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@ Salze von Peptiden mit Polyestern mit endstiindigen Carboxygruppen.

Die Erfindung betrifft neue Zusammensetzungen von

Salzen, welche sich aus einem Kation, das aus einem
Peptid stammt, das mindestens eine basische Gruppe ent-
hélt, und einem Anion, das von einem Polyester mit end-
stdndigen Carboxygruppen stammt, zusammensetzen,
Verfahren zur Herstellung solcher Zusammensetzungen
und ihre Verwendung zur Herstellung von pharmazeuti-
schen Zusammensetzungen mit Depotwirkung. Die erfin-
dungsgemédssen Zusammensetzungen besitzen eine Viel-
zahl von Eigenschaften, die geeignet sind zur Formulie-
rung von pharmazeutischen Zusammensetzungen mit
Depotwirkung, unabhéngig davon, ob die Salze in reiner
Form sind oder in Mischung mit einem Uberschuss des
Peptids in der freien, ungebundenen Form oder einem
Uberschuss des freien Polyesters.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft neue Salze gemass Anspruch 1, die sich aus einem Kation, das sich von einem
Peptid, das mindestens eine basische Gruppe enthélt, ableitet, und einem Anion, das sich von einem
Polyester mit einer endstandigen Carboxygruppe ableitet, zusammensetzen. Die Erfindung betrifft auch
Verfahren zur Herstellung eines solchen Salzes bzw. einer Losung oder Dispersion eines solchen Sal-
zes, die in Anspruch 8 bzw. Anspruch 7 definiert werden, ferner eine pharmazeutische Zusammenset-
zung, welche das erwahnte Salz enthalt und im Anspruch 10 definiert wird, und ein Verfahren zur Her-
stellung dieser pharmazeutischen Zusammensetzung, welches in Anspruch 35 definiert wird.

Die Salze der Erindung haben eine Vielzahl von Eigenschaften, die nitzlich sind zur Formulierung
von pharmazeutischen Zusammensetzungen mit Depotwirkung, unabhéngig davon, ob die Salze in rei-
ner Form oder in Mischung mit einem Uberschuss des Peptids in der freien ungebundenen Form oder
einem Uberschuss des freien Polyesters vorliegen. Solche Salze sind amphipatisch, da sie teilweise
aus einem Peptid, das hydrophil und lipophob ist, und teilweise aus einem Polyester, der hydrophob
und lipophil ist, zusammengesetzt sind.

Das Wort «Peptid» wird hier verwendet in einem aligemeinen Sinn und schliesst Poly(aminosauren)
ein, die normalerweise allgemein als «Peptide», «Polypeptide» oder «Proteine» bezeichnet werden; und
ein «basisches Peptid» ist ein Peptid, das basisch ist durch die Gegenwart eines Uberschusses von ba-
sischen Aminosauren, zum Beispiel Arginin oder Lysin, oder durch das N-Ende des Peptids, oder ein-
fach ein Peptid, das mindestens eine basische Gruppe enthélt gegebenenfails zusammen mit einer
oder mehreren sauren Aminosauregruppen. Der Ausdruck schliesst auch synthetische Analoge von
Peptiden, unnatirliche Aminosauren mit basischer Funktion oder irgendeiner anderen Form von einge-
fuhrter Basizitat ein. Das Wort «Polyester» wird hier verwendet zur Bezeichnung eines Polyesters mit
endsténdiger Carboxygruppe.

Das Europiische Patent Nr. 58 481 offenbart die Mdglichkeit von spezifischen chemischen Wechsel-
wirkungen zwischen der endstiandigen Carbonsauregruppe eines Polyesters und einer basischen Grup-
pe oder basischen Gruppen eines Peptids. Lawter et al., Proc. Int. Symp. Control Rel. Bioact. Mater.,
14, 19 (1987) und Okada et al., Pharmaceutical Research, 8, 584-587 (1991) beziehen sich auch auf
diese Moglichkeit, aber diese Veroffentlichungen sind in dieser Hinsicht spekulativ, da sie nicht genau
soiche spezifischen Peptid-Polyester-Salze beschreiben, keinen Hinweis darauf geben, wie solche Salze
hergestellt werden kdénnen und im Hinblick auf vorteilhafte Wirkungen, die sich durch Verwendung sol-
cher Salze bei der Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen ergeben kénnten, schwei-
gen.

Erfindungsgemaiss wird jedoch eine Zusammensetzung zur Verfigung gestellt, die ein Salz enthélt,
das aus einem Kation, das sich von einem Peptid ableitet, das mindestens eine basische Gruppe ent-
halt, und einem Anion, das sich von einem Polyester mit endstandiger Carboxygruppe ableitet, gebildet
wird; wobei die Zusammensetzung in Form einer Losung oder Dispersion des Salzes in einem Lo-
sungsmittel ist, das ein Losungsmittel fir den freien Polyester, nicht aber ein Lésungsmittel fir das freie
Peptid ist, wobei die Teilchengrosse des Salzes in der Dispersion geringer als 5 um und vorzugsweise
geringer als 0,2 um ist; oder in Form von Mikroteilchen oder einem Implantat zur Injektion oder subder-
malen Implantation.

Die Kationkomponente des Salzes kann sich von einem basischen Peptid ableiten, das pharmakolo-
gisch aktiv ist, oder von einem basischen Peptid, das pharmakologisch inaktiv ist. Wenn das basische
Peptid pharmakologisch aktiv ist, kann das erfindungsgemasse Salz selbst als pharmazeutisches Prépa-
rat mit Depotwirkung formuliert werden. Wenn das basische Peptid pharmakologisch inaktiv ist, kann
das erfindungsgemasse Salz als Hiltsstoff zur Formulierung von Zusammensetzungen mit Depotwirkung
von anderen pharmakologisch aktiven Peptiden verwendet werden, die entweder sauer sind (die einen
Uberschuss von sauren Aminosduren wie Asparaginsiure oder Glutaminsdure enthalten) oder neutral
sind.

Ein weiteres Erfordernis fiir Peptidpraparate mit Depotwirkung ist natdrlich, dass das Peptid Uber den
vorgesehenen Freisetzungszeitraum in dem Praparat im wesentlichen stabil sein solite. Unter «in we-
sentlichen stabil» wird verstanden, dass das Arzneimittel nicht volistandig unléslich oder denaturiert wird
bei einem volistandigen Verlust der pharmakologischen Aktivitat, wahrend des fir die Verwendung des
Praparats vorgesehenen Zeitraums.

Geeignete pharmakologisch aktive Peptide haben ein Molekulargewicht von mindestens 300 u und
vorzugsweise mindestens 800 u. Beispiele fur soiche Peptide, die im wesentlichen (iber den beabsich-
tigten Freisetzungszeitraum in Praparaten mit Depotwirkung stabil sein kdnnen und die daher in den er-
findungsgemassen Zusammensetzungen verwendet werden kénnen, sind Oxytocin, Vasopressin, adre-
nocorticotrophes Hormon (ACTH), Epidermalwachstumsfaktor (EGF), Prolactin, luteinisierendes Hormon,
Follikel stimulierendes Hormon, Luliberin oder luteinisierendes Hormon freisetzendes Hormon (LHRH),
Insulin, Somatostatin, Glucagon, Interferon, Gastrin, Tetragastrin, Pentagastrin, Urogastron, Secretin,
Calcitonin, Enkephaline, Endorphine, Kyotorphin, Taftsin, Thymopoietin, Thymosin, Thymostimulin, Thy-
mushumoralfaktor, Thymusserumfaktor, Tumornekrosefaktor, Kolonien stimulierende Faktoren, Motilin,
Bombesin, Dinorphin, Neurotensin, Cerulein, Bradykinin, Urokinase, Kallikrein, Analoge und Antagoni-
sten der Substanz P, Angiotensin II, Nervenwachstumsfaktor, Blutgerinnungsfaktoren VII und 1X, Lyso-
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zymchlorid, Renin, Bradykinin, Tyrocidin, Gramicidine, Wachstumshormone, Melanozyten stimulierendes
Hormon, Thyroidhormon freisetzendes Hormon, Thyroid stimulierendes Hormon, Parathyroidhormon,
Pancreozymin, Cholecystokinin, Humanplacentalactogen, Humanchoriongonadotrophin, die Proteinsyn-
these stimulierendes Peptid, Hemmpeptid fir den Magen, vasoaktives Intestinalpeptid, Thrombozyten-
wachstumsfaktor, Wachstumshormon freisetzender Faktor, knochenmorphogenem Protein und syntheti-
sche Analoge und Modifikationen und pharmakologisch aktive Fragmente davon.

Bevorzugte Peptidkomponenten der erfindungsgemassen Zusammensetzungen sind synthetische
Analoge von LHRH, insbesondere einschliesslich solcher Analoge wie Buserelin ([D-Ser(Bu')s, des-Gly-
NHz'0]-LHRH(1-9)NHEt), Deslorelin ([D-Trps, des-Gly-NH2"]-LHRH(1-9)NHE), Fertirelin ([des-Gly-
NH210]-LHRH(1-9)NHEt), Goserelin ([D-Ser(But)s, Azgly'?)-LHRH), Histrelin ([D-His(Bzl)6, des-Gly-
NH219]-LHRH(1-9)NHEt), Leuprorelin ([D-Leus, des-Gly-NH2"0]-LHRH(1-9)NHE), Lutrelin ([D-TrpS, Me-
Leu?, des-Gly-NH219]-LHRH(1-9)NHEY), Nafarelin ([D-Nalé}-LHRH), Tryptorelin ([D-Trp§]-LHRH) und
pharmakologisch aktiver Salze davon, jedoch nicht darauf beschrankt.

Geeignete pharmakologisch inaktive basische Peptide, die firr die erfindungsgeméassen Salze verwen-
det werden konnen, sind Polyarginin, Polylysin und Poly(arginin-co-lysin), (Co-)Polymere von neutralen
Aminosauren in D-, L- oder DL-Form, mit Arginin und/oder Lysin in D-, L- oder razemischer Form oder
Peptide oder (Co-)Polypeptide, bei denen die Peptidketten insgesamt oder teilweise mit einer basischen
Gruppe am N-Ende enden und das Geriist aus neutralen Aminsoéureresten zusammengesetzt ist.

Die als Quelle fur das Anion des erfindungsgemassen Salzes verwendeten Polyester mit endstandi-
gen Carboxygruppen kénnen Homopolyester oder Copolyester sein. Bevorzugte Polyester sind solche,
die in wassriger physiologischer Umgebung, z.B. in intramuskularem oder subkutanem Gewebe, zu
wasserloslichen Fragmenten mit niedrigem Molekulargewicht abgebaut oder erodiert werden. In dieser
Umgebung ist der Hauptabbauprozess eine einfache Massenhydrolyse, die eine hydrolytische Spaltung
der Estergruppen bewirkt, was zu Homo- oder Copolyesterfragmenten mit niedrigerem Molekulargewicht
und schliesslich zum Verschwinden des Praparates von der Verabreichungsstelle fahrt. Jedoch ist es
anerkannt, dass an den Injektions- oder Implantationsstellen, ebenso wie an anderen Stellen in leben-
dem Gewebe, andere Abbaumechanismen involviert sein kdnnen, wie solche, die durch Enzyme vermit-
telt werden.

Geeignete Homo- und Copolyester sind soiche, die sich von Hydroxyséuren ableiten oder durch Po-
lykondensation von Diolen und/oder Polyolen, zum Beispiel (aber nicht beschrankt auf) Polyethylengly-
kolen, Polypropylenglykolen, 2—10C-Alkylenglykolen, Glycerin, Trimethylolpropan, und polyoxyethylierten
Formen von polyfunktionellen Alkoholen wie Glycerin, Trimethylolpropan und Zuckern, mit Dicarbonsau-
ren und/oder Polycarbonséuren, zum Beispiel (aber nicht beschréankt auf) (1—10C-Alkan)dicarbonsauren,
insbesondere Malon-, Bernstein- und Glutarsaure, Phthalsaure, Mellit- und Pyromellitsdure, gegebenen-
falls in Anwesenheit von Hydroxyséure(n) und/oder Monoolen entstehen.

Die bevorzugten Verfahren zur Herstellung von Homo- und Copolyestern auf Basis von Hydroxysau-
ren sind Ringéffnungspolymerisation der cyclischen Sauredimere oder direkte Polykondensation oder
Copolykondensation der Hydroxysauren oder Mischungen der Hydroxysauren oder Lactone, die sich
von solchen Hydroxyséuren ableiten. Diese Polymerisationen, sowohl vom Ringéffnungstyp als auch
vom Polykondensationstyp, werden vorzugsweise so durchgefiihrt, dass der entstehende Homo- oder
Copolyester ganz oder teilweise Polymerketten mit Carbonsaurefunktionen enthalt. So wird die Ringdff-
nungspolykondensation der Sauredimere in Gegenwart eines geeigneten Polymerkettenubertragungsmit-
tels oder Coinitiators durchgefiihrt, der sowohl das Molekulargewicht als auch den Aufbau des entste-
henden Homo- oder Copolyesters kontrolliert. Geeignete Ubertragungsmittel sind Wasser, Hydroxycar-
bonsauren, Monocarbonséauren, Dicarbonsauren und Polycarbonséuren.

Bei Polyestern, die durch Polykondensation oder Copolykondensation hergestellt werden, wird die
Polymerisation unter solchen Bedingungen durchgefihrt, dass ein Uberschuss an Carbonséurefunktio-
nen verwendet wird, d.h. das Verhiltnis von {[-COOH] zu [-OH] ist gleich oder grosser 1. Die Struktur
und das Molekulargewicht des Polykondensats werden bestimmt durch die Art der verwendeten Alkoho-
le (je nachdem, ob Monoole, Diole oder Polyole oder eine Mischung verwendet werden), die Art der
verwendeten Sauren (je nachdem, ob Mono-, Di- oder Polycarbonsauren oder eine Mischung davon
verwendet werden) und der verwendeten Menge an Uberschissiger Carbonsdure. Séuren, die am
Krebs-Zyklus beteiligt sind, sind besonders nutzlich.

Beispiele fir geeignete Hydroxysauren oder Lactone, die verwendet werden kdnnen, um Homo- oder
Copolyester herzustellen, die fir die Erfindung geeignet sind, schliessen p-Propionolacton, B-Butyro-
lacton, y-Butyrolacton und Pivalolacton, und o-Hydroxybuttersaure, o-Hydroxyisobutterséure, o-Hyd-
roxyvalerianséaure, o-Hydroxyisovaleriansaure, o-Hydroxycapronsaure, o-Hydroxyisocapronséure, a-Hyd-
roxy-p-methylvaleriansaure, o-Hydroxyheptansiure, a-Hydroxydecansdure, a-Hydroxymyristinséure und
a-Hydroxystearinsaure ein. Bevorzugte Homo- und Copolyester sind solche, die sich von Milchsaure in
ihrer D-, L- oder DL-Form und von Gilykolsaure ableiten oder die entsprechenden dimeren Lactide und
Glykolide, und ein bevorzugtes fakultatives Kettenabbruchmittel ist Milchséure.

Obwoh! ein makromolekulares basisches Peptidarzneimittel ganz oder teilweise als Polymerkation
vorliegen kann und ein Polyester ganz oder teilweise als Polymeranion vorliegen kann, ist die Salzbil-
dung, die sich durch Saure-Base-Wechselwirkung zwischen solchen Polymerarten ergibt, unter Ver-
wendung Ublicher Verfahren des Vermischens oder unter Verwendung organischer Lésungsmittel, ex-
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trem schwierig oder sogar unméglich. Zum Beispiel ist ein Vermischen der Schmelze der beiden Kom-
ponenten nicht geeignet, da es wohlbekannt ist, dass Peptide normalerweise nicht schmelzen,
sondern sich stattdessen zersetzen bei den (blicherweise zum Schmelzen von Polymeren verwende-
ten Temperaturen. Selbst wenn jedoch das Peptid schmelzen wirde (was es nicht tut), ware es nicht
kompatibel mit oder unléslich in einem Homo- oder Copolyester aus den folgenden thermodynami-
schen Grinden.

Peptide sind Makromolekille und besitzen daher typische Eigenschaften tblicher Polymere. Sie sind
daher (in Abwesenheit von spezifischen chemischen oder physikalischen Wechselwirkungen) véllig in-
kompatibel mit oder unléslich in anderen Makromolekilen, die eine andere chemische Struktur und Po-
lymergeruststruktur haben, da die freie Energie des Vermischens von zwei verschiedenen Polymerarten
sehr stark positiv ist und daher thermodynamisch nicht begunstigt ist. In der Masse sind Peptide sehr
polar und haben stark ber Wasserstoff gebundene Molekile, mit dem Ergebnis, dass die Enthalpie
beim Vermischen von Peptiden mit Homo- oder Copolyestern (die relativ unpolar sind und bei denen
die Wasserstoffbindung entweder nicht vorhanden oder sehr schwach ist) sehr stark positiv ist; d.h.
endotherm und thermodynamisch nicht begiinstigt. Weiterhin sind Makromolekiile per definitionem gross
und haben so eine geringe innere Entropie, was dazu fuhr, dass die Entropie beim Vermischen von
zwei verschiedenen Makromolekillarten sehr gering oder sogar negativ ist (siehe zum Beispiel P.J. Flo-
rey, «Principles of Polymer Chemistry», Cornell University, 1953, 555; L. Bohn, «Polymer Handbook»,
2. Ausgabe, J. Wiley, 1975, 111-211; und L. Bohn, Rubber Chemistry and Technology, 1966, 493).
Demzufolge wiirde ein Vermischen eines Peptids mit einem Polyester bei erhhter Temperatur im ge-
schmolzenen Zustand nicht zu einem Vermischen aui Molekilebene fihren, was notwendig dafir ist,
dass eine Salzbildung auftritt. Ein einfaches Vermischen eines Peptids mit einem Polyester fihrt daher
nicht zu einer Salzbildung.

Ahnliche Schwierigkeiten treten auf bei Versuchen, Salze aus Peptiden und Polyestern zu bilden un-
ter Verwendung von organischen Losungsmittein, wenn nicht das Peptid eine gewisse Loslichkeit oder
Quellbarkeit in dem Losungsmitte! aufweist. Die Loslichkeitseigenschaften von Polyestern und Peptiden
sind vollstandig verschieden. Lésungsmittel, die das Peptid l6sen, wie zum Beispiel Wasser, sind voll-
standige Nichtlosungsmittel fiir den Polyester; und im allgemeinen sind gute Losungsmittel fir den Po-
lyester, wie zum Beispiel Dichlormethan, volistandige Nichtlésungsmittel fir das Peptid. Solche L&-
sungsmittel, die sowohl das Peptid als auch den Polyester Idsen kénnen, wie zum Beispiel Dimethyl-
sulfoxid, Dimethylformamid, Dimethylacetamid und N-Methylpyrrolidon, verursachen andere Probleme,
da sie relativ nicht-flichtig sind, hohe Siedepunkte haben und deshalb extrem schwierig zu entfernen
sind und auch wegen der unannehmbaren Toxizitat einiger dieser Lésungsmittel. Es war moglich, be-
stimmte Losungsmittel fur beide Komponenten zu finden, die etwas fliichtiger sind und toxikologisch an-
nehmbar sind, aber soiche Lésungsmittel bieten andere Schwierigkeiten. Zum Beispiel ist Essigsaure
ein Losungsmittel sowohi fiir Peptide als auch Polyester, aber die Verwendung einer grossen Menge
des sauren Lésungsmittels macht das Peptid dafir anféllig, als Acetatsalz zu existieren (aus Grunden
des Massenwirkungsgesetzes), so dass die Entfernung der Essigsaure bei Raumtemperatur (d.h. 20 bis
25°C) oder durch Gefriertrocknen zu einer Phasentrennung von Peptid und Polyester fuhrt, so dass die
erwiinschte Salzbildung eher nicht auftritt.

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Vertahren zur Herstellung eines Salzes bereitzu-
stellen, das ein Kation eines basischen Peptids und ein Anion eines Polyesters mit endstandiger Carb-
oxygruppe umfasst.

Die Herstellung der erfindungsgeméassen Peptid-Polyester-Salze kann durchgefihrt werden unter Ver-
wendung von Homo- oder Copolyestern, die Carbonsauregruppen enthalten, und Peptiden, worin die
basischen Reste als freie Base oder als Salze einer schwachen Saure vorhanden sind, vorzugsweise
einer fliichtigen Saure mit einer Sauredissoziationskonstante von weniger als 10-3 oder einem pKa (pKa
= -logioKa, worin Kq die Sauredissoziationskonstante ist) von mehr als 3. Ein soiches besonders bevor-
zugtes basisches Peptidsalz ist ein Salz von Essigsaure. Wegen der inharenten Inkompatibilitat der bei-
den Makromolekilarten kann es jedoch notwendig sein, bestimmte Bedingungen zu verwenden, bei de-
nen diese Peptid-Polyester-Salze erzeugt werden kbénnen.

Ein Mittel, um dies zu erreichen, ist es, ein Losungsmittel zu verwenden, das sowohl das Peptid als
auch den Polyester lost unter Bildung einer Losung, aus der das Lésungsmittel direkt entfernt werden
kann, wobei entweder erstens das amphipatische Salz oder zweitens eine Mischung von Polyester und
Peptid in einem physikalischen Zustand, der dafir empfanglich ist, ein amphipatisches Salz zu bilden,
wenn er weiter verarbeitet wird, zurlickbleibt.

Ein Beispiel fur die erste Losung ist es, Lésungsmittel zu verwenden, wie zum Beispiel, ohne darauf
beschrankt zu sein, Dimethylsulfoxid, Dimethylformamid, Dimethylacetamid und N-Methylpyrrolidon, das
im wesentlichen neutral ist und das ein Losungsmittel sowoh! fir das Peptid als auch den Polyester
sein kann. Unter normalen Umstanden, wie oben angegeben, sind diese Losungsmittel extrem schwie-
rig zu entfernen wegen ihrer hohen Siedepunkte und ihrer relativen Nicht-Flichtigkeit. Wenn ein Peptid
(zum Beispiel als Acetatsalz) und ein Polyester in einem dieser Ldsungsmittel gelost werden, neigt das
Peptid dazu, als Salz mit dem Polyester zu existieren, da die stérker saure Milch- oder Glykols&ure-
gruppe in dem Polyester die schwéchere Carbonséure verdrangt. Die Masse des Ldsungsmittels und
der freigesetzten Essigsaure (oder einer anderen schwachen, aber flichtigen Carbonsaure) kann im Va-
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kuum entfernt werden und die restliche Lésung, die das Peptid-Polyester-Salz enthélt, wird zu destillier-
tem Wasser zugegeben, um das unlésliche Polymersalz auszuféllen.

Das destilierte Wasser ist vorzugsweise frei von Kohlendioxid, um die Bildung von Carbonatsalzen
durch Verdrangung des Polyesteranions zu vermeiden. Restliches Losungsmittel in dem Peptid-Poly-
ester-Salz kann dann entfernt werden durch weiteres Waschen mit Wasser, auch vorzugsweise mit
kohlendioxidfreiem Wasser. In manchen Féllen kann das Polymersalz direkt durch Ausfélien in Wasser
isoliert werden, ohne dass es notwendig ist, irgendein Lésungsmittel zu entfernen, und diese Lésung ist
besonders geeignet, wenn das Peptid als Base verwendet wird.

Somit wird gemass einem weiteren Merkmal der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Sal-
zes, das ein basisches Peptid und einen Polyester mit endstandiger Carboxygruppe umfasst, zur Verfu-
gung gestellt, das umfasst, dass man das basische Peptid in Form der freien Base oder in Form eines
Salzes mit einer schwachen Saure, zum Beispiel Essigsaure, und den Polyester mit endsténdiger Carb-
oxygruppe in einem neutralen, polaren Lésungsmittel 1ost, in dem beide Idslich sind, das Ldsungsmittel
oder den gréssten Teil des Lésungsmittels entfernt und die verbleibende konzentrierte Lésung zu einem
Uberschuss eines Nicht-Lésungsmittels fur das Peptid-Polyester-Salz zugibt.

