin lisdantynyt maidontuotanto, kohonnut kasvunopeus, pa-
rantunut ravintohydétysuhde ja kohonnut rasvattoman lihan
osuus. Keksinndén mukaisesti valmistettuja koostumuksia
voidaan kayttdad maidontuotannon parantamiseen, eldinten
kasvunopeuden kohottamiseen, ravintohydtysuhteen paran-
tamiseen, rasvattoman lihan osuuden kohottamiseen eldimis-
sd, hormonitasojen kohottamiseen eldinten verenkierrossa
ja korkeampien tasojen yllipitamiseen.

Erds edullinen tdman keksinndén mukainen toteutus-
muoto kasittdd biologisesti aktiivisen proteiinin, pepti-
din tai polypeptidin yhdistd&misen rasva- tai vahamikrohel-
miin ja o6ljyyn tai puolipehmeddn rasvaan, jotka voivat
sis&dltda mybs osan edelld kuvatuista tdyteaineista ja koko
tdyteainemddréan, jotka sitten dispergoidaan vdliaineeseen.
Mikrohelmet, edullisesti rasvamikrohelmet, voivat olla 14-
pimitaltaan korkeintaan 1 000 um massakeskimddrdisen koon
25 - 300 um ollessa edullinen parenteraalista antamista
ajatellen. Mikrohelmistd, jotka sisaltdvat korkeintaan
noin 70 % biologisesti aktiivista proteiinia, peptidid tai
polypeptidia, vapautuminen tapahtuu hitaasti vaihtelevan
pituisen ajanjakson ajan vaikuttavan aineosan liukoisuu-
desta seka kaytettdvan vahan tai rasvan, pinta-aktiivisen
aineen, puskurin ja valiaineen luonteesta riippuen.

Keksinndén mukaisella menetelmdllad saadaan vaikutta-
vaa ainetta hitaasti vapauttava koostumus, Jjoka sisdltaa
rasvasta tal vahasta tai niiden seoksesta, biologisesti
aktiivisesta proteiini-, peptidi- tai polypeptidilaak-
eaineesta ja 6ljystd, puolipehmedstd rasvasta, rasvahap-
pojohdannaisesta tai niiden seoksesta koostuvan seoksen
dispergoituna farmaseuttisesti ja farmakologisesti hyvak-
syttavadan valiaineeseen. Hitaasti vapauttavassa koos-

tumuksessa voi esiintyd mikrohelmid ja péallystettyja
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proteiinihiukkasia. Koostumus voi olla rasvaan tai 6ljyyn
liuvotettu proteiini, tai kysymyksessid saattaa olla
hydrofobinen vuorovaikutus tai vaikuttavan aineen
sitoutuminen rasvaan tai vahaan. Mitd tulee hormonin an-
tamiseen, koostumukset, jotka sisdltévat noin 1 -
70 paino-% kasvuhormonia, somatomediinia, kasvutekij&aa tai
niiden biologisesti aktiivista fragmenttia tai johdannais-
ta, jonka massakeskimddrdinen hiukkaskoko on edullisesti
alle 20 um; noin 5 - 60 paino-% ja edullisesti noin 10 -
48 paino-% rasvaa, vahaa tai niiden seosta; noin 1 -
30 paino-% ja edullisesti 5 - 20 paino-% 8ljya ja mahdol-
lisesti korkeintaan noin 15 paino-% téyteaineita, kuten
esimerkiksi pinta-aktiivisia aineita, stabilaattoreita,
saildébntédaineita, suoloja tai puskureita tai niiden seoksia
vhdistettynad riitt&dv&an ml&rd4n jotakin farmaseuttisesti
ja farmakologisesti hyvaksytt&dvii nestemiistd v&liainetta,
jotta kokonaismdidriksi tulee 100 %. V&liaine on edella
esitetyn kaltainen vesipohjainen puskuroitu systeemi tai
6ljysysteemi.