Die zweite Losung, auch basierend auf der Verwendung eines Lésungsmittels, das sowohl das Pep-
tid als auch den Polyester l6st, beruht darauf, dass dieses Losungsmittel durch Frieren und (bliches
Gefriertrocknen oder durch Sprithtrocknen entfernt werden kann. Ein wesentlicher Teil dieses Verfah-
rens ist die Entfernung des Lésungsmittels aus der Peptid-Polyester-Mischung in einer extrem schnel-
len, fast sofortigen Rate und vorzugsweise bei einer Temperatur, die unter der Glasibergangstempera-
tur des Polyesters und des Peptids liegt. In diesem Fall kann das Lésungsmittel neutral oder sauer sein
und ein bevorzugtes Losungsmitte! ist Essigsaure.

Eine derart extrem schnelle Entfernung des Lésungsmittels aus einer Lésung, die zu einem gewissen
Grad ein viskoses Fliessverhalten oder viskoelastisches Verhalten zeigt, fihrt zu einer Phasentrennung
der zwei inkompatiblen Makromolekiilarten, die in einem extrem geringen kolloidalen Massstab auftritt.
Das bedeutet, dass die entstehende Peptid-Polyester-Mischung eine extrem hohe Oberflaiche und Ober-
flichenenergie hat. Als Konsequenz wird, wenn ein anderes Losungsmittel fir den Polyester, das nor-
malerweise ein Nichtlésungsmittel fiir das Peptid ist, zu der im wesentlichen Idsungsmittelfreien Peptid-
Polyester-Mischung dieser Art zugegeben wird, die hohe Oberflachenenergie durch die Salzbildung und
das Verschwinden des kolloidalen Zustands des Peptids in dem Polyester verteilt. Geeignete Losungs-
mittel fir diese zweite Losung missen gefriertrockenbar sein und schliessen Essigsaure, Dioxan/Was-
ser-Mischungen und tert.-Butanol/Wasser-Mischungen ein, sind aber nicht darauf bechrankt, oder mus-
sen sprihtrockenbar sein.

Somit wird gemass einem weiteren Merkmal der Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Sal-
zes, das ein basisches Peptid und einen Polyester mit endstandigen Carboxygruppen umfasst, zur Ver-
fogung gestellt, das umfasst, dass man das basische Peptid in Form der freien Base oder in Form eines
Salzes mit einer schwachen Saure, zum Beispiel Essigsaure, und den Polyester mit endstandiger Carb-
oxygruppe in einem Lésungsmittel 8st, in dem beide 16slich sind und das durch Gefriertrocknen entfernt
werden kann, die entstehende Lésung mit hoher Geschwindigkeit einfriert, die entstehende gefrorene Mi-
schung gefriertrocknet, die entstehende Mischung in einem Losungsmittel fiir die Polyesterkomponente
dispergiert und die Mischung sich 16sen lasst, wenn das Peptid-Polyester-Salz gebildet wird.

Genauer wird bei diesem Verfahren die Lésung des Peptids und der Polymilchsaure oder eines Copo-
lymers von Milch- und Glykolséure in Essigsaure zu flussigem Stickstoff tropfenweise zugegeben. Dies
fihrt zu einem mehr oder weniger sofortigen Frieren der Essigsaurelésung und einer mehr oder weniger
sofortigen Erzeugung einer im wesentlichen idsungsmittelfreien Peptid-Polyester-Mischung. Das Gefrier-
trocknen zur Entfernung des Essigsaureldsungsmittels ergibt ein Peptid-Polyester-Produkt, das in einem
extrem feinen kolloidalen Massstab gemischt ist. Fur viele Peptide zeigt sich die kolloidale Natur des
Materials, wenn ein Lésungsmittel fur den Polyester zugegeben wird, zum Beispiel Dichlormethan, wenn
eine extrem feine kolloidale Suspension erzeugt wird und vorausgesetzt, es ist ein Uberschuss an Car-
bonsaurefunktionen in der Mischung vorhanden, eine kiare Losung, gegebenenfalls beim Stehen, erhal-
ten werden kann, wobei die {iberschiissige Oberflaichenenergie verloren geht, wenn sich das Peptid-Po-
lyester-Salz bildet. Andere Verfahren, um die Peptid-Polyester-Essigséaure-Mischung mehr oder weniger
sofort einzufrieren, kdnnen verwendet werden anstelle der tropfenweisen Zugabe zu flissigem Stickstoff,
zum Beispiel das Eintropfen der Mischung in eine Mischung aus festem Kohlendioxid und Hexan.

Hypothetisch kann natiirlich eine vollstindig unldsliche Verbindung ldslich gemacht werden, wenn sie
auf eine ausreichend kleine durchschnittliche Teilchengrésse verkleinert werden kann. Es wird ange-
nommen, dass das Teilchen eine Kugel mit Radius r, mit einer Dichte ¢ ist und dass sie eine Oberfla-
chenenergie y hat, so dass das Teilchen eine Oberflachenenergie von 4xr2y hat. Es wird auch eine
Masse von 4/3.nr3¢ haben und damit wird die Oberflaichenenergie pro Masseneinheit 3ny/or sein. Es
werden nun zwei Falle von geséttigten Lésungen angenommen:

(i) wenn der Uberschiissige Feststoff extrem grob ist und daher eine sehr geringe Oberflaichenenergie
hat und die geséttigte Losung eine Konzentration Cs hat. Dann ist die freie Gibbs-Energie:

G'Lssung = Go + RTINCs = GFeststoft;

(i) wenn der (berschissige Feststoff in Form extrem kieiner Teilchen vom Radius r vorliegt, ist die
freie Gibbs-Ernergie der Lésung, die im Gleichgewicht mit den extrem kleinen Teilchen steht:
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G2L8sung = Go + RTInC;
aber in diesem Fall hat der Feststoff eine freie Gibbs-Energie von
GlFeststotf + 3my/or, und
G2 ssung = Go + RTINC = GlFeststoft + 3my/or, oder
G'Feststott = Go + RTINC — 3nylor.
Aber aus (i) oben ergibt sich
G'reststotf = Go + RTINCs und daher
Go + RTINC - 3ny/or = Go + RTINCs oder
C = Cs . e3myor

so dass dann, wenn r abnimmt, C (hypothetisch) zunimmt.

Im tblichen Fall ist eine héhere als die normale Léslichkeit aufgrund geringer Teilchengrésse metasta-
bil und die Teilchen wachsen in der Grosse, zum Beispiel durch Auflésen und Umkristallisieren, so dass
die Wirkung einer hohen Oberflachenenergie negiert wird. Jedoch kann bei Peptid-Polyester-Mischungen
mit kleiner Teilchengrosse eine Salzbildung auftreten und dies bietet ein alternatives Mittel, um die Ober-
flachenenergie der kolloidalen Teilchen zu vermindern, indem die Bildung eines l6slichen amphipati-
schen Salzes zugelassen wird, das als Lésung den Zustand der geringsten freien Energie bietet.

Gemass einem weiteren Merkmal der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung eines Salzes, das
ein basisches Peptid und einen Polyester mit endstandiger Carboxygruppe umfasst, zur Verfligung ge-
stelit, das umfasst, dass man ein basisches Peptid in der Form eines Salzes mit einer starken Saure,
zum Beispiel als Chlorid oder Sulfat, mit einem Polyester umsetzt, wobei ein Teil oder der gesamte Po-
lyester in Form eines Carbonsauresalzes mit einem geeigneten Alkalimetall oder Erdalkalimetall, zum
Beispiel als Natrium-, Kalium-, Calcium- oder Magnesiumcarboxylatsalz, vorhanden ist. Fur Polyester
mit geringem Molekulargewicht (mit einem gewichtsmittieren Molekulargewicht von weniger als etwa
10.000) konnen die Alkalisalze in Wasser geldst oder sehr fein dispergiert werden. Die Zugabe einer
solchen Lésung oder Dispersion zu einer wassrigen Lésung (vorzugsweise kohlendioxidfrei) des Peptids
fiihrt zur Ausfallung des wasserunidslichen amphipatischen Peptid-Polyester-Salzes.

In dhnlicher Weise sind die Chlorid- oder Sulfatsalze von «pegylierten» basischen Peptiden
(Polyoxyethylenkonjugaten von Peptiden) teilweise kompatibel mit oder Iéslich in Losungsmitteln wie
Dichlormethan oder kénnen es sein, und die Natrium- oder Kaliumsalze von Polyestern mit endstandi-
gen Carboxygruppen kénnen auch in Dichlormethan loslich sein. Wenn somit zwei derartige Salze in
den geeigneten Anteilen vermischt werden, wird das losliche Peptid-Polyester-Salz durch doppelte Zer-
setzung erzeugt, wobei das Alkalichlorid oder -sulfat ausfallt.

Die thermodynamische Inkompatibilitat verschiedener Makromolekdle, auf die oben Bezug genommen
wurde, ist seit vielen Jahren bekannt, wurde aber selten im Stand der Technik fir Peptidarzneimittel mit
Depotwirkung aus Polyestermatrices in Betracht gezogen. Eine notwendige Konsequenz dieser thermo-
dynamischen Inkompatibilitat oder Unldslichkeit ist es, dass unter normalen Umstéanden Polyester voli-
standig undurchlassig fur Peptidarzneimittel sind. Damit eine verteilungsabhiangige Fick'sche Diffusion
eines Peptidarzneimittels durch einen Polyester auftritt, muss das Peptid eine gewisse Loslichkeit in
dem Polyester haben. Jedoch ist dies aus den oben diskutierten Grinden nicht der Fall und daher ist
der Transport des Peptids durch den Polyester durch eine verteilungsabhangige Fick’'sche Diffusion un-
méglich.

Selbst wenn aus Argumentationsgrinden das Peptidarzneimittel oder eines seiner synthetischen Ana-
loga eine geringe Léslichkeit in dem Polyester oder eine gewisse Kompatibilitat mit dem Polyester hat-
te, ware der Transport durch Diffusion durch die Polyesterphase immer noch unméglich. Es wurde vor
langer Zeit erkannt, dass das freie Volumen in dem Polyester, das sich durch Rotations- und Translati-
onsmobilitat des Polyestersegmentes ergibt und das die Passage diffundierender Molekille zulassen
wirde, nicht ausreichend gross ist, um die Diffusion von Makromolekilen mit Molekulargewichten von
mehr als etwa 500 u zu ermoglichen. (Siehe zum Beispiel R.W. Baker und H.K. Lonsdale, «Controlled
Release: Mechanisms and Rates» in «Controlled Relase of Biologically Active Agents», herausgegeben
von A.C. Tanquary und R.E. Lacey, Plenum Press, 1974, 15 tf.)

Obwohl jedoch ein Transport eines Peptidarzneimittels durch einen Polyester durch Fick’sche Diffu-
sion im wesentlichen unmoglich ist fir Peptide von mehr als etwa 500 u wurde nichtsdestotrotz eine
kontinuierliche Freisetzung von Polypeptiden erreicht. Das Européische Patent Nr. 58 481 offenbart, wie
eine kontinuierliche Freisetzung eines Peptidarzneimittels aus einem Polyester erhalten wurde, indem
die sehr verschiedenen Eigenschaften der zwei Makromolekile verwendet wurden, wobei Peptide hy-
drophil und wasserlgslich und Polyester hydrophob und wasserunloslich sind. In den in diesem Patent
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beschriebenen Praparaten wurde die Peptidarzneimittelfreisetzung hauptsachlich Gber wassrige Poren
erreicht, die anfangs durch einfaches Auslaugen des Peptids aus Bereichen der Oberflache der Formu-
lierung erzeugt wurden oder aus Bereichen des Peptidarzneimittels, die kontinuierlich mit oder angren-
zend an die Oberflache des Praparates waren. Dieses Auslaugen liefert eine anfangliche Freisetzungs-
phase und der anschliessende hauptsachlich hydrolytische Abbau des Polyesters fuhrt zur Erzeugung
weiterer Poren innerhalb des Polyesters und somit kann eine weitere Peptidfreisetzung auttreten, die
durch Abbau und Erosion geregelt wird. Wenn die durch den hydrolytischen Polyesterabbau sich erge-
benden Poren nicht schnell genug auftreten, ist die anfangliche Freisetzung der Auslaugphase abge-
schlossen, bevor eine ausreichende Anzahl durch den Abbau induzierter Poren in dem Abgabesystem
erzeugt wurde, und es wird eine diskontinuierliche Freisetzung des Peptids erreicht. Die Parameter der
in EP 58 481 offenbarten Praparate wurden daher so ausgewahlt, dass der hydrolytische Abbau des
Polyesters zur richtigen Zeit in bezug auf die anféngliche auslaugende Freisetzungsphase auftrat, um
so sicherzustellen, dass sich die zwei Phasen der Freisetzung Uberlappten, was zu einer kontinuierli-
chen Freisetzung des Peptidarzneimittels tihrte.

Wahrend jedoch ein Fick'scher Diffusionstransport eines Peptids durch die Polyesterphase im Fall
solch einfacher Peptid-Polyester-Mischungen unméglich ist, ergibt sich eine vollstandig andere Situation
im Fall von Praparaten der erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Salze, gegebenenfalls in Gegenwart
des freien Polymers. Bei Praparaten, die diese Materialien enthalten, gibt es keine getrennte Phase, die
aus Polyester alleine besteht, vielmehr ist die kontinuierliche Phase, die die Freisetzung des Peptids
kontrolliert, vollstandig oder teilweise das Peptid-Polyester-Salz. Das freie Peptid hat eine gewisse LOs-
lichkeit in dieser Phase des Peptid-Polyester-Salzes und daher ist bei Préparaten, die solche Materiali-
en verwenden, eine echte Fick'sche verteilungsabhangige Diffusion eines Peptids mdglich, wenn die an-
deren Erfordernisse, zum Beispiel ein wirksames freies Volumen, vorhanden sind.

Da das Peptid-Polyester-Salz ein stark hydrophiles Segment enthalt, hat das Peptid-Polyester-Salz-
Praparat eine viel hohere Wasseraufnahme als Polyester allein. Ausserdem ist bei diesen Praparaten
die Wasseraufnahme noch weiter verbessert aufgrund der ionischen Art der Peptid-Polyester-Wechsel-
wirkung und der Solvatation von fonen oder lonenpaaren in dem makromolekularen Salz durch Wasser.
Dies macht das Peptid-Polyester-Salz im wesentlichen hydrogelartig und liefert einen Anstieg des Mobi-
litatsgrades der Makromolekillsegmente in dem Polykation-Polyanion-Komplex. Das bedeutet, dass das
effektive freie Volumen des Matrixmaterials erhoht wird und so ein makromolekulares Peptid autnehmen
kann.

Der Nutzeffekt dieser Eigenschaften des Peptid-Polyester-Salzes (gegebenenfalls in Anwesenheit ei-
nes freien Polymers) liegt darin, dass der Fick'sche Diffusionstransport eines makromolekularen Peptids
durch die Matrix eines Peptid-Polyester-Saizes oder der gemischten Phase aus Salz und freiem Poly-
mer méglich ist. Dies ist eine vollstandig andere Situation als die, die mit Polyester alleine auftritt oder
mit einfachen Mischungen von Peptiden und Polyestern und daher sind Matrices oder Membranen mit
Depotwirkung auf Basis einer erhdhten Durchiassigkeit, die sich durch Verwendung des Peptid-Poly-
ester-Salzes ergibt, wesentlich fur die Praparate mit kontrollierter Freisetzung von Peptiden, die im fol-
genden in der Anmeldung beschrieben werden.

Die erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Salze liefern somit neue und unerwartete Vorteile bei der
Entwicklung von parenteralen Arzneimittelabgabesystemen auf Basis von Lésungen oder Dispersionen
unter Verwendung verschiedener Mischungen von freien Peptidarzneimitteln, freien Polyestern und Pep-
tid-Polyester-Salzen sowoh! in wassrigen als auch nicht-wassrigen pharmazeutisch annehmbaren Injekti-
onstragern und auf Basis von subdermalen Implantaten, die intramuskulér oder subkutan injiziert oder
implantiert werden kénnen aufgrund der neuen und unerwarteten Loslichkeit dieser peptidhaitigen Antei-
le in lipophilen Lésungsmitteln. Ausserdem kénnen Préparate auf Basis dieser Peptid-Polyester-Salze,
insbesondere solcher mit stark lipophilen Polyestern, auch auf anderen Wegen verabreicht werden. Von
besonderer Bedeutung ist der orale Weg, fir den die verschiedenen Kombinationen von Peptid-Poly-
ester-Salz und/oder freiem Peptidarzneimittel und/oder freiem Polyester mit guter Wirkung verwendet
werden kénnen. In vielen Fallen ist es fir die orale Verabreichung bevorzugt, einen pharmazeutisch an-
nehmbaren Triager zu verwenden, zum Beispiel ein pflanzliches Ol oder eine Variante davon, und
Mono-, Di- und Triglyceride entweder allein oder in Mischung mit anderen Olen. Von geringerer Bedeu-
tung sind topische, rektale und intranasale Verabreichungswege.

Ausser dem Europaischen Patent Nr. 58 481 (1982), auf das oben Bezug genommen wurde, sind
Lawter et al. (siche oben) und Okada et al. (siche oben) der einzige Stand der Technik, der den An-
meldern bekannt ist, der sich auf die Moglichkeit bezieht, Peptid-Polyester-Salze zu erhalten, aber diese
beiden Versffentichungen sind spekulativ, da sie nicht offenbaren, wie diese vermeintliche Wechselwir-
kung realisiert oder verwendet werden kann. Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung,
pharmazeutische Praparate mit Depotwirkung bereitzustellen, die verschiedene Kombinationen von Pep-
tid-Polyester-Salz und/oder freiem Peptidarzneimittel und/oder freiem Polyester in verschiedenen Antei-
len umfassen, was mindestens drei verschiedene Profile der kontrollierten Arzneimittelfreisetzung ergibt.

Somit wird gemass einem weiteren Merkmal der Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung
mit Depotwirkung zur Verfiigung gestellt, die ein Peptid-Polyester-Salz, wie oben definiert, und/oder ein
freies Peptidarzneimittel und/oder einen freien Polyester und gegebenenfalls einen anderen pharmazeu-
tischen Hilfsstoff oder andere pharmazeutische Hilfsstoffe umtasst.
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Die Entwicklung der erfindungsgemassen pharmazeutischen Zusammensetzungen basierte auf den
folgenden Uberlegungen. Wahrend ein einfaches Peptidarzneimittel normalerweise in Wasser loslich ist,
sind sowohl sein Salz mit einem Polyester als auch der freie Polyester selbst normalerweise vollstandig
wasserunléslich (obwoh! es anerkannt ist, dass sehr wenig oligomere Formen von Polyestern und Co-
polyestern, obwohl sie selbst wasserunioslich sein konnen, in Form eines Peptid-Polyester-Saizes was-
serldslich sein kénnen). Jedoch fithrt die Inkubation einer Mischung eines Peptidarzneimittels und eines
Polyesters, worin das gesamte Peptid oder ein Teil des Peptids als Peptid-Polyester-Salz vorhanden ist,
in wassrigen physiologischen Flussigkeiten zu einem gewissen Abbau des Polyesters. Wenn diese ab-
gebauten Produkte wasseruniéslich sind, dann bleibt das abbauende Peptid-Polyester-Salz unldslich.
Wenn andererseits der Polyester anfangs ein ausreichend geringes Molekulargewicht hat oder eine Po-
lymerkomponente mit gleichem oder ahnlich niedrigem Molekulargewicht enthalt, sodass diese wasser-
Idslichen von Polyester stammenden sauren Fragmente erzeugt werden, dann werden diese Fragmente
(als Anionen) mit dem Polypeptidkation zusammen transportierbar. Es wurde nun fir die neuen Peptid-
Polyester-Salz-Zusammensetzungen der Erfindung gezeigt, dass die Schnelligkeit der Freisetzung stark
abhangt von dem Molekulargewicht und der Molekulargewichtsverteilung der Polyesterkomponente.

Die Molekulargewichtsverteilung wird definiert als

My

Mn
worin Mw (gewichtsmittleres Molekulargewicht) = Zwj .Mj = Znj. “12
Zwj Znj .My

und My (zahlenmittleres Molekulargewicht) = Zni .Mi
Eni

und worin w; die Gewichtsfraktion von Polymermolekillen mit einem Molekulargewicht M; ist und n; die
Anzahl von Polymermolekiilen mit einen Molekulargewicht M; ist.

Die Molekulargewichtsverteilung wird oft als Polydispersitat bezeichnet und die verschiedenen Werte
fiar enge, normale oder héchstwahrscheinliche und weite Verteilungen sind wohibekannt (siehe zum Bei-
spiel «Polymer Handbook», 2. Ausgabe, J. Wiley 1975, IV-3). Es ist allgemein anerkannt, dass eine
Polydispersitat von weniger als 1,8 eine enge Verteilung oder geringe Polydispersitat, von ungetahr 1,8
bis 2,2 eine normale oder héchstwahrscheiniiche Verteilung oder normale Polydispersitat und von mehr
als ungefahr 2,2 eine breite Verteilung oder hohe Polydispersitéat ist.

Fur die Verabreichung von Peptidarzneimitteln auf dem parenteralen Weg, zum Beispiel durch intra-
muskulare oder subkutane Injektion oder subdermale implantation eines Depot- oder Abgabesystems,
sind Polyester mit einem zahlenmittieren Molekulargewicht von mehr als 2.000 u oder einer Eigenvisko-
sitat bei 1% G/V bei 25°C in Chloroform von > 0,08 di/g und bis zu und einschliesslich von 4,0 dl/g be-
vorzugt. Fur die Verabreichung auf anderen Wegen, zum Beispiel oral, ist der bevorzugte Bereich far
das zahienmittlere Molekulargewicht 500 bis 5.000 u.

Aus den obigen Betrachtungen, die grossteils im Stand der Technik ausser acht gelassen wurden,
ergibt sich, dass der Abbau der Polyester, insbesondere in Gegenwart von basischem Peptid, der zu ei-
ner nur geringen Fraktion wasserldslicher Fragmente fiihrt, und das Zeitintervall, wahrend dem er auf-
tritt, durch Molekulargewicht und Molekulargewichtsverteilung kontrolliert werden. Ein im wesentlichen
sofortiger Abbau wasseridslicher Fragmente tritt auf bei Verwendung von Polyestem sowohl mit enger
als auch normaler Verteilung, mit einem gewichtsmittieren Molekulargewicht von weniger als etwa
10.000 Da bzw. weniger als etwa 15.000 u (abhéngig von der Art der Molekulargewichtsverteilung), je-
doch ist im allgemeinen die Polydispersitat des Polyesters um so geringer, je geringer das gewichtsmitt-
lere Molekulargewicht ist, das fiir den sofortigen Abbau wasseridslicher Fragmente erforderlich ist. Flir
Polyester mit einem gewichtsmittieren Molekulargewicht von mehr als 15.000 Da ist eine normale oder
breite Verteilung erforderlich. Wiederum hangt dies teilweise von der Art der Molekulargewichtsvertei-
lung ab, aber im allgemeinen ist die erforderliche Polydispersitdt um so hoher, je hoher das gewichts-
mittlere Molekulargewicht ist, um einen frihen Abbau zu wasserlgslichen Fragmenten zu erreichen.

Fiir Polyester oder Copolyester und Peptidzusammensetzungen, bei denen ein Teil oder das gesam-
te Peptid in Form eines Peptid-Polyester-Salzes ist, das gegebenenfalls freien Polyester enthalt, konnen
drei verschiedene Freisetzungsprofile erhalten werden. Das erste davon ergibt sich, wenn der Abbau
des Polyesters im wesentlichen eine sofortige Erzeugung saurer wasserioslicher oder hydrophiler Frag-
mente liefert, was zu einer sofortigen Freisetzung des Peptids geméss dem folgenden Mechanismus
fahrt:
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Abbau

Pp”.DY —— —— 3 Ppoy”-DY + Pm==2>P .y + PTDY--DArzneinmittel-
freisetzung

Polymer/Arznei- wobei P ein abge- wobei P DY eine was-

nittel-Salz, das bautes wasserlésli- serldsliche Arzneimit-

vollstdndig un- ches oder hydrophi- telart ist und P,

l8slich in Was- les Fragment ist, ein wasserunlésliches

ser ist aber P,_, D' was- abgebautes Polymer ist

serunlgsiich ist

(P = wasserlosliches abgebautes Polyesterfragment oder hydrophiles wasserunlésliches abgebautes Po-
lyesterfragement, das wasserldslich wird, wenn es in Form eines Salzes mit dem basischen Peptid vor-
handen ist.

D = basisches Peptid.)