Kasvuhormonien, kuten esimerkiksi naudan kasvuhor-
monin, parenteraalisessa antamisessa on osoittautunut,
etta mikrohelmet, jotka sisdltdvit noin 5 - 40 paino-%
kiintedtd hormonia, jonka massakeskimidrdinen hiukkaskoko
on edullisesti alle 20 um, ja korkeintaan noin 20 paino-%
edella kuvattuja muita tdyteaineita rasvassa tai vahassa
tai niiden seoksessa, jonka mddrd on noin 40 - 95 paino-%,
Ja joiden massakeskimddrdinen hiukkaskoko on 25 - 300 um,
vapauttavat hormonia hitaasti ja kohottavat maidontuotan-
toa lypsylehmilld yht&mittaisesti noin kahden viikon ajak-
si, ja sellaiset mikrohelmet ovat edullisia. Na&m& edulli-
set koostumukset ovat osoittaneet selvisti maidontuotannon
kohoamisen olevan verrattavissa siihen, joka saavutetaan
antamalla paivittdin ruiskeina naudan kasvuhormonia.

Vesiliukoisia proteiineja, peptideji tai polypepti-

dejd, kuten esimerkiksi naudan kasvuhormonia sis&ltivid
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koostumuksia annettaessa veden kanssa sekoittumattomat
nesteet ovat edullisia, &ljyjen tai nestemdisten rasvojen
sekd veteen sekoittumattomien alkoholien ja glykolien ja
niiden seosten ollessa vield edullisempia. Valiaineet va-
litaan niin, etta ne sekda dispergoivat ja paallystéavat
mikrohelmiseokset ettd antavat injektoitavalle seckselle
sopivan viskositeetin, kdyttden niiden valinnassa kritee-
reind HLB-arvoja (hydrofiilisyys-lipofiilisyystasapaino-
arvoja) ja viskositeettia.

Talla perusteella voidaan vadliaineina tédman keksin-
nén mukaisesti valmistetuissa koostumuksissa kaytt&dd ras-
vahappoglyserideja ja niiden seocksia, jotka ovat
nestemdisid ympdristdn lampdtilassa, mukaan luettuina
synteettiset 6ljyt, kasvidéljyt, kuten esimerkiksi oliivi-,
seesami-, maapdhkind-, auringonkukka-, soija-, puuvillan-
siemen-, maissi-, saflori-, palmu-, rapsi- ja kookosédljy,
eldinperdiset &ljyt, kuten esimerkiksi kala-, kalanmaksa-
ja valaanpaddljyt, sekd niistd saatavat jakeet ja niiden
seokset, joiden HLB-arvo on 1 - 5 ja viskositeetti Brook-
field-viskosimetrilld RTV akselia nro 1 kdyttden mitattuna
10 - 1 000 cP.

Keksinndén mukaisessa menetelmdssd mikrohelmet voi-
daan valmistaa sisdallyttamalla vaikuttava aineosa, jolla
on haluttu hiukkaskoko, ja muut tayteaineet sulaan ras-
vaan, vahaan tal niiden seokseen, sekoittamalla mukaan
6ljy, puolipehmed rasva ja/tai rasvahappojohdannainen ja
muodostamalla tulokseksi saadusta seoksesta sen jalkeen
mikrohelmid erilaisilla tekniikoilla, kuten esimerkiksi
emulgoimalla tai hajottamalla sumuksi (tai rakeistamalla)
seos tai kasittelem&lld aineosista ja sulasta rasvasta,
vahasta tai niiden seoksesta muodostettu seos mekaanisesti
ja jadadhdyttamdllad se esimerkiksi sentrifugilautasta kayt-
tden. Vaihtoehtoisesti seos, joka sisdltd& vaikuttavia
aineosia, tdyteaineita, rasvaa, vahaa tai niiden seosta ja

6ljya, voidaan jaadhdyttada kiintedksi materiaaliksi, joka
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voidaan sitten k&sitelld esimerkiksi jauhamalla, hienon-
tamalla tai vastaavasti.

Injektoitaviksi soveltuvia seoksia on helppo val-
mistaa dispergoimalla proteiini, peptidi tai polypeptidi,
tdyteaineet, rasva, vaha tai niiden seos seka 6ljy
korotetussa lampdtilassa suoraan vdliaineeseen ja jéahdyt-
tamallé dispersio.