In diesem ersten Fall kann die Zusammensetzung entweder das gesamte Arzneimittel als Peptid-Po-
lyester-Salz enthalten oder sie kann einen Teil freies, ungebundenes Arzneimittel zusétzlich zu einem
Teil Peptid-Polyester-Salz enthalten, wobei in beiden Fallen gegebenentalls freies Polymer vorhanden
ist. Jedoch wird das Polymer in Gegenwart des Peptids fast sofort zu wasserldslichen Fragmenten ab-
gebaut mit der Konsequenz, dass fast sofort die anhaltende kontinuierliche Freisetzung des Peptids be-
ginnt. Es ist anzumerken, dass die Diffusion des freien wasserléslichen Peptids durch die sich abbauen-
de Zusammensetzung erleichtert wird durch die erhdhte Permeabilitat der Matrix aufgrund der Gegen-
wart des Peptid-Polyester-Salzes in der kontinierlichen Phase, das die Freisetzung moduliert.

Der zweite dieser Falle ergibt sich, wenn das gesamte Peptidarzneimittel als Peptid-Polyester-Salz
vorhanden ist (gegebenenfalls in Gegenwart des freien Polyesters), aber der Polyester nicht sofort zu
wasserloslichen Fragmenten abgebaut wird. Dies fuhrt zu einem Anfangsintervall, in dem keine Freiset-
zung des Peptidarzneimittels stattfindet. Obwohl das Peptid-Polyester-Salz der Matrix eine erhdhte Per-
meabilitat fir das freie diffundierende Peptid vermittelt, ist kein freies Peptidarzneimittel zugénglich fur
die Diffusion. Das gesamte Peptid ist in Form eines wasserunléslichen Peptid-Polyester-Salzes und erst
nach einer betrachtlichen Zeit wird der Polyester zu wasserloslichen Fragmenten abgebaut und liefert
freies und transportierbares Arzneimittel. Dies fiihrt zu einer verlangerten Induktionsperiode, wahrend
der anfanglich keine Peptidfreisetzung erfolgt, und nach der Induktionsperiode die Freisetzung beginnt.
Dieser zweite Fall ist ideal fur eine zeitlich festgelegte und pulstérmige Freisetzung loslicher Impistoffe
und Peptide.

Der dritte Fall ergibt sich, wenn ein Préparat, auf Basis eines Peptid-Polyester-Arzneimittelsystems,
das ein Peptidarzneimittel sowohl in freier Form als auch in Form eines Polymerarzneimittelsalzes ent-
halt, gegebenenfalls auch in Gegenwart von freiem Polyester, wobei der Polyester ein gewichtsmittieres
Molekulargewicht von mehr als etwa 15.000 u hat (und vorzugsweise von mehr als etwa 30.000 u) mit
einer engen oder hdchstwahrscheinlichen Molekulargewichtsverteilung, in eine physiologische Umge-
bung gebracht wird, wie sie sich an intramuskularen und subkutanen Injektionsstellen befindet, wobei
eine diskontinuierliche Freisetzung auftreten kann. Eine erste Phase der Freisetzung ergibt sich durch
die Gegenwart von freiem Peptidarzneimittel und der Fahigkeit, durch das durchlassigere Peptid-Poly-
ester-Salz-System transportiert zu werden. Wenn diese erste Phase der Freisetzung des freien Peptid-
arzneimittels abgeschiossen ist, bevor der Abbau des Polyesters in dem Peptid-Polyester-Salz auftritt,
was weiteres freies Peptidarzneimittel liefert, dann ergibt sich eine diskontinuiertiche Peptidarzneimittel-
freisetzung.

Oftensichtlich wird eine kontinuierliche Freisetzung erhalten, wenn es kein Intervall gibt, in dem freies
Peptidarzneimittel nicht in der Zusammensetzung vorhanden ist wéhrend des Abbaus. Dieses Frei-
setzungsprofil ist ahnlich dem in dem Europaischen Patent Nr. 58 481 offenbarten, aber der Mechanis-
mus der Freisetzung in dem Europaischen Patent Nr. 58 481 und die verwendeten Materialien (kein
Peptid-Polyester-Salz) sind véllig verschieden von den Mechanismen und Materialien, die erfindungsge-
maéss bestimmt werden. Abhangig von dem Freisetzungsprofil sind diese Mischungen ideal fur die konti-
nuierliche Freisetzung von Peptiden, Proteinen und l6slichen Impfstoffen.

Wie oben angegeben, sind diese Peptid-Polyester-Arzneimittel-Salzsysteme, ihre physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften und die Mechanismen, mit denen die Freisetzung des Peptids auftritt, vollig ver-
schieden von denen in den Europaischen Patenten Nr. 58 481 und 52 510 offenbarten und von allen
anderen Veréffentlichungen, die sich auf die Peptidfreisetzung aus Homo- und Copolymeren von Milch-
und Glykolsaure beziehen, die den Erfindern bekannt sind. Von diesen nehmen nur das Européaische
Patent Nr. 58 481, Lawter et al. (siehe oben) und Okada et al. (siehe oben) Bezug autf die Salzbildung,
die sich durch die ionische Wechselwirkung von Polyestercarbonsauregruppen und basischen Amino-
sauren in Peptiden ergibt, aber die darin beschriebenen Zusammensetzungen enthalten kein Peptidarz-
neimittel-Polyester-Salz. Diese friiheren Offenbarungen sind jedoch in dieser Hinsicht spekulativ und be-
weisen nicht schliissig, dass soiche Wechselwirkungen tatsachlich auftreten, noch zeigen sie, wie sol-
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che Peptid-Polyester-Salze hergestellt und isoliert werden kénnen und dann verwendet werden konnen,
um die Freisetzung von Peptiden zu bewirken, mit einer Vielzahl von verschiedenen Profilen der Frei-
setzung aufgrund der unerwarteten Léslichkeit in lipophilen organischen Lésungsmitteln.

Eigenschaften von Peptid-Polyester-Mischungen, die die Freisetzung bestimmen und die bisher nicht
erwihnt wurden, sind die Anzahl basischer funktioneller Gruppen in dem Peptid und die Anzahl von
Carbonsauregruppen in dem Polyester. Die oben erwéhnten Veréffentlichungen schweigen auch im Hin-
blick auf bemerkenswerte und unerwartete Wirkungen, die sich durch die Verwendung von Peptid-Po-
lyester-Salzen ergeben, und in bezug auf die uberraschend hohe Permeabilitat von Systemen, die ins-
gesamt oder teilweise das Peptid-Polyester-Salz enthalten, verglichen mit der Permeabilitat des Poly-
esters alleine oder von Mischungen, in denen die zwei Komponenten einfach vermischt sind und die
daher kein Peptid-Polyester-Salz enthalten.

Dieser Unterschied in der Permeabilitat kann gezeigt werden in einfachen Diffusionszellexperimenten,
wobei eine kontinuierliche und fehlerfreie Polyestermembran, die zwei wassrige Kompartimente trennt,
wobei eines eine wassrige Peptidlésung und das andere die wassrige Phase allein enthalt, keinen Pep-
tidtransport durch sie hindurch zuldsst, vor einem wesentlichen Abbau des Polyesters der Membran. Im
Gegensatz dazu lassen Membranen, die teilweise oder insgesamt das Peptid-Polyester-Salz enthaiten,
einen Arzneimitteltransport, durch die salzhaltige Membran hindurch, zu, durch verteilungsabhangige
Diffusion, auch wenn das Peptid ein Molekulargewicht von mehr als 500 u hat.

Die erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Salze haben viele andere Uberraschende und natzliche
vorteilhafte Eigenschaften, die fur ahnliche Materialien des Standes der Technik unbekannt sind, die be-
sonders geeignet sind fur die Entwicklung und Herstellung von pharmazeutischen Abgabesystemen.
Eine der nitzlichsten Eigenschaften ist die gute Léslichkeit des Peptids, wenn es in Form eines Poly-
estersalzes ist, in organischen Lésungsmitteln, in denen Peptide normalerweise véllig unidslich sind.
Dies bietet sehr viele Vorteile bei der pharmazeutischen Herstellung, da es neue Verfahren und Vorge-
hensweisen zulasst, die verwendet werden fir die Herstellung von Arzneimittelabgabesystenen und ins-
besondere die aseptische Herstellung erleichtert. Diese Verfahren und Vorgehensweisen und die ver-
wendeten Materialien sind vollig verschieden von den Verfahren und Materialien, die im Stand der
Technik offenbart werden.

Somit kénnen Lésungen eines Peptid-Polyester-Salzes, das gegebenenfalls freies Polymer und/oder
freies Peptid enthalt, in einer solubilisierten oder dispergierten Form, steril filtriert werden, was die Pro-
bleme, die normalerweise mit der sterilen Herstellung von festen oder Suspensionspeptidformulierungen
verbunden sind, erleichtert. Eine steril filtrierte Losung eines Peptid-Polyester-Salzes kann daher einer
Vielzahl pharmazeutischer Trocknungsverfahren in einer aseptischen Umgebung unterzogen werden.
Sprihtrocknen, Sprithgefrieren und andere Trocknungsverfahren, die feste Teilchen erzeugen, sind be-
vorzugte Verfahren, die leicht aseptisch betrieben werden konnen.

Besonders geeignet ist die Erzeugung von Mikroteilchen mit Teilchengréssen in dem Bereich von 0,2
um bis 500 pm, die in einem pharmazeutisch annehmbaren Injektionstrager suspendiert werden konnen.
Solche Mikroteilchen kénnen in einem wassrigen Injektionstrager vor der Verwendung suspendiert wer-
den oder alternativ in einem organischen Injektionstrager, der ein Nichtldsungsmittel fir die verwende-
ten Materialien ist. Fir Abgabesysteme auf Basis von Homo- und Copolymeren von Milch- und Glykol-
saure sind solche geeigneten organischen Trager stark lipophile Ole, wie zum Beispiel (aber nicht be-
schrankt auf) Ethyloleat, Isopropylmyristat, pflanziiche Ole und verschiedene Fetiglyceride. Unter
bestimmten Umstanden ist es bevorzugt, Mischungen solcher lipophilen Trager zu verwenden.

Obwohl solche lipophilen Trager Nichtldsungsmittel fiir Abgabeformen auf Basis von Milch- und Gly-
kolsaure sind, sind sie ungeeignet zur Verwendung fiir stark lipophile Polyester, wie zum Beispiel sol-
che auf Basis von langkettigen Hydroxysauren, zum Beispiel Hydroxystearinséuren. Fir solche stark li-
pophilen Polyester oder Copolyester sind hydrophile organische Injektionstrager bevorzugt, wie zum
Beispiel (aber nicht beschrankt auf) Propylenglykol und Polyethylenglykol mit niedrigem Molekularge-
wicht. Offensichtlich sind wassrige Injektionstrager auch geeignet fir Abgabesysteme auf Basis von li-
pophileren Polymeren.

Ein alternatives Mittel zur Herstellung von Mikroteilchen ist die Verwendung einer anderen unerwarte-
ten und vorteilhaften Eigenschaft der Peptid-Polyester-Salze der Erfindung. Das Peptid-Polyester-Salz
wird aufgebaut aus einem hydrophilen Peptid, fir das thermodynamisch bevorzugt ware, in einer wass-
rigen oder polaren Umgebung oder Phase zu existieren oder geldst zu sein, und einer Polyesterkette,
die hydrophob ist und fir die thermodynamisch bevorzugt ware, in einer hydrophoben Phase geldst zu
sein. D.h., dass das Peptid-Polyester-Salz amphipatisch ist und oberflachenaktive Eigenschaften hat,
die einfache Peptidsalze nicht aufweisen. Diese Oberflachenaktivitat fuhrt dazu, dass das Peptid-Poly-
ester-Salz bevorzugt an einer Phasengrenzfliche existiert und wegen der allgemeinen Art des Salzes
(Verhaltnis und Lange der hydrophoben Kette) ist die thermodynamisch stabilste Art der Dispersion in
einer stark wassrigen Phase fiir das Peptid-Polyester-Salz, in einer Dispersion in Wasser zu existieren
(da die kritische Micellkonzentration sehr gering ist und nicht das gesamte Saliz an der Grenzflache vor-
handen sein kann in vielen Fallen).

Es zeigt sich daher, dass das Peptid-Polyester-Salz ein extrem wirksames Dispersionsmittel zur Her-
stellung ebenso wie zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von wassrigen Dispersionen ist. Bei dieser
zweiten Vorgehensweise zur Herstellung von mikroteilchentérmigen pharmazeutischen Formulierungen
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wird die Peptid-Polyester-Losung (d.h. zum Beispiel in Dichlormethan) einfach in einer wéssrigen Phase
dispergient, die gegebenenfalls ein die Viskositit verbesserndes Polymer enthalten kann, wie zum Bei-
spiel (aber nicht darauf beschrankt) Polyvinylalkohol, unter Verwendung der oberflachenaktiven Eigen-
schaften des Peptid-Polyester-Salzes. Obwohl einige organische Lésungen, die solche Peptid-Polyester-
Salze enthalten, spontan dispergieren konnen, ist als allgemeine Regel etwas Bewegung oder Sche-
rung erforderlich zur Herstellung der wassrigen Dispersion.

Ein weiterer bevorzugter Aspekt des Verfahrens, wie oben angegeben, ist es, die einzelnen Schritte
so durchzufihren, dass die wassrige Dispersion wirksam in einer Inertatmosphéare ohne Kohlendioxid
bleibt. Es ist weiter bevorzugt, dass die organische Lésung des Peptid-Polyester-Salzes frei von Koh-
lendioxid ist, da die Konzentration von Kohlendioxid in Luft und Wasser unter normalen Bedingungen
ausreichend hoch ist im Vergleich zur Konzentration von Polyestercarbonsauregruppen, um mit der
Salzbildung zu konkurrieren aufgrund von Massenwirkungen geméss der Gleichung:

P-.D* + HCO;~ (== =2 D*.HCO;~ + P

worin P Polyester ist und D das Peptidarzneimittel ist. Die entstehenden wassrigen Dispersionen kon-
nen dann mit einer Vielzah! von Techniken getrocknet werden, zum Beispiel durch Entfernung des or-
ganischen Losungsmittels im Vakuum und anschliessendes Gefriertrocknen oder durch direktes Entfer-
nen sowohl des Lésungsmittels als auch des Wassers in einer einzigen Gefriertrocknungsaktion. Das
entstehende Produkt kann dann verwendet werden, um geeignete pharmazeutische Praparate zur Injek-
tion in der oben beschriebenen Weise herzustelien.

Ein weiteres alternatives Mittel zur Herstellung von mikroteilchenférmigen pharmazeutischen Formu-
lierungen besteht darin, eine im wesentlichen trockene Losung des Peptid-Polyester-Salzes, die kolloi-
dal dispergiertes freies Peptid enthalt, in einem geeigneten organischen Lésungsmittel oder Trager zu
verwenden. (Der Ausdruck «im wesentlichen trocken» wird verwendet, da es praktisch unmaoglich ist,
alle Spuren von Wasser aus dem Peptid zu entfernen und ausserdem bedeutet er, dass keines der
Arzneimittel in Form einer wassrigen Losung in einer getrennten wassrigen Phase existiert.) Die Zugabe
eines Nichtldsungsmittels fur das Polymer bei heftigem Ruhren und die anschliessende Zugabe des im
Losungsmittel gequollenen Peptid-Polyester-Salzes (das gegebenenfalls freies Polymer und gegebenen-
falls freies Arzneimittel enthalt) zu einem grossen Volumen eines zweiten Nichtlosungsmittels, um die
ausgefaliten Mikroteilchen weiter zu hérten und zu stabilisieren, ergibt die endgiltige Form. Offensicht-
lich kann unter den geeigneten Bedingungen oder in Gegenwart eines geeigneten oberfldchenaktiven
Mittels, wie zum Beispiel (aber nicht daraut beschrankt) Fettsiureestern von Sorbit, die Ausféllung der
Mikroteilchen durchgefiihrt werden unter Verwendung nur eines Nichtldsungsmittels fir den Polyester,
zum Beispiel einem Paraffin wie Hexan.

Die mit den verschiedenen, hier beschriebenen Verfahren hergesteliten Mikroteilchen sind strukturell
vollig verschieden von den Mikrokapseln, die hergestellt werden gemass den in den Europaischen Pa-
tenten Nr. 52 510 (Syntex) und 145 240 (Takeda) ausgefiihrten Verfahren, wobei die Peptide in einer
Polyesterphase allein eingekapselt werden. Mikrokapseln sind definiert als ein oder mehrere Kerne ei-
ner Verbindung oder eines Materials innerhalb einer kontinuierlichen zweiten Phase, so dass eine konti-
nuierliche Beschichtung des Materials der zweiten Phase das Kernmaterial vollstandig einschliesst oder
mikroverkapselt, so dass nichts von diesem Material an der Oberflache der Mikrokapsel vorhanden ist
und das Material des mikroeingekapselten Kems in jeder Hinsicht die physikalisch-chemischen und
thermodynamischen Eigenschaften der nichteingekapselten Kernverbindung oder des nichteingekapsel-
ten Kermmaterials behalt.

Somit wurde in dem Europaischen Patent Nr. 52 510 ein Phasentrennungscoacervierungsverfahren
verwendet, um Tropfchen einer wéssrigen verdiinnten Losung des Peptids zu beschichten, so dass das
Polymer alleine eine kontinuierliche Beschichtung rund um die wassrigen Trépfchen bildete. D.h., dass
dies richtige Mikrokapseln sind, die die Geometrie und Form von Mikrokugeln haben. Nach Isolieren der
ausgeféllten Mikrokapseln und Harten und Trocknen wurde ein Produkt erhalten, in dem das Peptidarz-
neimittel als diskreter Kern oder in Form diskreter Kerne innerhalb einer Polymerumhiillung vorhanden
ist. Wegen der Gegenwart von Wasser im Inneren der Mikrokapsel vor dem Trocknen kann seine Ent-
fernung wahrend des Dehydratisierungsverfahrens bei einer Temperatur, die unterhalb der Glasiber-
gangstemperatur des Polymers liegt, zu einem Teilchen fiihren, das sehr pords ist. An keiner Stelle be-
trifft das Verfahren oder betreffen die Materialien, die in dem Européaischen Patent Nr. 52 510 verwen-
det oder beschrieben werden, ein Peptid-Polyester-Salz, noch lasst das offenbarte Verfahren eine
Sterilfiltration einer Peptid-Polyester-Lésung oder -Suspension zu, wenn eine aseptische Herstellung er-
forderlich ist.

Weiterhin werden bei diesem friheren Patent spezifisch die Polyester auf Basis von Milch- und/oder
Glykolsaure verwendet, die in US-Patent Nr. 3 773 919 (Boswell) beschrieben werden, die als ben-
zolldslich bei 25°C beschrieben werden. Bei der vorliegenden Erfindung sind benzoluniésliche Polyester
auf Basis von Milch- und/oder Glykolsaure, die aber Islich in Chloroform sind, bevorzugt wegen der re-
lativ kurzen Abgabezeitraume, zum Beispiel weniger als zwei Monate.

In dem Europaischen Patent Nr. 190 833 (Takeda) wurde das Peptid als gelierte wassrige Losung
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des Arzneimittels eingeschlossen und die wassrige gelierte Phase wurde in einer Polymeriésung disper-
giert. Diese Wasser(wassriges Arzneimittelgel)-in-Ol (Polymeridsung)-Dispersion wurde dann selbst un-
ter Scherung in Wasser dispergiert, was eine Wasser-in-Ol-in-Wasser-Doppeldispersion ergab. Nach
Entfernung des organischen Lésungsmittels im Vakuum und Lyophilisierung wurden Mikrokapseln erhal-
ten, bei denen das Arzneimittel/Gelierungsmittel von dem Polymer allein eingekapselt war. Die Produkte
dieses Verfahrens behalten das Arzneimittel als einfaches Salz und nicht als Polymersalz des Peptids.
Die pharmazeutischen Préaparate der vorliegenden Erfindung haben daher Strukturen, physikalisch-che-
mische Eigenschaften und thermodynamische Eigenschaften, die vollstandig verschieden sind von den
Produkten, die in den Europaischen Patenten Nr. 52 510, 145 240 und 190 833 beschrieben werden,
worin die Mikrokapseln die Form und Geometrie von Mikrokugeln haben, bei denen der Kern oder die
Kerne aus Arzneimittel vollstandig von dem Polymer alleine eingeschlossen sind.

Die Produkte der vorliegenden Anmeldung kénnen auch die Geometrie und Form von Mikrokugeln
haben (sind aber nicht darauf beschrankt), aber entweder sind sie nicht Mikrokapseln, wie oben defi-
niert, sondern Losungen von Peptid-Polyester-Salz (das gegebenentalls auch freies Polymer enthalt)
oder sie sind Mikrokapseln, bei denen das freie Peptidarzneimittel in einer kontinuierlichen Phase oder
Beschichtung des Polymerarzneimittelsalzes eingekapselt ist, das gegebenenfalls auch freies Polymer
enthalt. Wie oben angegeben, sind die Permeabilititseigenschaften eines solchen Polymerarzneimittel-
salzes vollstandig verschieden von denen des freien Polymers alleine, daher geben die Produkte der
vorliegenden Erfindung die Peptidarzneimittelbeladung in einer solchen Weise frei, die vollstandig ver-
schieden ist von der in den friheren Europaischen Patenten Nr. 52 510, 145 240 und 190 833 be-
schriebenen.

Somit ist eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung die Herstellung entweder von Mikrokugeln, die
keine Mikrokapseln sind, unter Verwendung einer Lésung des Peptid-Polyester-Salzes, das gegebenen-
falls freies Polymer enthalt, oder die Herstellung von Mikrokugeln, die Mikrokapseln sind, die aber freies
Arzneimittel eingekapselt von einer Phase oder Beschichtung von Peptid-Polyester-Salz, das gegebe-
nenfalls freies Polymer enthalt, umfasst.

Solche Teilchen kénnen mit einer Vielzahl verschiedener Verfahren hergestellt werden, zum Beispiel
durch Ausfallung, Phasentrennungscoacervierung, Sprithtrocknen und Sprihfrieren. Die bevorzugte Teil-
chengrosse liegt im Bereich von 0,2 ym bis 500 pm und diese Teilchen kénnen als Suspension in ei-
nem geeigneten Injektionstrager injiziert werden.

Besonders wirksame und geeignete parenterale pharmazeutische Formulierungen von Peptidarznei-
mitteln kénnen auch in Form von Lésungen eines Arzneimittel-Polyester-Salzes hergestelit werden, das
gegebenentfalls freien Polyester enthalt und gegebenenfalls dispergiertes oder solubilisiertes freies Arz-
neimittel enthalt, in einem pharmazeutisch annehmbaren organischen Lésungsmittel, das ein Ldsungs-
mitte! fir den freien Polyester, aber ein Nichtldsungsmitte! fir Peptide und einfache Salze davon, wie
zum Beispiel Chloride und Acetate, ist.

Somit wird erfindungsgeméss eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Verfiigung gestelit, die
ein Peptidarzneimittel und einen Polyester umtfasst, fur die verlangerte Freisetzung des Peptidarzneimit-
tels, die dadurch gekennzeichnet ist, dass die Zusammensetzung in Form einer Losung ist, die umfasst:

(a) ein basisches Peptidarzneimittel, wie vorher definiert, mit einem Molekulargewicht von mindestens
300 u und vorzugsweise mindestens 800 u, das in Form eines Salzes mit dem Polyester vorliegt, wobei
das Salz ein Kation des basischen Peptids und ein Anion eines Polyesters mit endstandigen Carboxy-
gruppen umfasst,

(b) ein pharmazeutisch annehmbares organisches Ldsungsmittel, das ein Lésungsmittel fir den freien
Polyester, nicht aber ein Losungsmittel fur das freie Peptid ist,

(c) einen Uberschuss des Polyesters und gegebenentalls

(d) einen Uberschuss des freien Peptidarzneimittels in einer solubilisierten oder kolloidal dispergierten
Form.

Geeignete basische Peptide und Polyester mit endstandigen Carboxygruppen sind die oben definier-
ten und besonders bevorzugte Peptide sind die oben definierten LHRH-Analoge.