Useimmista rasvoista ja rasvojen ja/tai vahojen
seoksista saadaan, kun valmistetaan mikrohelmi& suihkuha-
jotuksella kuumasta sulatteesta, hiukkasia, joiden kide-
muoto on DSC-analyysin pdasiallisesti epdstabiili alfa-
muoto. Suihkutushajotetut kovat rasvat, kuten esimerkiksi
tristeariini ja tripalmitiini, s&ilyttavat alfa-kidemuo-
tonsa useita kuukausia, kun niitd sdilytet&dan tyypillises-
sa huoneen lampdtilassa. Y1lAtt&vaa kylla, sulasekoitut-
tuina ja rakeiden tai mikrohelmien muodostamiseksi suihku-
tushajotettuina kovien rasvojen ja nestemiisten rasvojen
seoksilla on muuttuminen alfa-kidemuodosta beeta-muotoon
nopeutunut ja niilla on huomattavasti parantunut
fysikaalinen stabiilisuus, ja ne saavat siten aikaan poik-
keukselliset ominaisuudet farmaseuttisille parenteraali-
sille koostumuksille. Seoksesta riippuen muuttuminen on
suurin piirtein t&dydellistd ajassa, joka vaihtelee
muutamasta tunnista useaan vuotokauteen. Sopivia koos-
tumuksia, jotka sis&ltdvit kovia ja nestemdisia rasvoja,
ovat seuraavat: 70 - 99 osaa kovia rasvoja, jotka ovat
sellaisten rasvahappojen mono-, di- tai triglyse-
ryyliestereitd, Jjotka sisiltdvat pasasiallisti tyydy-
tettyjd Cy,.,,-hiilivetyketjuja, edullisesti Cis1s-hiilivety-
ketjuja, ja 1 - 30 osaa 6ljya tai 6ljyja, Jjotka ovat
sellaisten rasvahappojen mono-, di- tai triglyseryyli-
estereitd, joissa hiilivetyketjun pituus on 2 - 10 hii-
liatomia. _

Suspendoitaessa mikrohelmet, jotka on wvalmistettu

kovista ja nestemdisistd rasvoista vaikuttavien aineiden
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ollessa mukana tai ilman niitd, valiaineeseen viskositee-
tin kohoaminen on mikrohelmien kiderakenteen nopeamman
spontaanin muuttumisen seurauksena paljon hitaampaa, kun
suspensiota sdilytetddn tyypillisessd huoneen lampdtilassa
tai tyypillisissd jadkaappilampdétiloissa. Erityisen sopi-
via farmaseuttisiksi tayteaineiksi ovat C, ,,-rasvahappojen
muodostamat nestemdiset glyseridiesterit, koska ne ovat
biologisesti poikkeuksellisen sopivia ja biologisesti ha-
joavia. Mikrohelmilléd, jotka on valmistettu talla tavalla
epastabiilin alfa-kidemuodon nopean muuttumisen termody-
naamisesti stabiilimpaan beeta-kidemuotoon aikaansaamisek-
si, on myds seuraavat ominaisuudet: jauheiden soluvuus on
hyva, tahmeus vahdinen, taipumus agglomeroitua varastoin-
nin aikana pieni, tiheys aikaisempaa suurempi ja fysikaa-
lisen késittelyn kesto suurempi. Lisdksi nditd parannettu-
ja mikrohelmiformuloita voidaan kayttaa proteiinien, pep-
tidien ja polypeptidien hidastettuun antamiseen parente-
raalisesti ja niiden korotetun tason sdilyttdmiseen veres-
s& paremman painon nousun ja/tai suuremman maidontuotannon
saavuttamiseksi samalla tavalla kuin US-patenttijulkaisus-
sa 4 837 381 on esitetty. Ja lopuksi, ndiden mikrohelmien
fysikaalisen kéasittelyn ja stabiilisuuden huomattava pa-
rantuminen tekee mahdolliseksi valmistaa ja pakata kayttd-
valmis, kaupallisesti tyydyttédva formula, jolla on erin-
omaiset sdilyvyysominaisuudet. Keksintdd valaistaan tar-
kemmin seuraavien esimerkkien avulla, jotka eivat ole ra-
joittavia.