Polyester-Peptid-Arzneimittelsalze, bei denen der Polyester auf Homo- und Copolymeren von Milch-
und Glykolsduren basiert, schliessen geeignete pharmazeutisch annehmbare organische Lésungsmittel
Benzylbenzoat, Benzylalkohol, Ethyllactat, Glycerintriacetat, Zitronensaureester und Polyethylenglykole
mit niedrigem Molekulargewicht (< 1.000), Alkoxypolyethylenglykole und Polyethylenglykolacetate etc.
ein, sind aber nicht darauf beschrankt, und von diesen sind Benzylbenzoat und Benzylalkohol bevorzugt
und Benzylbenzoat ist besonders bevorzugt.

Das einzige Erfordemis fiir ein solches organisches Lésungsmittel ist es, dass es pharmazeutisch
annehmbar ist und dass das Polyester-Peptid-Arzneimittelsalz darin Idslich ist. Unabhangig davon, ob
ein solches Losungsmittel allein verwendet wird oder als Mischung von Ldsungsmittein, kann die Eig-
nung solcher Lésungsmittel leicht bestimmt werden durch einfache Versuche. Homo- und Copolymere
von Milch- und Glykolsaure gehdren zu den polarsten und lipophobsten Polyester und losen sich da-
her nicht in solchen organischen Injektionslosungsmittein wie Ethyloleat, pflanzlichen Olen und ande-
ren lipophilen Tragern, aber Homo- und Copolymere auf Basis von lipophilen Monomeren oder Como-
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nomeren oder lipophilen Hydroxysduren wie Hydroxystearinsaure, sind 1dslich in lipophilen Injektions-
tragern.

Das Verhaltnis von Peptidarzneimittel zu Polyester in den Feststoffen, die gelést werden unter Bil-
dung der Lésungszusammensetzung der Erfindung, variieren natirlich abhéngig von der Wirksamkeit
des Peptidarzneimittels, der Art des verwendeten Polyesters und des gewiinschten Zeitraumes der Pep-
tidarzneimittelabgabe.

Der bevorzugte Gehalt an Peptidarzneimittel ist 0,1 bis 30% G/V. Allgemein ist die optimale Arznei-
mittelbeladung abhangig von dem Molekulargewicht des Polyesters und der Molekulargewichtsvertei-
lung, dem erwiinschten Freisetzungszeitraum und der Wirksamkeit des Peptidarzneimittels. So kénnen
far Arzneimittel mit relativ geringer Wirksamkeit hohere Gehalte notwendig sein.

Die Wasseraufnahme der Zusammensetzung ist ein wesentlicher Faktor bei der Kontrolle der Rate
der hydrolytischen Spaltung des Polyesters und die Rate der Wasseraufnahme wird zu einem gewissen
Grad bestimmt durch die Arzneimittelbeladung der Zusammensetzung. in Fallen, in denen eine relativ
schnelle Arzneimittelfreisetzung erforderlich ist Uber einen relativ kurzen Zeitraum, zum Beispiel drei
Monate, kénnen daher bis zu 30% Peptidarzneimittelbeladung geeignet sein.

Die Monomerzusammensetzung eines Copolyesters, zum Beispiel das Verhaltnis von Lactid zu Gly-
kolid in Lactid-Co-Glycolid-Polyestern ist auch wesentlich bei der Bestimmung der Geschwindigkeit des
Polyesterabbaus und der Peptidarzneimittelfreisetzung. Die Dauer der Freisetzung wird teilweise auch
bestimmt durch das gewichtsmittlere Molekulargewicht des Polyesters, daber die Menge an Peptidarz-
neimittel, die als Arzneimittelpolyestersalz eingearbeitet werden kann, wird bestimmt durch das zahlen-
mittiere Molekulargewicht. D.h., dass die Polydispersitat (das Verhaltnis von gewichtsmittierem zu zah-
lenmittlerem Molekulargewicht) ein wesentlicher Parameter ist.

Somit sind fiir eine Zeitdauer der Peptidarzneimittelfreisetzung von einem bis vier Monaten Zusam-
mensetzungen, die Polyester mit einem gewichtsmittleren Molekutargewicht von 4.000 bis 20.000 mit ei-
ner Polydispersitat von 1,2 bis 2,2 umfassen, und Peptidarzneimittelgehalte von 0,1 bis 30% bevorzugt.
Im allgemeinen muss das gewichtsmittlere Molekulargewicht um so geringer und die Polydispersitat des
Polyesters um so héher sein, je geringer die Arzneimittelbeladung ist. Fir langere Freisetzungszeitrau-
me, zum Beispiel zwei bis sechs Monate, ist es bevorzugt, Peptidarzneimittelbeladungen von 0,1 bis
20% und Polyester mit gewichtsmittieren Molekulargewichten von 8.000 bis 20.000 und Polydispersita-
ten von 1,5 bis > 2,2 zu verwenden. Fir einen Freisetzungszeitraum von mehr als sechs Monaten sind
Peptidarzneimittelbeladungen von 0,1 bis 10% bevorzugt, wobei Polyester mit einem gewichtsmittleren
Molekulargewicht von 20.000 bis 50.000 und Polydispersitaten von > 1,8 erforderlich sind.

Der Einarbeitungsgrad der Peptid-Polyester-Feststoffe insgesamt in die erfindungsgemésse Zusam-
mensetzung variiert natirlich abhangig von der Wirksamkeit der Peptidkomponente, dem Zeitraum,
wiahrend dem die Abgabe des Peptidarzneimittels erwiinscht ist, der Loslichkeit aller Feststoffe in dem
Lésungsmittel der Wahl und dem Volumen und der Viskositat der Lésungszusammensetzung, die ver-
abreicht werden soll.

Die Viskositat der Ldsungszusammensetzung der Erfindung wird bestimmt durch das Molekularge-
wicht des Polyesters und die Peptidarzneimittelbeladung. Aligemein sind Lésungen, die mehr als etwa
40% Feststoffe G/V (Peptidarzneimittel/Polyestersalz, freies Arzneimittel, freier Polyester) enthalten und
bei denen der Polyester ein gewichtsmittleres Molekulargewicht von > 8.000 hat, schwierig durch Injek-
tion zu verabreichen aufgrund ihrer Viskositat. Daher sind Losungen von < 40% G/V fir diese Polyester
bevorzugt. Fur Lésungszusammensetzungen, die Polyester mit einem gewichtsmittleren Molekularge-
wicht von etwa 8.000 bis etwa 20.000 enthalten, sind Konzentrationen von < 30 G/V bevorzugt, und fir
Lésungszusammensetzungen, die Polyester mit einem Molekulargewicht von etwa 20.000 bis etwa
50.000 umfassen, sind Konzentrationen von < 20% G/V bevorzugt. In einigen Fallen, zum Beispiel
wenn es erwinscht ist, die Zusammensetzung unter Verwendung einer sehr diinnen Nadel zu injizieren,
kénnen Lésungen mit sehr geringer Viskositét bevorzugt sein und die Konzentration kénnte auf 2% G/V
oder sogar noch weniger vermindert werden, aber es gibt natlrlich ein Gleichgewicht zwischen dem
Vermindern der Viskositat und dem Erhdhen des erforderlichen zu injizierenden Volumens.

Gemass einem weiteren Merkmal der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung einer Zusammen-
setzung der Erfindung zur Verfigung gestellt, das umfasst, dass man:

1. eine innige Mischung des basischen Peptidarzneimittels und des Polyesters in dem pharmazeu-
tisch annehmbaren Losungsmittel 16st oder

2. langsam eine Losung des Peptidarzneimittels in einem 1-6C-Alkanol zu einer Lésung des Poly-
esters in einem Lésungsmittel, das fir eine Injektion geeignet ist, zugibt, und danach, das hydroxylische
Lésungsmittel, wenn es nicht pharmazeutisch annehmbar ist fur die Injektion, durch Verdampfen ent-
fernt, oder wenn das hydroxylische Lésungsmittel pharmazeutisch annehmbar ist fir die Injektion, kann
seine Entfernung nicht notwendig sein.

Die innige Mischung des basischen Peptidarzneimittels und des Polyesters, die in dem Verfahren 1.
oben verwendet werden, wird vorzugsweise erhalten, indem das basische Peptid und der Polyester in
einem Lésungsmittel oder einer Lésungsmittelmischung geldst werden, die sowohl das basische Peptid-
arzneimitte! als auch den Polyester l6sen kann und die gefriergetrocknet werden kann. Geeignete Bei-
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spiele fur solche Lésungsmittel oder Losungsmittelmischungen sind Eisessig und Mischungen von Di-
oxan und Wasser, wobei anschliessend die so erhaltene Losung gefriergetrocknet wird. Alternativ kén-
nen beide Komponenten zum Beispiel in Dimethylsulfoxid gelost werden und das Losungsmittel
anschliessend entfernt werden.

Die innige Mischung kann auch erhalten werden, indem das Peptidarzneimittel in einem hydroxyli-
schen Lésungsmittel, zum Beispiel Methanol, gelost wird und diese Losung zu einer Losung des Poly-
esters, zum Beispiel in Dichlormethan, zugegeben wird und anschliessend die Lésungsmittel entfernt
werden, zum Beispiel durch Verdampfen.

Alternativ kann eine wassrige Losung des Peptidarzneimittels als Chloridsalz zu einer wassrigen Lo-
sung oder Dispersion des Natriumsalzes des Polyesters zugegeben werden und die Mischung gefrier-
getrocknet werden, was eine Mischung von Peptidarzneimittel/Polyestersalz und Natriumchlorid ergibt.
Letzteres kann, falls erwiinscht, entfernt werden, indem das Produkt mit einem organischen Ldsungs-
mittel vermischt wird und das unidsliche Natriumchlorid abfiltriert wird.

In dem Verfahren 1. kann die Losung der innigen Mischung in dem pharmazeutisch annehmbaren
Lésungsmittel durch Erhitzen und/oder Rihren der Reaktionsmischung beschleunigt werden.

Bei dem Verfahren 2. oben ist ein geeignetes Alkanolldsungsmittel fir das Peptid zum Beispiel Me-
thanol, Ethanol oder Propylen-1,2-diol.

Ein Hauptvorteil von pharmazeutischen Peptidarzneimittelprodukien in Form von Losungen eines Po-
lyester-Peptid-Arzneimittelsalzes, das gegebenenfalls freies Arzneimittel und/oder freien Polyester ent-
halt, ist es, dass die Herstellung eines injizierbaren Produktes in steriler Form fur die sofortige Verwen-
dung, ohne dass ein Vormischen vor der Verabreichung an einen Patienten erforderlich ist, hergestelit
werden kann unter Verwendung einer Sterilfiltration. Dies ist ein viel einfacheres Herstellungsverfahren
als die Sterilisation eines festen oder Suspensionsproduktes. Ein alternatives Verfahren zur Herstellung
von sterilen injizierbaren Losungen ist es, ein steriles Polyester-Peptid-Arzneimittelsalz, das gegebenen-
falls freies Arzneimittel und/oder freien Polyester enthlt, in dem pharmazeutisch annehmbaren organi-
schen Injektionstrager zu losen.

Obwohl diese Formulierungen hauptsachlich solche fiir die parenterale Verabreichung sind, konnen
Polyester-Arzneimittelsalze der Erfindung auch verwendet werden zur Herstellung von oral zu verabrei-
chenden Formulierungen.

Eine ganz andere Art von Formulierung, die subdermal injiziert oder implantiert werden kann, ist ein
Arzneimittelabgabesystem auf Basis von Implantaten oder Mischungen verschiedener Arten von Implan-
taten. Diese konnen hergestellt werden aus den erfindungsgeméssen Polyester-Peptid-Arzneimittelsal-
zen, die gegebenenfalls freies Arzneimittel und/oder freien Polyester enthalten, unter Verwendung ubii-
cher Polymerschmelztechniken, zum Beispiel Extrusion und Formpressen und Spritzguss (sind aber
nicht darauf beschrankt), wobei erhdhte Temperaturen (vorzugsweise weniger als 100°C) verwendet
werden, um das Polyesterarzneimittelsalz bei der Hersteliung des Implantates zu schmelzen. Die Her-
stellung solcher Implantate kann unter aseptischen Bedingungen durchgefiiht werden oder alternativ
durch Sterilisation durch Bestrahlung am Ende unter Verwendung von y oder Rontgenstrahlen, ist je-
doch nicht beschrankt darauf. Diese festen Dosierungsformen konnen in Mikroteilchenform gebracht
werden durch Verkleinern oder Vermahlen. Die bevorzugten Teilchengrossen kénnen im Bereich von 1
um bis 500 um liegen und diese mikroteilchenformigen Abgabesysteme (die weder Mikrokugeln noch
Mikrokapseln sind) kdnnen in einem geeigneten (blichen pharmazeutisch annehmbaren Injektionstrager
suspendiert werden.

Die Schmelzverarbeitung der Peptid-Polyester-Arzneimittelsalze verkérpert und erdutert einen sehr
wesentlichen und wichtigen Unterschied zwischen den physikalisch-chemischen und thermodynami-
schen Eigenschaften der erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Arzneimittelsalze und der freien Peptide
und einfachen Salze davon. Die erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Salze schmelzen und fliessen in
vielen Fallen im Gegensatz zu freien Peptiden und deren einfachen Salzen, wie Chloriden und Aceta-
ten, die nicht schmelzen, sich aber bei erhéhter Temperatur zersetzen.

Der Abbau von Polyestern ist teilweise abhéngig von ihrem Molekulargewicht und ihrer Polydispersi-
tat. Offensichtlich muss, damit ein Abbau hauptsdchlich durch hydrolytische Spaltung von Estergruppen
stattfindet, der Polyester oder eine pharmazeutische Formulierung, die einen Polyester enthalt, Wasser
aufnehmen. Fir solche Systeme, bei denen die die Freisetzung kontrollierende Matrix oder Membran
insgesamt oder teilweise ein Peptid-Polyester-Arzneimittelsalz enthalt, wird eine hohere Wasseraufnah-
me durch die kontrollierende Matrix oder Membran erfolgen verglichen mit dem Polyester allein. Dem-
zufolge werden Matrixphasen oder Membranen, die Polyesterarzneimittelsalze enthaiten, anders abge-
baut als solche kontinuierlichen Matrixphasen oder Membranen auf Basis von Polyester allein. Es ver-
steht sich auch, dass die Diffusionsrate von Wasser oder physiologischen Fliissigkeiten in eine solche
die Freisetzung kontrollierende Polyestermatrix oder Membran teilweise den Abbaugrad kontrolliert. Die-
se Diffusion von Wasser oder physiologischen Fliissigkeiten wird auch durch die Dimensionen und die
Form der Formulierung gesteuert und daher ist die Arzneimittelfreisetzung aus Zusammensetzungen,
die polymere Salze von Polypeptiden und Polyestern enthalten, auch von diesen Faktoren abhéngig.

Von speziellem Interesse als Polyesterkomponente der erfindungsgemassen Peptid-Polyester-Arznei-
mittelsalze sind solche auf Basis von Homo- und Copolymeren von Milch- und Glykolsauren, wobei die
Milchsaure in irgendeiner ihrer optisch aktiven Formen und razemischen Formen sein kann. Polyester
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dieser allgemeinen Art sind seit vielen Jahren bekannt und wurden im Detail untersucht in einer Viel-
zahl von Arzneimittelabgabesystemen mit kontrollierter Freisetzung bzw. Depotwirkung (siehe zum Bei-
spiel «Controlled Release of Bioactive Agents from Lactide/Glycolide Polymers» von D.H. Lewis in
«Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems», Herausgeber M. Chasin & R. Langer, Marcel
Dekker, und die Bezugnahmen darin).

Zum Beispiel weist das US-Patent Nr. 3 773 919 in breiter Form darauf hin, dass pharmazeuti-
sche Formulierungen mit Depotwirkung von Lactidpolyestern und Lactidcopolyestern, die antimikrobiel-
le Polypeptide enthalten, hergestellt werden konnten. Jedoch sind die darin offenbarten antimikrobiel-
len Peptide nicht befriedigend, um ein Polyestersalz zu erzeugen, da sie entweder als Sultate vorlie-
gen oder andere Merkmale haben, die die Bildung eines Polyester-Peptid-Arzneimittelsalzes hemmen
oder verhindern. Tatsachlich fuhrt, wenn die Beispiele, die in diesem Patent gezeigt werden, nachge-
arbeitet werden, das Vermischen des Peptidarzneimittels, unabhangig von seiner Natur, mit einem
Polymer bei erhdhter Temperatur, wie dort offenbart, zu einer katastrophalen Zersetzung des Peptid-
arzneimittels.

In ahnlicher Weise wird in dem Europaischen Patent Nr. 25 698 ein antimikrobielles Polypeptid, Coli-
stin, als eine von vielen aufgefiihrten Verbindungen offenbart, die angeblich mit Polylactid formuliert
werden kann, aber wiederum hat diese Verbindung strukturelle Merkmale, die eine Salzbildung mit den
endstandigen Carbonsauregruppen des Polyesters verhindern. Colistin wird pharmazeutisch nur als
Colistinsuifat oder Colistinsulfomethatnatrium verwendet, wobei keine dieser Formen die Herstellung von
amphipatischen Salzen mit Polyestern gemass der vorliegenden Erfindung zulasst. Weiterer Stand der
Technik, der die Verwendung von Polypeptiden mit biologisch abbaubaren Polymeren auf Basis von
Homo- und Copolymeren von Milch- und Glykolsduren offenbart, sind die Europdischen Patente Nr.
52 510, 58 481, 145 240 und 190 833, auf die schon vorher Bezug genommen wurde.

Obwohl Copolymere von Milch- und Glykolsduren seit vielen Jahren bekannt sind, wurden die Komp-
lexitat ihrer Struktur im Hinblick auf die Verteilung der Comonomereinheiten und die daraus folgende
Sequenzlange (Anordnung derselben einzelnen Comonomereinheiten in dem Copolymer, die nicht stati-
stisch ist) und die Wirkung soicher strukturellen Variationen, wenn sie als Arzneimittelabgabematrices
verwendet werden, grossteils im Stand der Technik ignoriert. Diese Copolymerstruktur bestimmt teilwei-
se sowohl die Léslichkeit als auch die Quellbarkeit des Polymers in Losungsmitteln wie Benzol, ebenso
wie die Abbaurate. Diese Beziehung wurde zuerst von Hutchinson (Européisches Patent Nr. 58 481)
bemerkt, wurde aber in der vorliegenden Erindung ausgeweitet und verfeinert.

Um diesen Punkt zu erlautern, offenbart US-Patent Nr. 3 773 919 bestimmte Arzneimittelformulierun-
gen mit Depotwirkung unter Verwendung von Copolyestern von Milch- und Glykolsauren im Verhaltnis
50/50, die in Benzol Islich sind, und tatsachlich ist dieses US-Patent spezifisch beschrankt (im Hinblick
auf Milch/Glykol-Copolymere) auf solche, die benzolldslich sind. Die Nutzlichkeit dieser benzolidslichen
Copolyester wurde weiter verstarkt durch ihre spezifische Verwendung in dem Européischen Patent Nr.
52 510. Jedoch offenbarte das frihere US-Patent Nr. 2 703 316 (das denselben Inhaber hat wie US-
Patent Nr. 3 773 919) Lactid/Glykolid-Copolyester im Verhaltnis 50/50, die in Benzol unldslich waren.
Da diese zwei US-Patente den gleichen Inhaber haben (duPont), muss angenommen werden, dass bei
der Erfindung, die im letzteren dieser Patente beansprucht wird, die benzoluniéslichen Copolymere in
gewisser Hinsicht schlechter waren verglichen mit den benzolléslichen. Diese Ansicht wird bestatigt
durch das Europaische Patent Nr. 52 510, bei dem nur die benzolléslichen Copolymere von US-Patent
Nr. 3 773 919 verwendet werden.

Der Stand der Technik mit Ausnahme des Europaischen Patents Nr. 58 481 der Anmelderin ignorier-
te die Wirkung der Struktur von Copolyestern von Milch- und Glykolséuren aut die Loslichkeit und die
Abbaubarkeit. Es wurde gezeigt, dass fir Polyester mit &hnlichem Molekulargewicht und ahnlicher Mo-
lekulargewichtsverteilung die folgende aligemeine Beziehung in den meisten Fallen zutrifft fur Polyester,
die in Chloroform bei 25°C léslich sind, namlich dass benzoluniosliche Polyester schneller abgebaut
werden als Polyester, die in Benzol quellen, nicht aber gelost werden, und solche in Benzol quellbaren
Polyester schneller abgebaut werden, als solche Polyester, die in Benzol frei I8slich sind, wenn Abbau-
versuche durchgefiihrt werden in wassrigen physiologischen Flissigkeiten oder in Puffer mit einem pH
von 7.4 bei 37°C. Demzufolge ist es besonders geeignet, Polyester zu verwenden, die in Benzol unids-
lich sind, um eine kontinuierliche Freisetzung von Peptiden aus parenteralen Formulierungen tber einen
relativ kurzen Zeitraum, zum Beispiel eine Woche bis zwei Monate, zu liefern.

Somit trifft fur Zusammensetzungen, die 0,1% G/V Peptid bis zu 75% G/V Peptid enthalten kdnnen,
das folgende im Hinblick auf die Polyesterzusammensetzung und die Beziehungen von Struktur, Visko-
sitdt und Polydispersitat zu.

Fir die Herstellung von Peptid-Polyester-Arzneimittelsalzen, die erfindungsgeméss formuliert werden
kénnen, um eine kontinuierliche Arzneimittelfreisetzung tber einen Zeitraum von einer Woche bis zwei
Monaten zu ergeben, liegt die molare Zusammensetzung solcher benzoluniéslicher Polyester, die vor-
zugsweise eine normale bis breite Polydispersitat haben, vorzugsweise im Bereich von 60% Glykolsau-
re (oder Glykolid)/40% Milchsaure (oder Lactid) bis etwa 25% Glykolséure (oder Glykolid)/75% Milch-
saure (oder Lactid) und solche Polyester haben vorzugsweise eine Eigenviskositédt bei 1% G/V in Chlo-
roform bei 25°C im Bereich von 0,08 bis 4,0 dl/g.

Durch geeignete Auswahl der Polyesterparameter einschliesslich des Molekulargewichts und der Mo-
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lekulargewichtsverteilung ist es auch méglich, eine kontinuierliche Freisetzung von Polypeptiden Uber ei-
nen Zeitraum von einer Woche bis zwei Monaten aus erfindungsgemassen Formulierungen zu errei-
chen unter Verwendung von Polymilchsaurehomopolymeren oder -Copolyestern mit einer molaren Zu-
sammensetzung im Bereich von 35% Glykolsaure (oder Glykolid)/65% Milchsaure (oder Lactid) bis 10%
Glykolsaure (oder Glykolid)/90% Milchsaure (oder Lactid), die in Benzol 1dslich sind mit einer Eigenvis-
kositat mit 1% in Chloroform bei 25°C von 0,08 bis 0,5 difg und einer engen bis breiten Polydispersitat.

Eine kontinuierliche Freisetzung von Peptiden uber einen relativ langen Zeitraum, zum Beispiel zwei
bis sechs Monate, aus erfindungsgemassen Formulierungen kann erreicht werden bei Verwendung von
Polymilchsaurehomopolymeren oder -Copolyestern mit einer molaren Zusammensetzung im Bereich von
35% Glykolsaure (oder Glykolid)/65% Milchsaure (oder Lactid) bis 0% Glykolsaure (oder Glykolid)/100%
Milchséure (oder Lactid), die benzolléslich sind, mit einer Eigenviskositéat bei 1% G/V in Chloroform bei
25°C von 0,08 bis 0,8 dl/g und einer engen bis weiten Polydispersitat.

Eine kontinuierliche Freisetzung von Peptiden iber einen sehr langen Zeitraum, zum Beispiel bis zu
zwei Jahren, aus erfindungsgemassen Formulierungen kann erreicht werden unter Verwendung von Po-
lymilchsaurehomopolymeren oder -Copolyestern mit einer molaren Zusammensetzung im Bereich von
25% Glykolsaure (oder Glykolid)/75% Milchsaure (oder Lactid) bis 0% Glykolsaure (oder Glykolid)/100%
Milchsaure (oder Lactid), die benzollslich sind, mit einer Eigenviskositat bei 1% G/V in Chioroform bei
25°C von 0,2 bis 4,0 dl/g, und einer normalen bis hohen Polydispersitat.