Esimerkit 1 - 7

Mikrohelmien fysikaalinen stabiilisuus neutraalissa

6ljyvaliaineessa

N&m& esimerkit valaisevat joukkoa mikrohelmikoostu-

muksia, jotka on saatu stabiloiduiksi huomattavassa mdarin

o\°

sis&llyttadmdlld ne koostumukseen, joka sisaltéda 2 - 15
®ljyja, puolikiinte&td rasvaa tai niiden seosta. Fysikaa-

linen stabiloituminen mitataan suspendoimalla mikrohelmet
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neutraaliin triglyserididljyvaliaineeseen ja asettamalla
suspensio alttiiksi testausolosuhteille, joiden on tarkoi-
tus jaljitella suspension varastointia lampimissa ymparoi -
vissd olosuhteissa, joissa lampdtila on joko 30 °C (86 °F)
tai 38 °C (100 °F). T&mdn esimerkin mukaisessa testissa
3 g mikrohelmid suspendoidaan 7,5 ml:aan neutraalia tri-
glyserididljya ja suspensiota pydritetddn hitaasti (2 - 6
kierrosta/min) vakioldmpdtilassa, kunnes suspensio ei endi
juockse s&ilidssd. Hyytymisaika on suunnilleen sama kuin
aika, joka kuluu siihen, ettd suspensio ei ole en&i juok-
sevaa. Tulokset on esitetty alla olevassa taulukossa 1.
Hyytymisajalle on annettu vaihtelurajat, kun tarkkaa aikaa
ei havaittu. Aika on annettu tunteina, ellei toisin ole
mainittu. Stabilointiaste ei ollut sama kunkin eran, l&h-
teen ja kovan rasvan tyypin tapauksessa; padinvastoin hyy-
tymisaika riippui kovan rasvan valinnasta ja mikrohelmi-
koostumukseen lisdtyn &ljyn tai puolipehmedn rasvan maa-
rasta ja tyypistd. Kuten tuloksista ilmenee, 6ljyn tai
puolipehmedn rasvan lisdys pidensi kuitenkin huomattavasti
hyytymisaikaa kunkin er&n, lihteen ja kovan rasvan tyypin
tapauksessa. Mikrohelmien ik& on myds esitetty alla ole-
vassa taulukossa hakasuluissa, silld se on t&rkea hyyty-
misaikaan wvaikuttava tekija, koska kiteiden muuttuminen
epastabiilimmista alfa-muodoista stabiilimpiin beeta-muo-

toihin on ajasta riippuvaista.
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Taulukko 1
0ljy tai puoli-
Rasva  pehmed rasva 30 °C:ssa
G'I‘S:L
l.a. ei lainkaan 1,5[1]
b. ei lainkaan 6-24[14)
c. 10% Miglyol™ 812® >168[1]
d. 5% GDS
2.a. el lainkaan
b. 10% Miglyol 812°
c. 10% Miglyol 812°
3.a. ei lainkaan .<111]
b. ei lainkaan 1,3[6]
c. 2% Miglyol 812° 2[8]
a. 5% Miglyol 812° 1,3([8]
e. 10% Miglyol 812°® 6-24(8]
f. 15% Miglyol 812°® 24[1)
g. 2% GDS <2[1]
h. 5% GDS 3[21]
i. 10% GDS 1.3[1]
j. 5% triasetiini 8-24[1)]
k. 2% GDS ja
10% Miglyol 812° B8-24[1]
4.a. ei lainkaan 1,6[1]
b. 10% Miglyol 812°® 24[1]
5.a. ei lainkaan 6-24[21)]
b. 10% Miglyol 812°® >168([1]
6.a. ei lainkaan 5 min[]J
b. 10% Miglyol 812° 6-24[1]
G083
7.a. ei lainkaan
b. 10% Miglyol 812°

HY{ : \)
Mikrohelmien 1kao(d)
38 C:ssa

10 min[29]
6[15]
6-24[21]

7 min{1]
1[1]

2[80]

7 min[39]
12 min[22]
1[29]

7 min[39]

1,25(8]

1,1[120]
2101
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' Esimerkeissd 1 - 5 k#ytettiin eri GTS-eri#, jota GTS:&a
myy Huls of America kauppanimelld Dynasan 118. Esimerkissi
6 kdytettiin ainetta, jota myy Pfaltz & Bauer.
? Miglyol 812F% on neutraali triglyseridi6ljy, jota myy Huls
of America.
* Aineen hankintal&hde: Gattefosse, kauppanimi Gelucire
64/02.
Esimerkki 8
Valmistetaan stabiloimaton, glyseryylitristearaat-
tia (GTS) sis8ltdvd mikrohelmiformula ja stabiloitu GTS-
mikrohelmiformula, joilla on seuraavat koostumukset:
Stabiloimattomat mikrohelmet:
28 % naudan somatotropiinia
2 % natriumbentsoaattia
0,14 % Pluronic F68%:aa (etyleenioksidin ja propyleeniok-
sidin segmenttikopolymeeri, jota myy BASF Corporation)
70 % glyseryylitristearaattia
Stabiloidut mikrohelmet:
28 % naudan somatotropiinia
2 3 natriumbentsoaattia
0,14 % Pluronic F68%:aa
63 % glyseryylitristearaattia
7 % Miglyol 812R:ta
Molemmat mikrohelmiformulat suspendoidaan samaan
madrddn neutraalia &ljyvdliainetta, ja niitd s&dilytet#in
25 °C:ssa tai 4 °C:ssa. N&ist4 varastoitavista formuloista
otetaan ajoittain ndytteitsd, joiden annetaan l&mmet# huo-
neen ld&mp&tilaan (22 - 25 °C) ennen viskositeetin mittaus-
ta (Brookfield-viskosimetri T, akseli C, 100 kierrosta/mi-
nuutti). Alla olevassa taulukossa 2 esitetyt tulokset
osoittavat, ettd tyypillisissd8 varastointiolosuhteissa
stabiloidun formulan viskositeetin kohoaminen ajan funk-
tiona on huomattavasti hitaampaa.
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Taulukko 2

Stabiloimattoman ja stabiloidun GTS-mikrohelmiformulan viskosi-
teetin vertailu

. . . (e] .
Viskositeetti (cP) 25 "C:ssa mitattuna
: o . . 6]
varastointi 25 C:ssa varastointi 4 C:ssa

aika stabiloimaton stabiloitu stabiloimaton stabiloitu
0 66 66 66 66
1d 452 - 168 -
5d 2300 - 159 -
1vk 7300 119 159 70
2 vk - 195 159 71
4 vk - 442 -~ 79
8 vk - 1971 164 82
13 vk - 2629 270 74
26 vk - 2629 624 70
39 vk - 5280 741 71

Esimerkki 9

Maidontuotannon vertailu ja analysointi

Valmistetaan mikrohelmid, joilla on sama koostumus
kuin stabiloimattomilla ja stabiloiduilla mikrohelmilla
esimerkissa 8, ja ne testataan lypsylehmilld tarkoituksena
arvoida niiden vaikutus maidontuotantoon. Injektointia
varten mikrohelmet suspendoidaan Miglyol 812%:een,
neutraaliin triglyserididljyyn. Tassd esimerkissa kasit-
telyt vaihdetaan ristiin kahden 2-viikkoisen késittelyjak-
son Jj&lkeen. Toisin sanoen ryhmddn B kuuluvat lehmat
saavat ensimmdisten 4 viikon ajan stabiloimatonta formulaa
ja ruiskeet annetaan viikkojen 1 ja 3 alussa. Viikkojen 5,
7 ja 9 alussa néadille 1lehmille annetaan ruiskeina
stabiloitua formulaa. Ryhmddn C kuuluvat lehmat saavat
stabiloitua formulaa viikkojen 1 ja 3 alussa Jja sen
jadlkeen stabiloimatonta formulaa viikkojen 5, 7 ja 9 alus-
sa. Taman kokeen tulokset on esitetty alla olevassa
taulukossa 3. Naiden kahden formulan tilastollinen
vertailu tapahtuu madarittdmalla kunkin lehman

keskim&&riisen maidontuotannon, kun lehmille annetaan sta-
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biloimatonta formulaa, ja keskimadrdisen maidontuotannon,
kun lehmille annetaan stabiloitua formulaa, valillid ilme-
neneva keskimddrdinen vasteiden ero. Maidontuotantoa viik-
kojen 5 ja 6 aikana ei oteta mukaan tilastolliseen analyy-
siin, koska tamdn jakson aikana saattaisi esiintyd molem-
pien formuloiden vAalistd vuorovaikutusta. Keskimiiariinen
ero on -0,9 + 4,7 %, joka ei ole tilastollisesti merkitt&-
va, p > 0,05. Johtopddtdksend on, etta molempien for-
muloiden aikaansaama maidontuotanto on hyvin 1l4hella