Eine zeitlich festgelegte oder stossférmige (mit einer Induktionsperiode vor der Freisetzung) oder dis-
kontinuierliche Freigabe (wobei sich an eine Anfangsphase der Freisetzung ein Zeitraum ohne Freiset-
zung oder mit nicht-wirksamer Freisetzung und eine zweite Phase der Freisetzung anschliesst) Uber ei-
nen relativ kurzen Zeitraum, zum Beispiel bis zu zwei Monaten, kann erreicht werden mit der erfindung-
sgemassen Formulierung unter Verwendung von benzoluniéslichen Polymeren, die eine enge bis
héchstwahrscheinliche Molekulargewichtsverteilung und eine Eigenviskositat bei 1% G/V in Chloroform
bei 25°C von 0,3 bis 4,0 dl/g haben.

Ein weiteres Merkmal der vorliegenden Erfindung, das neu ist und die Erfindung von allen anderen
bisher beschriebenen Arzneimittelabgabesystemen mit Depotwirkung auf Basis von Polyestern oder Co-
polyestern unterscheidet und das weiterhin die Freisetzungsrate kontrolliert, ist der Einbaugrad des
Peptids als Polyestersalz (gegebenenfalls in Gegenwart von freiem Arzneimittel und/oder freiem Poly-
mer). Dieses weitere Kontrollmerkmal unterscheidet sich volistandig von den Parametern, die zu erhoh-
ten Freisetzungsraten in Ublicheren Abgabesystemen auf Basis von Polyestern fihren, die aut die Ab-
gabe von sehr lipophilen Arzneimitteln mit relativ geringer wéassriger Loslichkeit, zum Beispiel Steroiden,
gerichtet sind. In diesen Fallen wird, wenn der Grad der Arzneimitteleinarbeitung ansteigt, allgemein
eine erhdhte Freisetzungsgeschwindigkeit wahrgenommen, auch wenn die Wasseraufnahme solcher
Systeme vermindert ist aufgrund des erhohten Phasenvolumens des lipophilen Arzneimittels. Tatséch-
lich sind solche erhdhten Freisetzungsgeschwindigkeiten von Arzneimitteln wie Steroiden davon abhan-
gig, dass das Arzneimittel seine thermodynamische Identitat behéit, und von der einfachen Fick'schen
Diffusionskinetik (siehe Baker und Lonsdale, siehe oben). D.h., dass fir Arzneimittel wie Steroide dann,
wenn die Arzneimittelbeladung zunimmt und wenn das lipophile Arzneimittel eine gewisse Loslichkeit in
dem lipophilen Polymer hat, die einfachen Fick'schen Diffusionsraten ansteigen.

Eine vollstandig andere Situation existiert jedoch bei den Produkten der vorliegenden Erfindung. Es
wurde jetzt erkannt, dass ein Hauptanteil des Abbaus von Polyestern und Copolyestern die Hydrolyse
von Estergruppen ist, und dass die Rate, mit der dies erfolgt, abhangig ist von der Wasseraufnahme
(siehe Pitt und Zhong-wei Gu, J. Controlled Release, 4, 283-292 (1987); Hutchinson und Furr, ibid., 13,
279-294 (1990)). Peptide sind hydrophil und ihre Salzbildung mit Polyestern fihrt zu einer Phase, die
ein Polyesterarzneimittelsalz enthélt, das eine hohere Wasseraufnahme hat als der Polyester allein. Das
bedeutet, dass die Polyesterkette in dem Salz schneller abgebaut werden kann als ein freier Polyester
allein, der die gleiche Zusammensetzung, das gleiche Molekulargewicht und die gleiche Polydispersitat
hat. Da die Peptidfreisetzung stark abhangig ist von dem Abbau, wird die Freisetzung teilweise sowohl
von dem Gehalt des Polyester-Peptid-Arzneimittelsalzes in der Zusammensetzung, als auch von dem
Anteil des Peptids in dem Salz gesteuert. Fir Polyester oder Copolyester der gleichen Zusammenset-
zung und Struktur kann in bestimmten Fallen ein Erhdhen von einem oder beiden Parametern zu er-
hohten Freisetzungsraten fihren und kann unter bestimmten Umstanden die Zeitraume, wahrend denen
die Freisetzung erfolgt, als Foige vermindern. Peptidarzneimittelgehaite entweder als Polyesterarzneimit-
telsalz oder als Polyesterarzneimittelsalz in Kombination mit freiem Peptid liegen vorzugsweise im Be-
reich von 0,1% G/G bis 75% G/G in der Polyesterarzneimittelformulierung.

Die Peptidarzneimittelbeladung bei der erfindungsgeméssen Zusammensetzung und die Variation von
Polyestermolekulargewicht und Polydispersitét ist wie folgt. Fur kontinuerliche Freisetzung eines Peptids
iber sehr lange Zeitraume, zum Beispiel bis zu zwei Jahren, sind geringe Gehalte an Arzneimittel im
Bereich von 1,0% bis 20% G/G bevorzugt, bei Verwendung von Polyestern, die ein bevorzugtes ge-
wichtsmittleres Molekulargewicht von 20.000 u oder mehr und Polydispersitaten von mehr als 2,2 und
vorzugsweise mehr als 3,5 haben. Diese Parameter fir eine sehr langzeitige Freisetzung hangen teil-
weise auch von anderen Merkmalen innerhalb der Arzneimittelformulierung ab, zum Beispiel der Zu-
sammensetzung im Hinblick auf den Comonomergehalt, die Struktur, die LoslichkeitUnléslichkeit in
Benzol und die Geometrie und die Dimensionen der Dosierungsform. Ein Polyester mit einem gewichts-
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mittleren Molekulargewicht von etwa 20.000 hat eine Eigenviskositat von etwa 0,2, abhangig von sol-
chen Faktoren wie seiner Struktur, Zusammensetzung und Polydispersitat.

Fur die kontinuierliche Freisetzung iber relativ lange Zeitraume, zum Beispiel bis zu 6 Monaten, lie-
gen bevorzugte Gehalte des Peptidarzneimittels im Bereich von 0,5% bis 35% G/G, bei Verwendung
von Polyestern oder Copolyestern mit gewichtsmittieren Molekulargewichten von vorzugsweise 10.000 u
oder mehr und Polydispersititen von mehr als 1,8 und vorzugsweise mehr als 2,2, abhangig von all
den anderen Parametern wie Zusammensetzung, Struktur, Loslichkeit/Unléslichkeit in Benzo!l und Geo-
metrie und Dimensionen der Dosierungsformen.

Fur die kontinuierliche Freisetzung tber relativ kurze Zeitraume, zum Beispiel bis zu zwei Monaten,
liegen bevorzugte Peptidarzneimitteigehalte im Bereich von 0,1% bis 75% G/G, bei Verwendung von
Polyestern mit einem bevorzugten gewichtsmittleren Molekulargewicht von 2.000 u oder mehr und Poly-
dispersitaten von mehr als 1,2, abhangig von allen anderen Parametern wie Zusammensetzung, Struk-
tur, Léslichkeit/Unléslichkeit in Benzol und Geometrie und Dimensionen der Dosierungsformen.

Ein weiterer Parameter, der ausserdem die Freisetzung des Peptidarzneimittels aus erfindungsge-
massen Formulierungen kontroliiert und der bei Abgabesystemen des Standes der Technik auf Basis
von Homo- und Copolymeren von Milchsaure und Glykolsaure fehit, ist die Funktionalitat des Peptids im
Hinblick auf die Anzahl basischer Gruppen, wie zum Beispiel Arginin- und Lysinresten in dem Peptid-
arzneimittelmolekiil, und die Funktionalitat des Polyesters oder Copolyesters im Hinblick auf die durch-
schnittliche Zahl von Carbonsauregruppen, die in der durchschnittlichen Polymer- oder Copolymerkette
enthalten sind. Fir eine kontinuierliche Freisetzung des Peptidarzneimittels ist im aligemeinen die erfor-
derliche Polydispersitat um so grésser, je grosser der Grad solcher polyfunktioneller Wechselwirkungen
in dem Peptid-Polyester-Polyelektrolytkomplex ist. Im Gegensatz dazu sind fir diskontinuierliche oder
stossformige Freisetzung Polydispersitaten von weniger als 2,2 bevorzugt.

Das relativ seltene Auftreten einer wechselseitigen Kompatibilitit oder Léslichkeit von zwei Polymer-
arten mit verschiedenen chemischen Strukturen wird gezeigt von Mischungen von Polyestern auf Basis
von Homo- und Copolymeren von Milch- und Glykolsauren mit Polyoxyethylenen mit niedrigem Moleku-
largewicht und insbesondere Polyethylenglykolen mit niedrigem Molekulargewicht. Diese Kompatibilitat
wurde mit guter Wirkung fiir Polyester-Peptid-Arzneimittelsalze und deren Herstellung in der vorliegen-
den Erfindung in einer neuen und unerwarteten Weise ausgenutzt. So ist es bekannt, dass bestimmte
pharmakologisch aktive Peptide «pegyliert» werden kénnen, d.h. mit einem Polyethylenglykol oder
Alkoxypolyethylenglykol konjugiert werden kénnen in solcher Weise, dass die pharmakologische Aktivitat
des Peptids erhalten bleibt. Die Gegenwart des pegylierten Peptidmolekils der konjugierten Po-
lyoxyethylenkette macht somit das pegylierte Peptid teilweise kompatibel mit dem Polyester oder Copo-
lyester. Vorausgesetzt, dass die verbleibenden Lysin- oder Argininreste in dem pegylierten Peptid als
Salze schwacher Sauren auftreten, macht somit diese Kompatibilitit die Herstellung des Polyester-Pep-
tid-Arzneimittelsalzes einfacher ebenso wie die Zugabe eines weiteren Elements zur Kontrolle der Frei-
setzung. Pharmakologisch aktive Konjugate von Peptiden mit anderen wasserloslichen Polymeren, zum
Beispiel Polysacchariden, synthetischen Polypeptiden und Polyvinylpyrrolidon, sind auch natzlich, aber
weniger bevorzugt, da keines dieser letzteren wasserléslichen Polymere lbslich in oder kompatibel mit
dem Polyester oder Copolyester ist.

Fur die Erindung werden vorzugsweise pharmakologisch aktive Peptide, die basische Funktionen
enthalten, angewendet. Jedoch kann sie auch angewendet werden fir Peptide, die pharmakologisch ak-
tiv sind und entweder neutral sind oder hauptsachlich in Form von Polyanionen existieren (Polypeptide
mit Gberschiissigen Carbonséurefunktionen).

Im ersteren dieser Falle (ein pharmakologisch aktives neutrales Polypeptid, das weder saure noch
basische Reste enthilt) wird ein Saiz eines synthetischen Polypeptids, das basische Funktionen enthalt
und pharmakologisch inaktiv ist, mit dem Polyester verwendet. Ein solches Salz des pharmakologisch
inaktiven synthetischen Polypeptids und des Polyesters oder Copolyesters ist auch amphipatisch und
kann so als Dispersionsmittel zur Solubilisierung oder kolloidalen Dispersion eines pharmakologisch ak-
tiven, aber neutralen Peptids in einer organischen Phase dienen.

Im zweiten dieser Falle (wenn das pharmakologisch aktive Polypeptid restliche Carbonsaurefunktio-
nen enthalt) wird ein Salz eines synthetischen Polypeptids mit mindestens zwei basischen Gruppen in
der synthetischen Polypeptidkette, das pharmakologisch inaktiv ist, mit einem Polyester oder Copoly-
ester verwendet. In diesem zweiten Fall ist bei dem Salz des synthetischen Polypeptids und Polyesters
die Konzentration basischer funktioneller Gruppen in dem Salz grésser als die Konzentration von Car-
bonsauregruppen in dem sauren pharmakologisch aktiven Peptid. Dieser Uberschuss an basischen
Funktionen in dem Salz kann dann eine Wechselwirkung durch weitere Salzbildung mit den Carbonsau-
regruppen des sauren pharmakologisch aktiven Peptids eingehen. Die entstehenden Salzkomplexe kon-
nen dann in einem organischen Lésungsmittel oder einer organischen Phase solubilisiert oder disper-
giert werden, die normalerweise ein volistandiges Nichtldsungsmittel fur das in Frage stehende Peptid
ist, aber ein Lésungsmittel fir den Polyester oder Copolyester ist, in der oben fir andere Polyester-
Peptid-Salze beschriebenen Weise.

Da Salze von Peptiden, die basische Funktionen enthalten, mit Polyestern und Copolyestern, die
Carbonsaurefunktionen enthalten, amphipatisch sind, kénnen ihre oberflachenaktiven Eigenschaften ver-
wendet werden, um die Dispersion anderer hydrophiler Arzneimittel oder wéssriger Suspensionen sol-
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cher Arzneimittel in einem organischen Lésungsmittel oder einer organischen Phase, die das Polyester-
Peptid-Salz enthalt, zu erleichtern. Die Verwendung solcher amphipatischen Salze von Peptiden mit Po-
lyestern oder Copolyestern als Dispersions- oder Solubilisierungsmittel bildet ein weiteres Merkmal der
Erfindung.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele erlautert, aber nicht beschrankt.

Die Messung der Viskositaten und die Beziehung zu den verschiedenen durchschnittlichen Molekular-
gewichten wird diskutiert in Sorensen und Campbell, «Preparative Methods of Polymer Chemistry», 2.
Ausgabe, 1968, Interscience Division of John Wiley, Seiten 43-50. In den unten beschriebenen Beispie-
len wurde ein Ubbelohde-Viskometer mit einer Fliesszeit fir Chioroform allein von etwa 100 Sekunden
verwendet. Chloroform wurde als Lésungsmittel verwendet, da dies ein Losungsmittel sowohl fir ben-
zollésliche als auch benzolunldsliche Polymere in dem offenbarten Zusammensetzungsbereich war.

Molekulargewichte und Molekulargewichtsverteilungen der in dieser Anmeldung beschriebenen Poly-
ester mit einem Molekulargewicht von mehr als etwa 2.000 u wurden bestimmt durch Grossenaus-
schlusschromatographie bezogen auf Polystyrolstandards unter Verwendung von 3 x 30 cm PL-Gel,
10 um gemischte B-Saulen (von Polymer Laboratories, Church Stretton, Shropshire, GB), die in Reihe
verbunden und mit einer 10 pm Fangséule ausgestattet waren. Tetrahydrofuran wurde als Lésungsmittel
bei 40°C mit einer Nennfliessrate von 1 ml pro Minute verwendet. Die Molekulargewichtseigenschaften
wurden berechnet unter Verwendung eines Professional Computers Perkin-Elmer 7700 mit Data Analy-
sis Package mit GPC Software.

Fir die Messung von Molekulargewichten von weniger als 2.000 Da ist die Grossenausschlusschro-
matographie nicht das bevorzugte Verfahren der Molekulargewichtsbestimmung und stattdessen kann
eine nicht-wéssrige potentiometrische Titration verwendet werden, die entweder das Molekulargewicht
oder Aquivalentgewicht des Polyesters ergibt durch direkte Messung des Carbonsauregehaltes des Po-
lyesters oder Copolyesters. Nicht-wassrige potentiometrische Titrationen wurden allgemein ausgefuhrt
unter Verwendung eines Polyesters oder Copolyesters mit bekanntem Gewicht, geldst in Aceton, das
10% V/V Wasser enthielt. Die Titrationen wurden durchgefihrt unter Verwendung von verdinnten Natri-
umhydroxididsungen und unter Verwendung einer von Radiometer (Kopenhagen, Danemark) gelieferten
Ausstattung. Diese bestand aus einem Titrator (TTT 80) und einer Autobiirette (ABU 80), einem pH-
Messer (PHM 83) und einer Russell-CMAWK:-Elektrode. Die Titration wurde aufgezeichnet an einem
Servograph (REC 80) und das Molekulargewicht des Polymers war

w x 1000 x £
vXxn

worin

w das Gewicht des verwendeten Polymers ist,

f die Durchschnittszahl von Carbonsauregruppen pro Polymerkette ist,
v das Volumen von verwendetem Natriumhydroxid ist und

n die Normalitat des verwendeten Natriumhydroxids ist.

ispiel 1

Goserelinacetat (100,6 mg, aquivalent zu etwa 86 mg Peptid als freie Base) und ein D,L-Lactid/Gly-
kolid-Copolymer mit einem molaren Verhaltnis von 50/50% (300,3 mg), das eine endstandige Carbon-
sauregruppe pro Polymerkette enthielt und ein gewichtsmittieres Molekulargewicht von 4.300 Da und
eine Eigenviskositat von 1% G/V in Chloroform bei 25°C von 0,08 di/g hatte und das unléslich in Ben-
zol war, wurde in anhydridfreiem Eisessig (3 ml) gelést. Die Essigsaurelosung von Arzneimittel und Po-
lymer wurde tropfenweise zu flissigen Stickstoff zugegeben und die gefrorenen Troptchen wurden 24
Stunden lang unter Hochvakuumbedingungen gefriergetrocknet. Das gefriergetrocknete Produkt wurde
schliesslich bei 50°C 24 Stunden lang im Hochvakuum nachgetrocknet, was eine Polyester-Arzneimittel-
mischung ergab, die nominell etwa 25% G/G Goserelinacetat (aquivalent zu etwa 22,3% G/G Peptid als
freie Base) enthielt.

Die getrocknete Polyester-Arzneimittelmischung (400 mg) wurde zu Dichlormethan zugegeben und
auf 4 ml gebracht. Anfangs wurde eine triibe kolloidale Mischung erhalten, aber im Verlaut einer Stunde
klarte sich diese nach und nach unter Bildung einer klaren Losung. Diese Losung wurde als Film ge-
gossen und bei Raumtemperatur etwa 6 Stunden und dann 20 Stunden bei 50°C im Hochvakuum
trocknen gelassen. Ein klarer transparenter Film, der das Polyesterarzneimittelsalz enthielt, wurde auf
diese Weise erhalten.

(i) Der so erhaltene, kiare transparente Film (100 mg), wurde geschmolzen und pressgeformt bei
80°C, was einen transparenten Film ergab, der etwa 0,02 cm dick war. Beim Eintauchen in Wasser mit
37°C 24 Stunden lang erhdhte sich das Gewicht des hydratisierten Arzneimittel/Polymerfilms auf
225 mg. Im Gegensatz dazu erhdhte sich das Gewicht eines Polyesters allein (100 mg), der auf gleiche
Weise behandelt wurde, nur auf 126 mg, und ein Film, der eine einfache Mischung von Goserelinacetat
(25 mg) und Polymer (75 mg) enthielt (hergestellt, indem Arzneimittel zu einer Lésung von Polymer in
Dichlormethan zugegeben wurde, das Lésungsmittel entfernt wurde und das entstehende Material
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pressgeformt wurde, was einen Film mit etwa 0,02 cm Dicke ergab), wog nur 136 mg nach 24 Stunden
Eintauchen in Wasser mit 37°C. Dieser Versuch zeigt offensichtlich, dass die Polyesterarzneimittelsalz-
zusammensetzung betrachtlich hydrophiler ist und eine hohere Wasseraufnahme hat als der Polyester
alleine oder einfache Mischungen von Arzneimittel und Polyester.

Bei der einfachen Mischung von Arzneimittel und Polymer in Dichlormethan gab es selbst nach ei-
nem Monat keinen Hinweis darauf, dass sich das Arzneimittel loste, und die einfache Mischung ergab,
wenn sie getrocknet und pressgeformt war, einen lichtundurchlassigen Film. Jedoch wurde in einem
weiteren Versuch der oben erhaltene klare transparente Film (100 mg) in Dichlormethan (1 ml) gelést,
was eine klare transparente Polyester-Arzneimittelldsung gab. Zu dieser Lésung wurde Trifluoressigsau-
re (50 ul) zugegeben und die Mischung heftig gerihrt. Es gab ein sofortiges Austallen von Goserelin als
Trifluoracetatsalz.

Diese zwei Versuche zeigen, dass der wie oben beschrieben erhaltene klare transparente Film, der
das Polyesterarzneimittelsalz enthalt, zu einem geformten Abgabesystem verarbeitet werden kann unter
Verwendung tblicher Polymerschmelzherstellungstechniken. Weiterhin enthalt dieses Produkt praktisch
keine Essigsaure oder kein Acetatanion und daher muss das Arzneimittel in Form des Polyestersalzes
vorliegen. Das Polyesterarzneimittelsalz ergibt sich, da die endstandigen Milch- oder Glykolsauregrup-
pen des Copolymers viel starkere Sauren als Essigsaure sind und so die schwachere Essigsaure durch
das Polymer verdrangt wird. Die Polymercarbonséure in dem dichlormethaniéslichen Polyesterarzneimit-
telsalz kann wiederum durch eine viel starkere Carbonsdure, zum Beispiel Trifluoressigséaure, verdrangt
werden. Wenn dies geschieht, wird das Trifluoracetatsalz des Peptids gebildet und dieses falit, da es in
Dichlormethan nicht I8slich ist, aus.

(i) Der wie oben beschrieben erhaltene klare transparente Film (50 mg), der das Polyesterarzneimit-
telsalz enthalt, wurde geformt, um einen Film mit einer Dicke von etwa 0,02 cm zu ergeben. Der Film
wurde in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (die 0,02% Natriumazid enthielt) bei pH 7,4 und 37°C in-
kubiert und die Pufferldésung wurde periodisch mit UV untersucht, um die Menge an freigesetztem Go-
serelin zu bestimmen. Dieses geformte Produkt gab Goserelin kontinuierlich 2 Wochen lang ab und war
nach 3 Wochen praktisch volistandig abgebaut und verschwand aus dem Inkubationsmedium.

Dieser Versuch zeigt die Nitzlichkeit von benzolunidslichen Polymeren mit sehr geringem Molekular-
gewicht zur Abgabe eines Arzneimittels (ber ein kurzes Zeitintervall.

Ahnliche geformte Formulierungen kénnen hergestelit werden unter Verwendung entweder von natur-
lich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormonen oder anderen stark wirksamen syntheti-
schen Analogen (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem Hormon, wie Trypto-
relin, Leuprorelin, Buserelin und Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze mit anderen schwa-
chen Sauren, anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeinem anderen Polypeptidhormon, das die
Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der Gonadotrophinuntereinheiten kontrolliert.

Beispiel 2

Das in Beispiel 1 oben erhaltene klare transparente Filmprodukt (100 mg) und ein D,L-Lactid/Glyko-
lid-Copolymer mit einem molaren Verhaltnis von 50/50 (1,05 g) mit einem gewichtsmittleren Molekular-
gewicht von 121.000 Da und einer Eigenviskositat mit 1% G/V in Chloroform bei 25°C von 0,84 dlg,
das in Benzol unléslich ist, wurden in Dichlormethan (100 ml) geldst. Die Losung wurde heftig mit 1.
000 Umdrehungen pro Minute (Upm) geriihrt und Silikondl (50 ml) wurde langsam innerhalb 1 Stunde
zugegeben, um sowohl das Polyesterarzneimittelsalz als auch den freien Polyester auszufallen. Nach 1
Stunde wurde die teilweise ausgefilite Mischung von Polyesterarzneimittelsalz, freiem Polyester, Sili-
kond! und Dichlormethan zu heftig geriihrtem Hexan (2 1} zugegeben, um die Mikroteilchen aus Polye-
sterarzneimittelsalz und freiem Polyester zu harten. Diese Mischung wurde 2 Stunden gerihrt und dann
absetzen gelassen und die Hexanphase wurde verworfen. Die Mikroteilchen (die etwa 1,95% G/G Go-
serelin als freie Base enthielten) wurden dreimal mit frischem Hexan (500 ml) gewaschen und
schliesslich durch Filtration isoliert und bei 35°C 24 Stunden lang im Hochvakuum getrocknet. Die
durchschnittliche Grosse der so erhaltenen annahernd kugelférmigen Mikroteilchen, die eine Ldsung
von Polyesterarzneimittelsalz in freiem Polymer umfassen, war etwa 30 um.

Ein Teil dieses Produktes (250 mg) wurde in phosphatgepufferter Kochsalzldsung (die 0,02%
Natriumazid enthielt) bei pH 7,4 und 37°C inkubiert und die Pufferldsung wurde periodisch mit UV gete-
stet, um die Menge an freigesetztem Goserelin zu bestimmen. Die Mikroteilchen setzten das Arzneimit-
tel innerhalb von etwa 5 Wochen frei und nach 7 Wochen war es praktisch aus dem Inkubationsmedi-
um verschwunden.

Die in diesem Versuch verwendete Polymerzusammensetzung war eine Mischung von zwei Copoly-
meren der gleichen Lactid/Glykolid-Zusammensetzung mit stark verschiedenen Molekulargewichten und
war als Mischung, wie hier beschrieben, unldslich in Benzol, hatte ein gewichtsmittieres Molekularge-
wicht von 108.000 Da, eine Polydispersitat von 5,1 und eine Eigenviskositat mit 1% G/V in Chloroform
bei 25°C von 0,72 di/g.

Diese Versuche zeigen den Nutzen von benzolunldslichen Polyestern mit hohem Molekulargewicht
und hoher Polydispersitat fur die Freisetzung von Goserelin Uber relativ kurze Zeitrdume von 5 bis 7
Wochen.
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Ahnliche Mikroteilchenformulierungen kénnen hergestellt werden unter Verwendung irgendeines na-
tirlich vorkommenden Analogen von Gonadotrophin freisetzenden Hormonen oder anderen sehr wirksa-
men synthetischen Analogen {Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem Hormon,
wie Tryptorelin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze mit an-
deren schwachen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines anderen Polypeptidhormons,
das die Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gonadotrophinuntereinheiten
kontrolliert oder moduliert.

Beispiel 3

Goserelinacetat (101 mg, aquivalent zu etwa 86 mg Goserelin als freie Base) und eine
100 mol-%-ige Poly-(D,L-Milchsaure) (299,7 mg), die in Benzol I5slich war, mit einem gewichtsmittleren
Molekulargewicht von etwa 5.400 u, einer Eigenviskositat bei 1% G/V in Chloroform bei 25°C von
0,08 di/g und einer Polydispersitat von 1,8 wurden in anhydridfreiem Eisessig (4 ml) gelost. Diese Es-
sigsaureldsung von Goserelin und Polyester wurde tropfenweise zu flissigem Stickstoff zugegeben und
die gefrorenen Trépfchen wurden isoliert, in Vakuum 24 Stunden lang gefriergetrocknet und dann 24
Stunden bei 55°C im Hochvakuum getrocknet.

(i) Das entstehende getrocknete Produkt wurde zu Dichlormethan (4 ml) zugegeben, was anf angs
eine trilbe Mischung ergab, die sich schnell auf 1dste, was eine klare Mischung ergab, die durch ein
0,2 um Nylonsterilfilter filtriert wurde.

Dieser Versuch zeigt, dass Losungen des Polyestersalzes von Goserelin steril filtriert werden kénnen
im Gegensatz zu Mischungen oder Dispersionen von einfachen Arzneimittelsalzen in einer organischen
Losung des Polyesters.

(ii) Trifluoressigsaure (50 pl) wurde zu der klaren Dichlormethanlésung von (i) oben (1 ml) unter hefti-
gem Rihren zugegeben. Es erfolgte eine sofortige Ausfallung von Goserelin als Trifluoracetatsalz, was
zeigt, dass das Goserelin in der Dichlormethanlésung als Salz mit den endstandigen Carboxygruppen
des Polyesters vorhanden war.

Ahnliche sterile Lésungsformulierungen kénnen hergestellt werden unter Verwendung irgendeines na-
tarlich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormons oder anderer sehr wirksamer syntheti-
scher Analoge (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem Hormon, wie Tryptore-
lin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze mit anderen schwa-
chen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines anderen Polypeptidhormons, das die
Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gonadotrophinuntereinheiten kontrol-
liert oder moduliert.

Beispi

Die in Beispiel 3 erhaltene Dichlormethaniésung von Goserelin-Polyester (2 ml) wurde mit weiterem
Dichlormethan verdinnt und auf 10 ml gebracht. Diese Losung wurde in heftig geriihrtes Hexan (1 1)
gespriht, was nach Isolierung und Trocknen im Vakuum 24 Stunden lang bei 45°C Mikroteilchen liefer-
te, deren Grosse im Bereich von etwa 2 um bis etwa 30 pm war, mit einer durchschnittlichen Grosse
von etwa 10 um. Der Goserelingehalt dieser Mikroteilchen war aquivalent etwa 22% freier Base.

Diese Mikroteilchen wurden in Kochsalzldsung, die mit Phosphat auf pH 7,4 bei 37°C geputfert war,
inkubiert und der Uberstand wurde periodisch mit UV auf Goserelin untersucht. Goserelin wurde konti-
nuierlich freigesetzt, die Freisetzung war im wesentlichen nach etwa 8 Wochen abgeschlossen und
nach 11 Wochen hatten sich die Mikroteilchen véllig zersetzt und waren aus dem inkubationsmedium
verschwunden. Dieser Versuch zeigt die Natzlichkeit von benzolléslichen Polyestern mit sehr geringem
Molekulargewicht fir eine kontinuierliche Peptidfreisetzung von etwa 2 Monaten.

Wenn das Goserelinacetat in den obigen Versuchen durch das Trifluoracetatsalz ersetzt wird, wird
keine klare Losung erhalten, aber stattdessen enthalt die Polyesterldsung in Dichlormethan im wesentli-
chen eine Dispersion von Goserelintrifluoracetat. Diese Mischung geht nicht durch ein 0,2 um Filter und
kann daher nicht steril filtriert werden: eine solche Dispersion von Goserelintrifluoracetat in der Polye-
sterlssung erzeugt, wenn sie in gerilhrtes Hexan gespruht wird, eine getrorene und ausgeflockte Masse
statt Mikroteilchen.

Damit hat das Goserelinpolyestersalz Eigenschaften, die es viel leichter machen, es in Mikroteilchen-
form zu formulieren, verglichen mit Mischungen aus dem einfachen Salz in einer Losung eines Poly-
mers mit sehr geringem Molekulargewicht.

Ahnliche mikroteiichenférmige Formulierungen konnen hergestellt werden unter Verwendung irgendei-
nes naturlich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormons oder anderer sehr wirksamer syn-
thetischer Analoge (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem Hormon, wie
Tryptorelin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze mit anderen
schwachen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines anderen Polypeptidhormons, das die
Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gonadotrophinuntereinheiten kontrol-
liert oder moduliert.
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Beispiel 5

Goserelinacetat (304 mg, aquivalent zu etwa 248 mg Goserelin als freie Base) und 100 mol-%-ige
Poly(D,L-Milchsdure) (102 mg) mit einem gewichtsmittleren Molekulargewicht von etwa 5.400, einer Ei-
genviskositat bei 1% G/V in Chloroform bei 25°C von 0,08 dl/g und einer Polydispersitat von 1,8, wur-
den in anhydridfreiem Eisessig (2 ml) gelost. Die Essigsaureldsung von Goserelin und Polyester wurde
dann tropfenweise in flissigen Stickstoff gegeben und die gefrorenen Troépfchen wurden isoliert, im
Hochvakuum 24 Stunden lang gefriergetrocknet und dann im Vakuum 24 Stunden lang bei 55°C ge-
trocknet.

Das entstehende Produkt wurde zu Dichlormethan (2 ml) zugegeben, was eine tribe kolloidale Mi-
schung ergab, die sich mit der Zeit nicht vollstandig klarte. Diese Mischung in Dichlormethan umfasst
im wesentlichen eine Dispersion von Goserelinacetat in dem Goserelinpolyestersalz.

Diese Dispersion von Goserelinacetat in der Methylenchloridiésung des Polyestergoserelinsalzes wur-
de in Mikroteilchenform gebracht, mit einem Gehalt von Goserelin aquivalent zu etwa 72% G/G als freie
Base, wobei das freie Goserelinacetat in der kontinuierlichen Phase des Goserelinpolyestersalzes
dispergiert war, durch Sprihtrocknen, Sprihfrieren, einfaches Ausfallen oder Phasentrennungscoacer-
vierung.

Ahnliche teilchenférmige Formulierungen kdnnen hergestellt werden unter Verwendung irgendeines
natiirlich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormons oder anderer sehr wirksamer syntheti-
scher Analoge (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem Hormon, wie Tryptore-
lin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze mit anderen schwa-
chen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines anderen Polypeptidhormons, das die Se-
kretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gonadotrophinuntereinheiten kontrolliert
oder moduliert.

Beispiel 6

Ein Copolyester von D,L-Milchsaure und Glykolsaure mit einer molaren Zusammensetzung von 78%
D,L-Milchsaure und 22% Glykolsaure wurde hergestellt durch Copolykondensation der zwei Hydroxy-
sauren. Nach Reinigung des Copolymers durch Zugabe einer Lésung des Copolyesters in Aceton zu
Methanol, um den Copolyester auszufallen, und Abtrennung und Trocknen des ausgefaliten Materials
hatte der Copolyester ein gewichtsmittleres Molekulargewicht von etwa 11.000 u, ein zahlenmittleres
Molekulargewicht (bestimmt durch nicht-wassrige potentiometrische Titration unter der Annahme, dass
jede Copolyesterkette nur eine endsténdige Carbonsauregruppe aufweist) von 6.100 u und daher eine
Polydispersitat von 1,6 und eine Eigenviskositat bei 1% G/V in Chioroform bei 25°C von 0,15 di/g.

Goserelinacetat (228,9 mg, aquivalent zu etwa 200 mg Goserelin als freie Base) und der oben be-
schriebene Copolyester (1,8 g) wurden in anhydridfreiem Eisessig (10 ml) gelost. Die so erhaltene Go-
serelinpolyesterldsung wurde tropfenweise zu fllissigem Stickstoff zugegeben und die gefrorenen Tropt-
chen wurden isoliert, 24 Stunden lang gefriergetrocknet und dann 24 Stunden lang im Vakuum bei
50°C endgliltig getrocknet.

Die getrocknete Goserelinpolyestermischung wurde zu Dichlormethan (10 ml) zugegeben, was eine
anfangs trilbe kolloidale Mischung ergab, aber nach 24 Stunden hatte diese sich in eine klare Losung
verandert, die durch ein 0,2 ym Nylonsterilfilter filtriert werden konnte.

Als Trifluoressigsaure zu einem geringen Anteil dieser klaren Ldsung zugegeben wurde, gab es ein
sofortiges Ausfallen des Goserelins als Trifluoracetatsalz, was zeigt, dass in der klaren transparenten
Dichlormethanlésung das Goserelin hauptsachlich oder vollstandig als Polyestersalz in der Goserelinpo-
lyestermischung vorhanden war.

Die Dichlormethanldsung des Goserelinpolyestersalzes wurde zur Trockne eingeengt und der entste-
hende Feststoff wurde 6 Stunden lang bei Raumtemperatur und dann 20 Stunden im Vakuum bei 55°C
getrocknet, was einen klaren gegossenen Film ergab, der Goserelinpolyestersalz enthielt.

Die getrocknete Goserelinpolyestermischung, die wie oben beschrieben hergestelit wurde (1 g), wur-
de in 8 ml Dichlormethan gelést. Die entstehende Losung wurde in einen 250-ml-Mehrhalsrundkolben
gebracht und mit einem Stickstoffstrom gespilt, um sémtliche Luft zu entfernen und eine kohlendioxid-
freie Atmosphére zu erzeugen. Wasser (90 ml), das vorher entgast worden war, um jegliches Kohlendi-
oxid zu entfernen und dann unter kohlendioxidfreiem Stickstoff aufbewahrt worden war, wurde in den
Kolben eingeleitet und die Mischung wurde heftig mit etwa 500 Upm unter einer Atmosphare, die im
wesentlichen kohlendioxidfrei war, gertihrt. Die Dichlormethanldsung von Goserelinpolyestersalz wurde
schnell dispergiert, was eine stabile Ol(Dichlormethanlésung des Arzneimittelpolymersalzes)-in-Wasser-
Dispersion ergab. Unter Aufrechterhaltung des Rihrens mit etwa 200 Upm wurde nach und nach ein
Vakuum angelegt und die Masse des Dichlormethans wurde im Vakuum verdampft, was eine Dispersi-
on von Goserelinpolyestersalz in Wasser ergab. Das Gefriertrocknen dieser Dispersion erzeugte Mikro-
teilchen, in denen das Goserelin in Form des Goserelinpolyestersalzes vorhanden ist mit einer durch-
schnittlichen Teilchengrosse von etwa 20 pm, von denen gezeigt wurde, dass sie Goserelin im Verlauf
von etwa 6 Wochen freisetzten, wenn sie in Kochsalzlosung, die mit Phosphat auf pH 7,4 gepuffert
war, bei 37°C inkubiert wurden, wobei der Uberstand periodisch mit UV auf Goserelin untersucht wurde.
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Anhnliche Mikroteilchen kénnen auch hergestellt werden, indem in die wéassrige Phase Mittel einge-
bracht werden, von denen bekannt ist, dass sie die Polypeptidstabilitidt verbessern, wie zum Beispiel
Mannit. Obwohl es bevorzugt ist, das obige Verfahren in einer kohlendioxidfreien Atmosphére durch-
zufihren, ist es nichtsdestotrotz méglich, befriedigende Ergebnisse in Gegenwart von Spuren von
Kohlendioxid zu erreichen, abhiangig von dem Molekulargewicht des Polyesters und der Arzneimittel-
beladung.

Annliche sterile Losungen, gegossene Filme und mikroteilchenférmige Formulierungen kénnen herge-
stellt werden in ahnlicher Weise unter Verwendung irgendeines natiirlich vorkommenden Analogen von
Gonadotrophin freisetzenden Hormonen oder anderen sehr wirksamen synthetischen Analogen (Agoni-
sten oder Antagonisten), wie Tryptorelin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetat-
salze oder Salze mit anderen schwachen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines ande-
ren Polypeptidhormons, das die Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gona-
dotrophinuntereinheiten kontrolliert oder moduliert.

Beispiel 7

Das in Beispiel 5 beschriebene Verfahren wurde wiederholt, was einen klaren transparenten Film er-
gab, und dieser Film (1 g) wurde in Dichlormethan (4 ml) geldst. Die Losung wurde auf etwa 35°C er-
warmt und dann wurde eine wassrige Losung mit etwa 40°C aus gereinigter Gelatine (15 mg) in Was-
ser (100 pl) zu der Dichlormethanlésung von Goserelinpolyestersalz zugegeben und die Mischung wur-
de heftig bei etwa 35°C gerilhrt, was eine extrem feine Dispersion der wéssrigen Gelatineldsung in der
Dichlormethanlosung des Goserelinpolyestersalzes ergab. Beim Kihlen auf Raumtemperatur wurde die
kolloidale Natur der Suspension erhalten.

Dieser Versuch zeigt, dass das Goserelinpolyestersalz oberflachenaktive Eigenschaften hat und ver-
wendet werden kann, um stabile Dispersionen in einer Olphase, zum Beispiel Dichlormethan, von wass-
rigen Lésungen von anderen wasserléslichen Mitteln, wie Gelatine, Polysacchariden und anderen hydro-
philen Polymeren, oder umgekehrt, zu ergeben.

Das in Beispiel 6 beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung der Dispersion der
wassrigen Gelatine in der Dichlormethanlésung des oben beschriebenen Goserelinpolyestersalzes, was
ein Mikrokapselprodukt ergibt, das sowohl Gelatine als auch Goserelinpolyestersalz enthalt.

Andere Verbindungen mit niedrigem Molekulargewicht kénnen in die wassrige Polymerphase eingear-
beitet werden. insbesondere ist es manchmal nitzlich, Verbindungen wie Mannit zuzugeben, von denen
bekannt ist, dass sie die Stabilitit von Peptiden verbessern. Alternativ kénnen diese stabilisierenden
Mittel in beide wassrigen Phasen der komplexen Wasser-in-Ol-in-Wasser-Dispersion eingearbeitet wer-
den, die wassrige Gelatine dispergiert in der Dichlormethaniésung des Goserelinpolyestersalzes um-
fasst, und die entstehende Wasser-in-Ol-Dispersion wird wiederum in Wasser dispergiert.

Ahnliche Suspensions- und Mikroteilchenformulierungen konnen in &hnlicher Weise hergestellt wer-
den unter Verwendung irgendeines sehr wirksamen Analogen (Agonisten oder Antagonisten) von Gona-
dotrophin freisetzenden Hormon, wie Tryptorelin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als
Acetatsalze oder Salze mit anderen schwachen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines
anderen Polypeptidhormons, das die Sekretion des intakien Gonadotrophins oder einer der einzelnen
Gonadotrophinuntereinheiten kontrollieren oder modulieren kann.

Beispiel 8

Goserelinacetat (771 mg, aquivalent zu etwa 670 mg Goserelin als freie Base), ein D,L-Lactid/Gly-
kolid-Copolymer mit einem molaren Verhaltnis von 95/5 (1,8 g) mit einem gewichtsmittleren Molekular-
gewicht von etwa 3.600 u und einer Eigenviskositat bei 1% G/V in Chloroform bei 25°C von 0,08 di/g
und ein D,L-Lactid/Glykolid-Copolymer mit einem molaren Verhaltnis von 95/5 mit einem gewichtsmitt-
leren Molekulargewicht von etwa 15.000 u und einer Eigenviskositat bei 1% G/V in Chloroform bei
25°C von 0,17 dl/g (4,2 g) wurden in anhydridfreiem Eisessig (70 ml) geldst. Die vereinigten Polymere
hatten ein gewichtsmittleres Molekulargewicht von etwa 12.300 Da und eine Polydispersitat von etwa
2,6. Die Goserelinpolyesterlésung wurde tropfenweise zu flissigem Stickstoff zugegeben und die ge-
frorenen Tropfchen wurden isoliert und im Hochvakuum etwa 18 Stunden lang gefriergetrocknet. Die
Produktarzneimittelpolymermischung wurde schliesslich bei 565°C 24 Stunden lang im Hochvakuum ge-
trocknet.

Die getrocknete Arzneimittelpolymermischung (6 g) wurde zu Dichlormethan (60 mi) zugegeben, was
eine anfangs triibe kolloidale Mischung ergab, die im Verlauf 1 Stunde langsam sich aufklarte, was eine
klare Lésung des Goserelinpolyestersalzes in Dichlormethan ergab.

Diese Lésung wurde unter Verwendung eines Buchi-Sprihtrockners sprihgetrocknet unter Verwen-
dung einer Einlasstemperatur von 60°C und einer Auslasstemperatur von 35°C, um annahernd kugelfor-
mige Mikroteilchen von etwa 1 pm bis etwa 10 um Durchmesser zu erzeugen.

Bei diesen Mikroteilchen ist das Arzneimittel im wesentlichen vollstandig als Goserelinpolyestersalz
vorhanden, da der Essigsauregehalt, als freie Saure oder Anion, 0,06% oder weniger ist, anstelle von
0,6 bis 0,7%, die erforderlich waren, wenn das Goserelin als Acetatsalz vorhanden ware.
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Diese Mikroteilchen ergeben, wenn sie weiter durch Pressformen bei 80°C verarbeitet werden, einen
klaren, transparenten, sproden Film.

Dieser Versuch zeigt die Nitzlichkeit von Peptidsalzen mit benzolldslichen Polyestern von Polymeren
mit_niedrigem Molekulargewicht und gegebenentfalls hoher Polydispersitat.

Annliche Lésungs-, Mikroteilchen- und geformte Formulierungen kénnen hergestellt werden unter Ver-
wendung irgendeines natiirlich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormons oder anderer
sehr wirksamer synthetischer Analoge (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzendem
Hormon, wie Tryptorelin, Leuprorelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Acetatsalze oder Salze
mit anderen schwachen Sauren anstelle von Goserelinacetat; oder irgendeines anderen Polypeptidhor-
mons, das die Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der einzelnen Gonadotrophinunterein-
heiten kontrolliert.

Beispiel 9

Goserelinacetat und andere sehr wirksame synthetische Agonisten von Gonadotrophin freisetzendem
Hormon sind selektiv chemisch kastrierende Mittel, die verwendet werden zur Behandlung von hormon-
abhangigen Krebsarten wie Prostatakrebs bei Mannern und Brustkrebs in der Pramenopause bei Frau-
en. Diese Arzneimittel werden auch verwendet, um nicht-maligne gynakologische Zustande bei Frauen
zu behandeln, und sie wirken, indem sie die Sekretionen von Gonadotrophinen durch die Hypophyse
schliesslich unterdriicken, was wiederum zu einer Unterdriickung von Sexualhormonen wie Ostrogen
bei Frauen und Testosteron bei Mannern fihrt.

Demazufolge kann eine kontinuierliche andauernde Freisetzung solcher Arzneimittel in vivo bei norma-
len erwachsenen weiblichen Ratten mit regularen Ostruszyklen ausgewertet werden. Bei diesen Tieren
ist der Ostruszyklus etwa 4 Tage und das Auftreten des Ostrus wird gezeigt durch die Gegenwart von
verhornten Zelien im Vaginalabstrich, der am Tag des Ostrus entnommen wird. Wenn das Tier che-
misch kastriert ist mit einem Arzneimittel wie Goserelin, dann tritt kein Ostrus auf, was dazu fihn, dass
im Vaginalabstrich keine verhornten Zellen vorhanden sind. Die Tiere treten in einen langeren Zeitraum
des Dibstrus ein, der durch die chemische Kastration erzeugt wird, und der Didstrus bieibt so lange er-
halten, wie wirksame Mengen des Arzneimittels freigesetzt werden.

(i) Die in Beispiel 8 erhaltenen Mikroteilchen (450 mg) wurden in Wasser, das 2% G/V Natriumcar-
boxymethylcellulose und 0,2% G/V Polysorbat 80 enthielt, dispergiert und auf 3 ml gebracht mit Was-
ser. 0,2 mi (aquivalent zu etwa 3 mg Goserelin als freie Base) wurden subkutan 10 normalen erwach-
senen weiblichen Ratten injiziert, die einen regularen Zyklus zeigten, und die einsetzende Wirkung auf
den Ostruszyklus wurde bestimmt durch mikroskopische Untersuchung des Vaginalabstrichs. Die Tiere
traten in eine kontinuierliche Phase des Didstrus, d.h. chemische Kastration, ein, die 95 + 3 Tage dau-
erte.

Dieser Versuch zeigt, dass wassrige Suspensionsformulierungen von Goserelinpolyestersalz auf Ba-
sis eines benzolléslichen Polyesters mit niedrigem Molekulargewicht einen relativ langen Zeitraum der
kontrollierten Freisetzung von etwa 3 Monaten eines Peptidarzneimittels, das eine metabolische Halb-
wertszeit von nur 4 bis 6 Stunden hat, lietern.

(i) Die in Beispiel 8 erhaltenen Mikroteilchen (450 mg) wurden in Ethyloleat dispergiert und auf 3 ml
gebracht. Wiederum wurden 0,2 ml der Formulierung durch subkutane Injektion an (sechs) weibliche
Ratten verabreicht, die einen regularen Zyklus zeigten. Die Tiere traten in eine kontinuierliche Phase
des Didstrus ein, die 81 + 3 Tage dauerte.

Dieser Versuch zeigt, dass eine Ldsungsformulierung von Goserelinpolyestersalz in einem organi-
schen Injektionstrager, der ein Nichtlésungsmittel far den Polyester alleine ist, einen relativ langen Zeit-
raum der kontrollierten Peptidarzneimittelfreisetzung bewirkt.

Beispiel 10

Leuprorelinacetat (50,3 mg) und der oben in Beispiel 6 beschriebene Copolyester, der 78 Mol-%
D,L-Milchsaure und 22 Mol-% Glykolsaure umfasst (453,2 mg), wurden in anhydridfreiem Eisessig
(5 ml) geldst. Die entstehende Lésung wurde tropfenweise zu flissigem Stickstoff zugegeben und die
gefrorenen Tropfchen wurden im Hochvakuum 22 Stunden lang gefriergetrocknet und dann 24 Stunden
im Hochvakuum bei 55°C weiter getrocknet.

Das entstehende Produkt (500 mg) wurde in redestilliertem Aceton (10 ml) in einem 100-ml-Rundkol-
ben geldst, was anfangs eine trilbe kolloidale Mischung ergab, die sich nach und nach zu einer trans-
parenten Losung klarte. Das Aceton wurde im Vakuum verdampft und der entstehende klare Film wur-
de 4 Stunden im Hochvakuum bei 55°C getrocknet. Dieser Film aus Leuprorelinpolyestersalz wurde
wieder in Aceton (10 ml) gelést und die Lésung wurde entgast und dann mit Stickstoff gespuilt.