toisiaan.
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* Ero on ero kullakin lehm&lld ja ero keskimdirdisten mai-
dontuotantojen v&lilld formulaa 1 (stabiloimaton) annetta-
essa 2 viikon jaksojen 1 ja 2 aikana ryhmd&n B tapauksessa
tai 2 viikon jaksojen 4 ja 5 aikana ryhm&n C tapauksessa
ja toisaalta formulaa 2 (stabiloitu) annettaessa 2 viikon
jaksojen 4 ja 5 aikana ryhm8n B tapauksessa ja 2 viikon
jaksojen 1 ja 2 aikana ryhmdn C tapauksessa. Kolmannen 2
viikon jakson alussa tapahtuvan k&sittelyjen ristikk#dis-
vaihdon ansiosta koe s&dilyttd48 tasapainonsa annostusjar-
jestyksen suhteen. Tuloksia kolmannelta 2 viikon jaksolta
ei kdsitelld tilastollisesti sen mahdollisuuden pienentd-
miseksi, ettd jonkin k&dsittelyn vaikutus siirtyisi seuraa-
valle viikolle. Keskimd&r&dinen ero kuvastaa kyseisten kah-

den formulan aikaansaamien vasteiden v3lista eroa.
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Patenttivaatimukset

1. Parannettu menetelmd mikrohelmikoostumuksen val-
mistamiseksi, joka menetelmid kdsittda rasvan tai vahan tai
niiden seoksen ja biologisesti aktiivisen proteiinin, pep-
tidin tai polypeptidin sekoittamisen keskenddn, jolloin
muodostuu seos, Jja mainitun seoksen rakeistamisen mainitun
mikrohelmikoostumuksen muodostamiseksi, tunnettu
siita, ettd menetelmdn parantamiseksi seokseen lisatiin en-
nen sen rakeistamista noin 1 - 30 % &ljy&d, puolipehme&dta

rasvaa, jonka sulamispiste on sama kuin huoneen lampétila

tai l&helld sité&, rasvahappojohdannaista tai niiden seosta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd seos sisaltdd noin 30 - 95 %
rasvaa tail vahaa tai niiden seosta ja noin 2 - 70 % biolo-

gisesti aktiivista proteiinia, peptidi&d tai polypeptidisi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivinen pro-
teiini on naudan, sian tai linnun kasvuhormoni.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd seos sisidltdd noin 5 - 20 %
neutraalia triglyseridisljya.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettad mikrohelmikoostumus suspen-
doidaan edelleen farmaseuttisesti ja farmakologisesti hy-

vdksyttadvdasdn nestemdiseen valiaineeseen.
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Patentkrav

1. Forbattrat férfarande f6r framstdllning av en
mikrosfiarkomposition, vilket forfarande omfattar blandan-
de av ett fett eller ett vax eller en blandning ddrav och
ett biologiskt aktivt protein, en peptid eller en polypep-
tid med varandra, varvid bildas en blandning, och granule-
ring av namnda blandning f6r bildande av ndmnda mikrosfédr-
komposition, k annetecknat darav, att for for-
battrande av foérfarandet satts till blandningen foére gra-
nuleringen ca 1 - 30 % av en olja, ett halvhart fett,
vars smaltpunkt &dr samma som rumstemperatur eller néra
rumstemperatur, ett fettsyraderivat eller en blandning av
dessa.

2. Férfarande -enligt patentkrav 1, kdanne -
t e c knat darav, att blandningen innehdller ca 30 -
95 & fett eller vax eller en blandning ddrav och ca 2 -
70 $ av ett biologiskt aktivt protein, en peptid eller en
polypeptid.

3. Fdérfarande enligt patentkrav 2, k dnne -
t e c k n a t darav, att det biologiskt aktiva proteinet
ar ett noét-, svin- eller fageltillvaxthormon.

4. Fdrfarande enligt patentkrav 3, k dnne -
t ecknat darav, att blandningen innhaller <ca 5 -
20 % av en neutral triglyceridolja.

S. Fdrfarande enligt patentkrav 1, k & nn e -

t e c k at darav, att mikrosfarkompositionen vidare sus-
penderas i ett farmaceutiskt och farmakologiskt godtagbart

vatskeartat medium.
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