Frisch destilliertes Wasser (200 ml) wurde heftig unter Stickstoff geriihrt und die Acetonlésung von
Leuprorelinpolyestersalz wurde auf die Oberfliche des gerilhrten Wassers gespriht. Als die gesamte
Acetonlésung verspritht war, wurde das Rihren eine weitere Stunde fortgesetzt und dann wurde die Mi-
schung absetzen gelassen. Die Mikroteilchen des Leuprorelinpolyestersalzes setzten sich ab und der
wassrige Uberstand wurde verworfen. Die Mikroteilchen wurden wieder in einem weiteren Anteil kohlen-
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dioxidfreiem Wasser (~200 ml) suspendiert und die Suspension wurde eine weitere Stunde unter Stick-
stoff geriihrt. Die Mikroteilchen wurden abgetrennt, indem die Mischung anfangs sich absetzen gelassen
wurde, die wassrige Phase dekantiert wurde und dann der Ruckstand filtriert wurde, um die Mikroteil-
chen von ilberschissigem Wasser abzutrennen. Die Mikroteilchen wurden 24 Stunden im Hochvakuum
bei 30°C getrocknet, was ein Produkt ergab, das eine durchschnittliche Teilchengrésse von etwa 15 um
hatte.

Diese Mikroteilchenformulierung des Leuprorelinpolyestersalzes wurde in Kochsalziésung, die mit
Phosphat auf pH 7,4 gepuffert war, bei 37°C inkubiert und der Uberstand wurde periodisch mit UV auf
Leuprorelin getestet. Leuprorelin wurde kontinuierlich etwa 5 Wochen lang freigesetzt, wonach sich die
Formulierung vollstandig zersetzt hatte.

Annliche Mikroteilchenformulierungen kénnen in &hnlicher Weise hergestellt werden unter Verwen-
dung entweder von natirlich vorkommenden Gonadotrophin freisetzenden Hormonen oder anderen
hochwirksamen synthetischen Analogen (Agonisten oder Antagonisten) von Gonadotrophin freisetzen-
dem Hormon, wie zum Beispiel Tryptorelin, Goserelin, Buserelin oder Nafarelin, vorzugsweise als Ace-
tatsalze oder andere Salze mit schwachen Séauren, anstelle von Leuprorelin; oder irgendeinem anderen
Polypeptidhormon, das die Sekretion des intakten Gonadotrophins oder einer der Gonadotrophinunter-
einheiten kontrolliert.

Beispiel 11

i) Goserelinacetat (2,28 g, aquivalent zu etwa 2,00 g Goserelin als freie Base) wurde in anhydridfrei-
em Eisessig (60 ml) gelést. Eine Mischung von zwei Poly-(D,L-Milchséure/Polyglykolséure)-Copolyme-
ren in einem molaren Verhaltnis von 95/5% (12,6 g eines Copolymers mit einem gewichtsmittleren Mo-
lekulargewicht von 15.846 und einer Polydispersitat von 1,38 und 5,4 g eines Copolymers mit einem
gewichtsmittleren Molekulargewicht von 3.896 und einer Polydispersitat von 1,78), die einen Uberschuss
von endstandigen Carbonsauregruppen des Copolymers bezogen auf das basische Arzneimittel liefer-
ten, wurde unter Ruhren in anhydridfreiem Eisessig (150 ml) gelost, was eine klare Ldsung ergab. Die
Arzneimittellésung wurde zu der Copolymeridsung zugegeben und sorgféltig vermischt. Diese Mischung
wurde dann tropfenweise zu flissigem Stickstoff zugegeben, um sie in Form kleiner Kigelchen zu frie-
ren, und das feste Material wurde 2 Tage lang gefriergetrocknet unter Verwendung eines Edwards-
Hochvakuumgefriertrockners. Das getrocknete Material wurde weiter 24 Stunden lang in einem Vaku-
umofen bei 50 bis 55°C getrocknet.

Dieses getrocknete Produkt (100 mg) wurde zu Dichlormethan (1 ml) zugegeben und es erwies sich,
dass es sich vollstandig innerhalb von 2 Stunden aufidste unter Bildung einer klaren Losung. Dieses
Beispiel zeigt, dass die Bildung des Polyestergoserelinsalzes dem Arzneimittel eine gute Loslichkeit ver-
mittelt, so dass es in einem nicht-polaren Losungsmittel gelést werden kann.

ii) Goserelinacetat (2,28 g, dquivalent zu etwa 2,00 g Goserelin als freie Base) wurde in anhydridfrei-
em Eisessig (60 ml) gelst. Eine Mischung von zwei 100 Mol-%-igen Poly-(D,LMilchsaure)-Polymeren
(12,6 g eines Polymers mit einem gewichtsmittleren Molekulargewicht von 15.178 und einer Polydisper-
sitat von 1,27 und 5,4 g eines Polymers mit einem gewichtsmittieren Molekulargewicht von 4.204 und
einer Polydispersitat von 1,84), die einen Uberschuss an endsténdigen Carbonséuregruppen des Poly-
mers bezogen auf das basische Arzneimittel lieferten, wurde unter Rihren in anhydridfreiem Eisessig
(150 ml) gelést unter Bildung einer klaren Lésung. Die Arzneimittelldsung wurde zu der Polymerldsung
zugegeben und sorgfiltig vermischt und diese Mischung wurde dann troptenweise zu flissigem Stick-
stoff zugegeben, um in Form kleiner Kigelchen zu frieren. Das feste Material wurde zwei Tage lang ge-
friergetrocknet unter Verwendung eines Edwards-Hochvakuumgefriertrockners und das getrocknete Ma-
terial wurde weiter 24 Stunden lang in einem Vakuumofen bei 50 bis 55°C getrocknet.

Dieses getrocknete Produkt (100 mg) wurde zu Dichlormethan (1 ml) zugegeben und es erwies sich,
dass es sich innerhalb von 2 Stunden volistandig Idste unter Bildung einer klaren Lésung. Dieses Bei-
spiel zeigt, dass die Bildung des Polyestergoserelinsalzes dem Arzneimittel eine gute Léslichkeit vermit-
telt, so dass es in einem nicht-polaren Losungsmittel geldst werden kann.

iii) Goserelinacetat (2,28 g, aquivalent zu etwa 2,00 g Goserelin als freie Base) wurde in anhydridfrei-
em Eisessig (60 ml) gelost. Eine Mischung von 80/20 Mol-% Poly(D,L-Milchsaure/Polyglykolséure)-Co-
polymer (12,6 g eines copolymers mit einen gewichtsmittleren Molekulargewicht von 106.510 und einer
Polydispersitat von 2,27) und ein 95/5 Mol-% Poly-(D,L-Milchs&ure/Polyglykolsaure)-Copolymer (5,4 g
eines Copolymers mit einem gewichtsmittleren Molekulargewicht von 3.896 und einer Polydispersitat
von 1,78), die einen Uberschuss von endstandigen Carbonséduregruppen des Copolymers bezogen auf
das basische Arzneimittel lieferten, wurden unter Rihren in anhydridfreiem Eisessig (150 ml) gelést un-
ter Bildung einer klaren Lésung. Die Arzneimittelldsung wurde zu der Copolymerldsung zugegeben und
sorgfaltig vermischt. Diese Mischung wurde dann troptenweise zu flissigem Stickstoff zugegeben, um in
Form kleiner Tropfchen zu frieren, das feste Material wurde 2 Tage lang gefriergetrocknet unter Ver-
wendung eines Edwards-Hochvakuumgefriertrockners und das getrocknete Material wurde weiter 24
Stunden lang in einem Vakuumoten bei 50 bis 55°C getrocknet.

Dieses getrocknete Produkt (100 mg) wurde zu Dichlormethan (1 ml) zugegeben und es erwies sich,
dass es sich innerhalb von 2 Stunden vollstandig aufléste, was eine klare Lésung ergab. Dieses Bei-
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spiel zeigt, dass die Bildung des Polyestergoserelinsalzes dem Arzneimittel eine gute Loslichkeit vermit-
telt, so dass es in einem nicht-polaren Lésungsmittel gelést werden kann.

iv) Goserelinacetat (2,17 g, dquivalent zu etwa 1,90 g Goserelin als freie Base) wurde in anhydridfrei-
em Eisessig (60 ml) gelést. Eine Mischung von zwei Poly(D,L-Milchsaure/Polyglykolséure)-Copolymeren
in einem molaren Verhiltnis von 67/33 (12,0 g eines Copolymers mit einem gewichtsmittieren Moleku-
largewicht von 35.833 und einer Polydispersitat von 1,83 und 5,15 g eines Polymers mit einem ge-
wichtsmittleren Molekulargewicht von 4.116 und einer Polydispersitat von 1,86), die einen Uberschuss
an endstandigen Polymercarbonséuregruppen bezogen auf das basische Arzneimittel aufwiesen, wurde
unter Rihren in anhydridfreiem Eisessig (150 ml) geldst unter Bildung einer klaren Losung. Die Arznei-
mittelldsung wurde zu der Copolymerldsung zugegeben und sorgfaltig vermischt. Diese Mischung wurde
dann tropfenweise zu fliissigem Stickstoff zugegeben, um in Form kieiner Tropfchen zu frieren. Das fe-
ste Material wurde 2 Tage lang gefriergetrocknet unter Verwendung eines Edwards-Hochvakuumgefrier-
trockners und das getrocknete Material wurde 24 Stunden lang weiter getrocknet in einem Vakuumofen
bei 50 bis 55°C.

Dieses getrocknete Produkt (100 mg) wurde zu Dichlormethan (1 ml) zugegeben und es erwies sich,
dass es sich innerhalb von 10 Minuten vollstindig aufléste unter Bildung einer klaren Lésung. Dieses
Beispiel zeigt, dass die Bildung des Polyestergoserelinsalzes dem Arzneimittel eine gute Loslichkeit ver-
mittelt, so dass es in einem nicht-polaren Losungsmittel geldst werden kann.

Yergleichsbeispiel

Goserelinacetat (2,28 g, dquivalent zu etwa 2,00 g Goserelin als freie Base) wurde in anhydridireiem
Eisessig (60 ml) geldst. Ein 50/50 Mol-% Poly(D,L-Milchs&ure/Polyglykolséure)-Copolymer (18,0 g Poly-
mer mit einem gewichtsmittleren Molekulargewicht von 22.307 und einer Polydispersitat von 2,07), das
ein ungefahr stdchiometrisches Aquivalent an endstandigen Copolymercarbonséauregruppen bezogen
auf das basische Arzneimittel lieferte, wurde unter Rihren in anhydridfreiem Eisessig (150 ml) gelost
unter Bildung einer klaren Lésung. Die Arzneimittelldsung wurde zu der Copolymerlésung zugegeben
und sorgfaltig vermischt. Diese Mischung wurde dann tropfenweise zu fliissigem Stickstoff zugegeben,
um in Form kleiner Kugeln zu frieren. Das feste Material wurde 2 Tage lang gefriergetrocknet unter
Verwendung eines Edwards-Hochvakuungefriertrockners und das getrocknete Material wurde weiter 24
Stunden lang in einem Vakuumofen bei 50 bis 55°C getrocknet.

Dieses getrocknete Produkt (100 mg) wurde zu Dichlormethan (1 ml) zugegeben und es erwies sich,
dass es sich nach 4 Stunden nicht vollstandig geldst hatte, es loste sich aber unter Bildung einer klaren
Lésung nach 4 Tagen. Dieses Beispiel zeigt, dass die Bildung des Polyestergoserelinsalzes, wodurch
dem Arzneimittel eine gute Loslichkeit vermittelt wird, so dass es in einem nicht-polaren Lésungsmittel
gelost werden kann, leichter eintritt, wenn die endstandigen Copolymercarbonséauregruppen im Uber-
schuss bezogen auf das basische Arzneimittel vorhanden sind.

Die getrockneten Produkte i bis iv wurden in Dichlormethan geldst und sprithgetrocknet unter Ver-
wendung eines Sprihtrockners Buchi 190 im Labormassstab geméss der folgenden Tabelle:

Produkt Verhdltnis Produkt Einlasstemp. Auslasstemp.
zu Loésungsmittel % °C °C

i 10 48 32

ii 10 58 38

iii 2 58 44

iv 10 55 35

Das Sprihtrocknen der Produkte i bis iv ergab kleine Teilchen mit einem Durchmesser von ungefahr
1 bis 10 gm, bestimmt mit Rasterelektronenmikroskop. Die endgultigen Teilchen wurden getestet auf ih-
ren Essigsauregehalt unter Verwendung eines Gaschromatographietests mit einer Nachweisgrenze von
ungetahr 0,03%. Es wurde in diesen Formulierungen keine Essigséure gefunden bei Verwendung die-
ses Tests und dies zeigt, dass das Arzneimittel als Polyestersalz und nicht als Acetatsalz vorhanden
ist, da Essigsauregehalte von ungefahr 0,5% flr das Acetatsalz erwartet wirden.

Sprithgetrocknete Teilchen (50 mg) i bis iv oben wurden in Dichlormethan (0,5 ml) geldst, was eine
kiare Losung ergab. Ein Tropfen Trifluoressigsaure wurde jeweils zugegeben und in jedem Fall fuhrte
dies zur Bildung eines weissen Niederschlags. Die Proben wurden zentrifugiert, um die Niederschlage
zu sammeln, die mit Dichiormethan gewaschen wurden. Eine HPLC-Analyse zeigte, dass das ausgefall-
te Material Goserelin war. Diese Beispiele zeigen, dass das Arzneimittel aus dem Arzneimittelpolyester-
salz in Lésung in einem nicht-polaren Lésungsmittel durch Zugabe einer starken Séure verdrangt wer-
den kann und dass dies verursacht, dass die Loslichkeitseigenschaften des Arzneimittels in dem nicht-
polaren Lésungsmittel zu den fir das saure Salz eines Peptidarzneimittels zu erwartenden (d.h. nicht-
16slich) zurlickkehren.
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Beispiel 12

Die sprithgetrockneten Teilchen i bis iv von Beispiel 11 wurden in einem wassrigen Trager, der zur
injektion geeignet war (2% Natriumcarboxymethyicellulose [Fluka, mittlere Viskositat], 0,2% Polysorbat
80 [Tween (Warenzeichen), Fluka] dispergiert [18% G/V]).

Die sprilhgetrockneten Teilchen von Beispiel 11, dispergiert in dem oben beschriebenen Injektionstra-
ger, wurden 10 weiblichen von Wistar stammenden Ratten injiziert. Blutproben wurden aus den
Schwianzen von finf Ratten an den Tagen 7, 14 und 28 entnommen und diese Proben wurden auf Go-
serelin getestet unter Verwendung eines Radioimmunoassays mit bekannter Spezifitat fir das Arznei-
mittel und nachgewiesenem Fehlen einer Kreuzreaktivitat mit Metaboliten.

Die Ergebnisse dieser Tests zeigten, dass diese Formulierung messbare Blutpegel von Goserelin fur
mindestens 4 Wochen erzielte.

Beispiel 13

Das spruhgetrocknete Produkt ii von Beispiel 11 wurde in den folgenden wassrigen Tragern zur In-
jektion dispergiert.

a. Natriumcarboxymethylcellulose (mittlere Viskositat, Fluka) 1,0% und Polysorbat 80 (Tween) 0,75%,
b. Methylcellulose (15 mPa.s, Fluka) 0,75% und Polysorbat 80 (Tween) 0,75%.

Diese Formulierungen wurden gut in diesen Tragern dispergiert und waren geeignet fir die parente-
rale Verabreichung.

Beispiel 14

Das spriihgetrocknete Produkt ii von Beispiel 11 (400 mg) wurde in Dichlormethan (4 ml) gelést. Die-
se Losung wurde unter Verwendung einer Spritze zu einer Lésung von 0,25% Polyvinylaikohol (PVA) in
Wasser (Aldrich, 75% hydrolysiert, Molekulargewicht 2.000), die mit 2.500 Upm geriihrt wurde, zugege-
ben. Nach 2 Minuten wurde die Rihrgeschwindigkeit auf 800 Upm vermindert, das Riihren wurde wei-
tere 30 Minuten fortgesetzt. Das Rihren wurde dann beendet und die gebildeten Teilchen wurden ab-
setzen gelassen. Die PVA-Lésung wurde dekantiert und die Teilchen wurden dann zweimal mit eiskal-
tem Wasser gewaschen und durch Zentrifugation gewonnen. Die Teilchen wurden schliesslich durch
Gefriertrocknen getrocknet und das Endprodukt war ein feines teilchenférmiges Material, das Goserelin
enthielt.

Beispiel 1

Die sprihgetrocknete Formulierung iv von Beispiel 11 wurde bei 82°C extrudiert, was ein 2ylindri-
sches Extrudat mit ungefahr 1 mm im Durchmesser ergab. Dieses Extrudat wurde in Stiicke geschnit-
ten, die ungefahr 36 mg wogen und ungefahr 3,6 mg Goserelin enthielten. Dieses Extrudat war voll-
standig klar bis hell, statt ein weisses Aussehen zu haben, wobei letzteres Aussehen typisch ist far eine
einfache Mischung von Arzneimittel und Polymer, die ohne die Bildung des Salzes des Peptids mit dem
Polyester hergestellt wird (wie zum Beispiel in dem kommerziell erhaltiichen «Zoladex»-Depot — «Zola-
dex» ist ein Warenzeichen). Die Klarheit des Extrudats zeigt, dass das Peptid Goserelin mit der Poly-
esterphase kompatibel ist statt eine separate Phase zu bilden, was zu einer Lichtstreuung und einem
weissen Aussehen fiihren wiirde. Diese Kompatibilitat kann nur auftreten, wenn das Peptid in derselben
Phase wie das Polymer ist, d.h. als Salz des Polyesters vorhanden ist.

Einzelne 3,6-mg-Depots wurden in 21 von Wistar stammende Ratten unter Narkose implantiert. Zu
spateren Zeitpunkten wurden Gruppen von 3 Tieren getdtet und die Depots wiedergewonnen. Die ge-
wonnenen Depots wurden in Eisessig in einem Messkolben geldst und das Polymer wurde durch Zuga-
be von Uberschilssigem Wasser ausgeféllt. Dieses wurde dann filtriert (Millex 0,5 um) und das Filtrat
auf den Arzneimittelgehalt durch HPLC getestet. Die Freisetzungsprofile der Depots wurden berechnet
unter Bezugnahme auf den Arzneimittelgehalt der Depots, die nicht implantiert worden waren und in
dem gleichen Test enthalten waren. Diese Depots des Arzneimitielpolyestersalzes ergaben in vivo eine
andauernde Freisetzung von Goserelin (iber einen Zeitraum von mindestens 4 Wochen.

ispiel 1

(i) Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzigen endsténdigen Carbonsauregruppe (8,87 g,
Mw = 5.750, Polydispersitat = 1,5, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 2.516 g/Mol, Eigenvis-
kositat bei 1% G/V in Chioroform = 0,10 dl/g) wurde in Dichlormethan (50 ml) unter Rihren gelost.
Hierzu wurden 1,13 g Goserelinacetat zugegeben, was eine tribe Suspension bildete. Methanol (5 ml)
wurde unter Rihren zugegeben und nach 30 Minuten war die Mischung vollstandig Klar. Das Losungs-
mittel wurde dann aus der Lésung entfernt durch Rotationsverdampfen, was einen klaren Feststoff zu-
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rickliess. Dieser Feststoff wurde wieder in Dichlormethan (50 ml) geldst und das Lésungsmittel wurde
wiederum durch Rotationsverdampfen entfernt. Die Stufe der Wiederauflésung und die Stufe der L6-
sungsmittelentfernung wurden zwei weitere Male wiederholt, was eine sehr viskose Flussigkeit zuriick-
liess, die im Hochvakuum getrocknet wurde, was einen weissen Schaum ergab. Der Schaum wurde ge-
brochen und im Vakuum weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, was einen feinen amor-
phen Feststoff ergab.

(iiy Das in i) oben beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung eines Lactid/Glykolid-
Copolymers (75/25) mit einer einzelnen endstandigen Carbonsauregruppe (8,87 g, Mw = 10.900, Poly-
dispersitat = 1,85, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 3.210 g/Mol, Eigenviskositat bei
1% G/V in Chloroform = 0,14 dl/g), was einen feinen amorphen Feststoff ergab.

Formulierung 1

Das Goserelin-Lactid/Glykolid-Polymersalz von (i) oben (1 g) wurde zu Benzylbenzoat (99%, von
Janssen, 2 ml) zugegeben und unter Verwendung einer in der Hand gehaltenen Heissluftdruckflasche
bzw. einem Heissluftstrahlsystem erhitzt, wahrend die Mischung gerihrt wurde, bis der Feststoff gelost
war. 110 pl dieser Lésungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Formulierung 2

Wie Formulierung 1, ausser dass das Lésungsmittel eine Mischung (1,7 ml) von 67% Benzylbenzoat
(99%, von Janssen) und 33% Benzylalkoho! (wasserfrei, 99%, von Aldrich) war. 100 ul dieser Lésungs-
formulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Formulierung 3

Wie Formulierung 1, ausser dass das Lésungsmittel Benzylalkohol (1,7 ml, wasserirei, 99%, von Ald-
rich) war. 100 ul dieser Lésungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Eormulierung 4

Wie Formulierung 1, ausser das das Goserelin-Lactid/Glykolid-Polymersalz von (ii) oben (1 g) und
3 ml Benzylbenzoat verwendet wurden. 150 pl dieser Losungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Eormulierung 5

Wie Formulierung 4, ausser dass die Losungsmittelmischung von Formulierung 2 verwendet wurde.
100 pl dieser Lésungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Formulierung 6

Wie Formulierung 4, ausser das das Lésungsmittel von Formulierung 3 verwendet wurde. 100 pl die-
ser Lésungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Biologische A

Die Freisetzung von Goserelin aus den obigen Formulierungen 1 bis 6 in vivo wurde bestimmt, in-
dem taglich Vaginalabstriche von weiblichen Ratten, die das Mittel erhalten hatten, untersucht wurden.
Der normale Ostruszyklus (Ostrus, Diéstrus, Metdstrus, Proéstrus) kann verfolgt werden an den Antei-
len der verschiedenen Zellarten (Leukozyten, Epithelzellen und verhomte Zellen) im Abstrich. Wenn die
Freisetzung des Arzneimittels aus den Formulierungen kontinuierlich ist, wird der normale Ostruszyklus
unterbrochen und die Ratten bleiben im Dibstrus, solange die Freisetzung von Goserelin andauert.

Die Formulierungen 1 bis 6 wurden den Gruppen (n = 6) mit weiblichen Ratten mit regularem Zyklus
in einer Dosis von 3,6 mg Goserelin pro Ratte gegeben. Eine Spritze, die mit einer 20#-Nadel versehen
war, wurde verwendet, um die Formulierungen subkutan zu geben. Eine Gruppe von 5 Ratten, die kein
Arzneimittel erhielt, wurde als Kontrollgruppe verwendet. Vaginalabstriche wurden téglich von den Rat-
ten genommen und untersucht, um den Ostruszustand der Tiere zu bestimmen, und die erhaltenen Er-
gebnisse waren wie folgt:
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Formulierung Durchschnittliche Dauer

Nr. des Dibstrus (Tage) (+ s.e.)
1 100 + 2,7

2 120 + 6,3

3 69 +59

4 59+£1.2

5 61 +21

6 53+ 37

Diese Ergebnisse zeigen, dass alle sechs Formulierungen Zeitraume der Goserelinfreisetzung von
mehr als 6 Wochen ergaben, und dass die Formulierungen 1 und 2 Goserelin Uber einen Zeitraum von
3 Monaten oder mehr freisetzten. Es zeigt sich weiterhin an diesen Beispielen, dass die Formulierungen
des Goserelinpolyestersalzes als Lésungen geliefert werden kdnnen, die leicht parenteral verabreicht
werden kénnen unter Verwendung einer dinnen Nadel, und dass solche Formulierungen geeignet sind
zur Behandiung von hormonabhangigen Tumoren bei Mannern.

Beispiel 17

Formulierung 1

Wie Formulierung 1 von Beispiel 16.
Formulier

Das in Beispiel 16(i) beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung eines Polylactidho-
mopolymers mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (Mw = 5.092, Polydispersitat = 1,44, Moleku-
largewicht durch Endgruppentitration = 2.270 g/Mol) und Goserelinacetat (0,46 g). Der Essigséauregehalt
dieses amorphen Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und war 0,14%.

Dieses Goserelinlactidpolymersalz (1 g) wurde zu Benzylbenzoat (99%, von Janssen, 2 ml) zugege-
ben und unter Verwendung einer in der Hand gehaltenen Heissluftdruckflasche erhitzt, wobei die Mi-
schung geriihrt wurde, bis der Feststoff gelost war. 110 ul dieser Losungsformulierung enthielten
3,6 mg Goserelin,

Eormulierung 3

Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (7,86 g, Mw =
5.750, Polydispersitat = 1,50, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 2.516 g/Mol) und Goserelin-
acetat (0,98 g) wurden in Eisessig (100 mi) gelést. Diese Losung wurde eingefroren, indem sie tropfen-
weise zu flilssigem Stickstoff zugegeben wurde, und anschliessend 2 Tage gefriergetrocknet wurde. Der
entstehende Feststoff wurde dann weitere 24 Stunden bei 40°C getrocknet. Der Essigséuregehalt die-
ses gefriergetrockneten Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und war 0,17%.

Diese Goserelin-Lactid/Glykolid-Copolymermischung (1 g) wurde zu Benzylbenzoat (2 ml, 99%, von
Janssen) zugegeben und unter Verwendung einer in der Hand gehaltenen Heissluftdruckilasche erhitzt,
wahrend die Mischung gerihrt wurde, bis der Feststoff gelost war. 110 ul dieser Losungsformulierung
enthielten 3,6 mg Goserelin.

Es zeigt sich daher, dass die Formulierung von Goserelin als Polyestersalz dem Arzneimittel gute
Loslichkeitseigenschaften vermittelt, so dass es in lipophilen Lésungsmitteln wie Benzylbenzoat geldst
werden kann, in denen Goserelinacetat selbst nicht Iéslich ist.

Biologische Auswertung

Die Formulierungen 1 bis 3 wurden Gruppen (n = 10) von weiblichen Ratten mit regularem Zyklus in
einer Dosis von 3,6 mg Goserelin pro Ratte gegeben, wie in Beispiel 16 beschrieben. Nach der Verab-
reichung wurde gefunden, dass die Tiere in eine Periode eines kontinuierlichen Didstrus eintraten, was
auf die kontinuierliche Freisetzung von Goserelin hinweist. Die durchschnittliche Dauer der Didstrusperi-
ode fir jede Gruppe von Ratten ist in der folgenden Tabelle angegeben. Aus dieser Tabelle ist zu erse-
hen, dass alle drei Formulierungen Perioden der Goserelinfreisetzung von mehr als 14 Wochen liefer-
ten.
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Formulierung Durchschnittliche Dauer

Nr. des Diostrus (Tage) (+ s.e.)
1 104 (+ 5,4)

2 99 (+ 3,9)

3 101 (+ 2,8)

Diese Beispiele zeigen weiterhin, dass die Formulierungen des Goserelinpolyestersalzes als Losun-
gen zur Verfugung gestellt werden kdnnen, die leicht parenteral verabreicht werden kénnen unter Ver-
wendung einer dinnen Nadel, und dass solche Formulierungen geeignet sind fir die Behandlung von
hormonabhéngigen Tumoren bei Ménnern.

Beispiel 18
Formulierung 1

Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (4,5 g, Mw = 6.8086,
Polydispersitat = 1,55, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 3.027 g/Mol, Eigenviskositat bei
1% G/V in Chioroform = 0,108 dl/g) wurde in Eisessig (50 ml) geldst. Zu dieser Losung wurde
Goserelinacetat (0,56 g, aquivalent zu 0,5 g Goserelin) zugegeben und die Mischung wurde 10 Minuten
gerihrt, was eine klare farblose Losung ergab. Diese wurde gefroren durch tropfenweise Zugabe zu
flissigem Stickstoff und anschliessendes zweitagiges Gefriertrocknen.

Der entstehende Feststoff wurde dann weitere 24 Stunden bei 40°C getrocknet. Der Essigsauregehalt
des gefriergetrockneten Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und war 0,3%.

Die Goserelin-Lactid/Glykolid-Copolymermischung (1,0 g) wurde zu Benzylbenzoat (2,0 ml, 99%, von

Janssen) zugegeben und unter Erwarmen und Rihren geldst. Die endgultige Losung enthielt 3,67 mg
Goserelin in 110 ul und der Goserelingehalt des Endproduktes war 10,0% G/G.

Formulierung 2

Das oben fur Formulierung 1 beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung eines
Lactid/Glykolid-Copolymers (95/5) mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (4,0 g, Mw = 6.011,
Polydispersitat = 1,56, Molekulargewicht durch Endgruppentitration 2.700 g/Mol, Eigenviskositat bei 1%
G/V in Chloroform = 0,099 dl/g) und 1,12 g Goserelinacetat (aquivalent zu 1,0 g Goserelin). Der Essig-
séduregehalt dieses gefriergetrockneten Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und war
0,83% und der Goserelingehalt des Endproduktes war 19,46% G/G.

Diese Goserelin-Lactid/Glykolid-Copolymermischung (0,54 g) wurde zu Benzylbenzoat (2,46 ml, 99%,
von Janssen) zugegeben und unter Erwdrmen und Rihren gelost. Die endgultige Losung enthielt
3,50 mg Goserelin in 110 pl.

Formulierung 3

Das oben fir Formulierung 2 beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung von 2,1 g
Lactid/Glykolid-Copolymer und 1,0 g Goserelinacetat (dquivalent zu 0,9 g Goserelin). Der Essigsiurege-
halt dieses gefriergetrockneten Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und war 1,14% und
der Goserelingehalt des Endproduktes war 28,91% G/G.

Diese Goserelin-Lactid/Glykolid-Copolymermischung (0,36 g) wurde zu Benzylbenzoat (2,64 ml, 99%,
von Janssen) zugegeben und wurde unter Erwarmen und Riihren gelést. Die endgiiltige Losung enthielt
3,47 mg Goserelin in 110 ul.

Eormulierung 4

Das oben fir Formulierung 1 beschriebene Verfahren wurde wiederholt unter Verwendung eines
Lactid/Gylkolid-Copolymers (95/5) mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (8,66 g, Mw = 5.604,
Polydispersitat = 1,71, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 1.960 g/Mol, Eigenviskositat bei
1% G/V in Chloroform = 0,094 di/g) und 1,08 g Goserelinacetat (aquivalent zu 0,96 g Goserelin). Der
Essigsauregehalt dieses gefriergetrockneten Feststoffs wurde mit Gaschromatographie bestimmt und
war 0,08% und der Goserelingehalt des Endproduktes war 9,90% G/G.

Diese Goserelin-Lactid/Glykolid-Copolymermischung (1,0 g) wurde zu Benzylbenzoat (2,0 mi, 99%,
von Janssen) zugegeben und unter Erwdrmen und Rihren geldst. Die endglltige Losung enthielt
3,67 mg Goserelin in 110 ul.
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Biologische Auswertung

Die Formulierungen 1 bis 4 wurden Gruppen (n = 9 oder 10) von weiblichen Ratten mit reguldrem
Zyklus in einer Dosis von 3,6 mg Goserelin pro Ratte gegeben, wie in Beispiel 16 beschrieben. Nach
der Verabreichung zeigte sich, dass die Tiere in eine Periode eines kontinuierlichen Digstrus eintraten,
was auf eine kontinuierliche Freisetzung von Goserelin deutet. Die durchschnittliche Dauer der Di-
dstrusperiode fiir jede Gruppe von Ratten ist in der folgenden Tabelle angegeben. Diese Tabelle zeigt,
dass alle drei Formulierungen Perioden der Goserelinfreisetzung fir einen Zeitraum von etwa 3 Mona-
ten oder mehr ergaben.

Formulierung Durchschnittliche Dauer

Nr. des Diéstrus (Tage) (+ s.e.)
1 114 £ 1,8

2 94 + 4,6

3 97 + 5,3

4 83 +43

Diese Beispiele zeigen weiter, dass die Formulierungen des Arzneimittelpolyestersalzes als Lésungen
zur Verfigung gestellt werden kénnen, die leicht parenteral verabreicht werden kdnnen unter Verwen-
dung einer diinnen Nadel, und dass solche Formulierungen geeignet sind zur Behandlung von hormon-
abhangigen Tumoren bei Mannern.

Beispiel 18

Das Goserelinpolyestersalz (i) von Beispiel 16 (3,75 g) wurde in Dichlormethan (50 ml) geldst, das
vorher durch ein 0,45 pm Filter filtriet worden war. Diese Losung wurde durch eine 0,5 um Teflonfilter-
membran (Whatman WTP) in einen Kolben filtriert, der unter Verwendung eines Autoklaven sterilisiert
worden war. Das Lésungsmittel wurde entfernt unter Verwendung eines Rotationsverdampters, was
eine viskose Flussigkeit ergab, und Luft wurde dann in den Rotationsverdampfer durch ein 0,5 um Filter
gelassen. Die viskose Fliissigkeit wurde erwarmt und im Vakuum getrocknet, was einen weissen
Schaum ergab. Der erhaltene Schaum wurde in autoklavierte Flaschchen mit gekrauseltem Deckel in
einem Schrank mit Laminarstréomung eingewogen und frisch destilliertes Lésungsmittel wurde zugege-
ben, was Lésungsformulierungen des Goserelinpolyestersalzes ergab, die im wesentlichen teilchenfrei
waren.

Formulierung 1

1 g des Feststoffs wurde zu Benzylbenzoat (destilliert, Siedepunkt 106°C bei 0,3 mb, 3 ml) zugege-
ben und unter Verwendung einer Heissluftdruckflasche erwarmt, bis er gelost war. 145 ul dieser Lo-
sungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

Formulierung 2

1 g des Feststoffs wurde zu Benzylalkohol (destilliert, Siedepunkt 44°C bei 0,3 mb, 1,7 ml) zugege-
ben und unter Verwendung einer Heissluftdruckflasche erwarmt, bis er geldst war. 100 ul dieser Lo-
sungsformulierung enthielten 3,6 mg Goserelin.

iologisch n

Zwei Gruppen von 10 weiblichen Ratten erhielten subkutan Formulierungen 1 und 2 in einer Dosis
von 3,6 mg pro Ratte unter Verwendung einer 20# Nadel. Blutproben wurden den Ratten zu aufeinan-
derfolgenden Zeitpunkten entnommen (1 Woche (n = 4), 4 Wochen und 6 Wochen (n = 3)). Die Blut-
proben wurden auf Goserelin mit Hilfe eines Radioimmunoassay getestet. Messbare Blutpegel von Go-
serelin wurden bei beiden Formulierungen gefunden, was zeigt, dass die Losungsformulierungen eine
mehrere Wochen lang dauernde Arzneimittelfreisetzung lieferten. Das Blutpegelprofil der Formulierung
1 zeigte einen Peak bei etwa 4 Wochen, wéhrend bei Formulierung 2 der Peak in Woche 1 auftrat
und danach die Blutpegel mit der Zeit nach und nach abfielen. Das Blutpegelprofil von Formulierung 1
wird als wiinschenswerter betrachtet als das von Formulierung 2 wegen der konstanteren Blutpegel,
die erhalten werden, wenn Benzylbenzoat als Losungsmittel fir die Losungstormulierung verwendet
wird.

Diese Beispiele zeigen weiter, dass die Formulierungen des Arzneimittelpolyestersalzes als Losungen
zur Verfiigung gestellt werden kénnen, die leicht parenteral verabreicht werden konnen unter Verwen-
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dung einer dinnen Nadel, und dass solche Formulierungen geeignet sind zur Behandlung von hormon-
abhéangigen Tumoren bei Mannern.

Beispiel 20

Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzelnen endstandigen Carbonsédure (9,0 g, Mw =
6.011, Polydispersitat = 1,56, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 2.700 g/Mol, Eigenviskositat
bei 1% G/v in Chloroform = 0,099 di/g) wurde in Dichlormethan (100 ml) geldst. Zu dieser Lésung wur-
de Goserelinacetat (1,124 g, aquivalent 1 g Goserelin) unter Rihren zugegeben und anschliessend
wurde Methanol (10 ml) zugegeben. Die erhaltene tribe Suspension wurde bei Raumtemperatur etwa 1
Stunde geriihrt, bis eine klare Losung erhalten wurde. Das Lésungsmittel wurde entfernt unter Verwen-
dung eines Rotationsverdampfers, was eine klare viskose Flissigkeit lieferte. Diese wurde dann wieder
in Dichlormethan aufgeldst und wieder getrocknet wie vorher. Diese Stufe wurde zwei weitere Male wie-
derholt und die schliesslich erhaltene viskose Flussigkeit wurde in Hochvakuum getrocknet, was einen
weissen Schaum erzeugte, der weiterhin Uber Nacht vakuumgetrocknet wurde. Der Schaum wurde ge-
brochen zu einem feinen Pulver, das 1 Tag bei Raumtemperatur im Vakuum getrocknet wurde. Zu die-
sem Pulver wurde Benzylbenzoat (20 ml, 99%, von Janssen) zugegeben und die entstehende Mi-
schung wurde vorsichtig erwarmt unter Rithren, um eine Lésung zu erhalten.

Biologisct

Diese Losungsformulierung von Goserelin wurde subkutan unter Verwendung einer 20# Nadel 45
weiblichen Ratten gegeben (220 ul, aquivalent 7,3 mg Goserelin). Gruppen von § Ratten wurden erstelit
und Blutproben wurden an den Tagen 1 und 4 und in den Wochen 1, 3, 5, 7, 9, 11 und 13 entnom-
men. Ausserdem wurden Blutproben aus der Schwanzvene von Gruppen von 5 Ratten in den Wochen
2, 4, 6, 8, 10 und 12 entnommen. Die Proben wurden auf Goserelin analysiert mit Hilte eines Radioim-
munoassays und die Ergebnisse zeigen, dass die flussige Formulierung von Goserelinpolyestersalz
messbare Blutpegel des Arzneimittels 11 Wochen lang nach der Gabe lieferte und zeigen, dass die
Formulierung eine dauernde Freisetzung von Goserelin in vivo liefert.

Diese Beispiele zeigen weiterhin, dass die Formulierungen des Arzneimittelpolyestersalzes in Form
von Losungen zur Verflgung gestellt werden konnen, die leicht parenteral verabreicht werden kénnen
unter Verwendung einer dinnen Nadel, und dass solche Formulierungen geeignet wéren zur Behand-
lung von hormonabhangigen Tumoren bei Mannern.

Beispiel 21

Das als Substanz P bekannte Peptid in Form des Acetatsalzes (von Sigma, 2 mg) wurde zu Dichlor-
methan (3 ml) zugegeben und sorgfaltig gerihnt. Das Peptid zeigte keinen Hinweis auf ein Auflésen in
dem Losungsmittel und blieb eine triibe Suspension.

Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (70/30) mit einer einzigen endstandigen Carbonséure (225 mg, Mw =
9.755, Polydispersitat = 1.52, Molekulargewicht geméass Endgruppentitration = 1.800) wurde zu Dichior-
methan (25 ml) zugegeben. Dieses wurde 15 Minuten gerihrt, was eine klare farblose Lésung ergab.
Diese Losung wurde zu einer Lésung der Substanz P (25 mg) in Methanol (0, 5 ml) zugegeben. Die
entstehende tribe Suspension wurde 1 Stunde gerthrt, wonach sich eine volistdndig klare Ldsung ge-
bildet hatte. Das Loésungsmittel wurde durch Rotationsverdampfen entfernt und der erhaltene klare
«glasartige» Feststoff wurde wieder in Dichlormethan (5 ml) geldst und wieder verdampft. Dieses wurde
zweimal wiederholt. Der endgultige Feststoff wurde in Dichlormethan (3 ml) geldst und die Lésung wur-
de langsam auf mit PTFE beschichtetes Gewebe getropft, wobei das Ldsungsmittel verdampfen gelas-
sen wurde unter Bildung eines dinnen Films eines klaren farblosen glasartigen Feststoffs (Peptidgehait
9,1% G/G).

Dieser Film (96,8 mg) wurde in ein kleines Glaschen gebracht und phosphatgepufferte Kochsalzié-
sung (2 mil, pH 7,4) wurde zugegeben (der Puffer wurde vorher durch ein 0,2 pym Filter filtriert und ent-
hielt 0,02% Natriumazid als Konservierungsmittel). Das Glaschen wurde in einen Inkubator mit 37°C ge-
stellt und der Pufter wurde entfernt und periodisch ersetzt. Der Puffer, der entfernt wurde, wurde auf
Freisetzung der Substanz P analysiert unter Verwendung eines Ultraviolettspektrophotometers (Hewilett
Packard 8452A) bei 210 nm gegen Standardiésungen der Substanz P. Die Ergebnisse zeigen, dass
Substanz P in Dichlormethan gelost werden kann, wenn ein Salz eines Lactid/Glykolid-Copolymers mit
endstandigen Carboxygruppen gebildet wird, und in diesem Lésungsmittel verarbeitet werden kann, wo-
bei sich ein diinner Film ergibt, der eine kontinuierliche Freisetzung des Peptids Uber einen Zeitraum
von etwa 4 Wochen liefert.

Beispiel 22

Eine wassrige Losung von Leuprolidacetat (auch bekannt als Leuprorelinacetat) (300 ul einer
330 mg/ml Lésung) wird unter hoher Scherung zu 20 ml einer 10% G/G Ldsung von Poly(hydroxystea-
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rinsaure) mit einem zahlenmittleren Molekulargewicht von etwa 2.000 in Miglyol 812 (Triglyceride von
gesattigten Fettsauren mit mittlerer Kettenlange einschliesslich Linolenséure, von Dynamit Nobel, GB)
zugegeben unter Bildung des Leuprolidpolymersalzes teilweise an der Ol/Wasser-Grenzflache, wobei
das Salz die entstehende kolloidale Wasser-in-Ol-Suspension stabilisiert. Das Wasser wird bei 50°C un-
ter Ruhren im Hochvakuum entfernt, bis die Mischung nicht mehr schaumt und Blasen gibt, was eine
olige Zusammensetzung liefert, die eine sehr geringe Triibung zeigt und die fir die orale Verabreichung
geeignet ist.

Beispiel 23

Lys8-Vasopressinacetatsalz (2 mg, von Sigma) wurde zu Dichiormethan (3 ml) zugegeben und ge-
rihrt. Das Peptid zeigte keinen Hinweis darauf, dass es sich in dem Losungsmittel loste und blieb eine
tribe Suspension.

Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (70/30) mit einer einzigen endstandigen Carbonsaure (225 mg, Mw =
9.755, Polydispersitat = 1,52, Molekulargewicht gemass Endgruppentitration = 1.800) wurde zu Dichlor-
methan (5 ml) zugegeben. Diese Mischung wurde 15 Minuten geriihrt, was eine klare farblose Losung
ergab. Hierzu wurde Lyss-Vasopressin (256 mg, von Sigma) und Methanol (0,5 ml) zugegeben. Die ent-
stehende triibe Suspension wurde 1 Stunde geruhrt, wonach sich eine vollstindig klare Lésung gebildet
hatte. Das Losungsmittel wurde durch Rotationsverdampfen entfernt und der erhaltene klare «glasarti-
ge» Feststoff wurde wieder in Dichlormethan (5 ml) gelost und wieder eingedampft. Dieses wurde zwei-
mal wiederholt. Der endgliltige Feststoff wurde in Dichlormethan (3 ml) gelést und die Lésung wurde
langsam auf mit PTFE beschichtetes Gewebe getropft, so dass das Lésungsmittel verdampten konnte
unter Bildung eines dinnen Films eines klaren farblosen glasartigen Feststoffs (Lys®-Vasopressingehalt
10% G/G).

Dieser Film (97,31 mg) wurde in ein kleines Glaschen gelegt und phosphatgepufferte Kochsalziosung
(2 ml, pH 7,4) wurde zugegeben (der Puffer wurde vorher durch ein 0,2 um Filter filtriert und enthielt
0,02% Natriumazid als Konservierungsmittel). Das Glaschen wurde in einen Inkubator mit 37°C gestelit
und der Puffer wurde periodisch entfernt und ersetzt. Der Puffer wurde analysiert aut die Freigabe von
Lys8-Vasopressin unter Verwendung eines Ultraviolettspektrophotometers (Hewlett Packard 8452A) bei
210 nm gegen Standardidsungen von Lys8-Vasopressin. Die Ergebnisse dieses Tests sind in der fol-
genden Tabelle gezeigt. Der Versuch zeigt, dass Lys8-Vasopressin in Dichlormethan geldst werden
kann, wenn das Salz eines Lactid/Glykolid-Copolymers mit endstiandigen Carboxygruppen gebildet wur-
de, und dass die entstehende Mischung eine kontinuierliche Freisetzung des Peptids (ber einen Zeit-
raum von mindestens 4 Wochen liefert.

n n 8- ressin in_vitr

Zeit (Tage) Freisetzung von Lys8-Vasopressin
aus dem Film (%)
4,11
5,45
5,65

14 5,75

21 26,82

28 47,27

Beispi

Zwei Formulierungen von ZENECA ZD6003 ([Met™', Arg", Ser17.27.60.65-Human G-CSF (Granulozyt-
kolonien stimulierender Faktor) modifiziert mit Polyethylenglykol 5.000 wie in Referenzbeispiel 4 oder 7
der Europaischen Patentschrift Nr. 0 473 268 beschrieben) in Lactid/Glykolid-Copolymer wurden wie
folgt hergestelit.

(i) Dichlormethan (4 ml) wurde zu einem gefriergetrockneten Praparat von ZD6003 (39,72 mg) zuge-
geben. Dies fihrte zu einer lichtundurchlassigen Dispersion des Arzneimittels in dem Lsungsmittel. Ein
Lactid/Glykolid-Copolymer (75/25) mit einer einzelnen endstandigen Carbonséure (363,6 mg, Mw =
9.963, Polydispersitat = 2,19, Molekulargewicht gemass Endgruppentitration = 2.815) wurde zugegeben
und eine klare Losung bildete sich.

Diese Losung wurde zu einer Lésung (400 mi) von Methyicellulose (0,25% G/V Methocel, 15 mpa.s,
von Fluka) in Wasser unter Scherung (2.150 Upm, Heidolph RZR50 Ruhrer) zugegeben. Nach dreimi-
nitigem Rihren bei dieser Geschwindigkeit wurde die Rihrgeschwindigkeit auf 800 Upm vermindert.
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Die entstehenden Teilchen wurden dann unter Schwerkraft 30 Minuten lang absetzen gelassen, wobei
die Lésung Uber Eis kiihl gehalten wurde. Der Uberstand wurde dann verworfen und die Teilchen wur-
den gewaschen, indem sie in eiskaltem destilliertem Wasser (50 ml) wieder suspendiert wurden und mit
1.000 Upm zentrifugiert wurden. Dies wurde viermal wiederholt und die Teilchen wurden schliesslich
gefriergetrocknet.

Auf diese Weise hergestelite Teilchen hatten eine gute Qualitat, waren kugelfdrmig und hatten eine
mittlere Grésse von 32 pm, bestimmt durch Bildanalyse eines optischen Mikroskops. Der Arzneimittelge-
halt dieser Teilchen wurde bestimmt durch Extraktion und anschliessende HPLC Analyse und war
9,45%, was eine Einarbeitungseffizienz von 96% des zur Bildung der Mikroteilchen verwendeten Arznei-
mittels bedeutet.

(ii) Dichlormethan (4 ml) wurde zu einem gefriergetrockneten Praparat von ZD6003 (44,18 mg) zuge-
geben. Dies filhrte zu einer lichtundurchlassigen Dispersion des Arzneimittels in dem Losungsmittel. Ein
Lactid/Glykolid-Copolymer (75/25, 364,1 mg, Mw = 16.800 gemass Grdssenausschlusschromatographie,
Polydispersitat = 2,2, von Boehringer Ingelheim) wurde zugegeben. Ein Versuch, das Molekulargewicht
des Polymers durch Endgruppentitration zu bestimmen, wurde durchgetihr, war aber nicht moglich auf-
grund der sehr geringen Gehalte an titrierbaren Einheiten und daher hatte dieses Polymer keine end-
standigen Carbonsauren. Die Mischung der Arzneimittelldsung und des Polymers wurde nicht klar nach
Zugabe des Polymers und die Mischung blieb eine tribe Dispersion, was darauf hindeutet, dass sich
kein Peptid-Polyester-Salz bilden konnte, was, wegen der Abwesenheit von sauren Endgruppen bei
dem Polymer, zu erwarten war.

Diese Mischung wurde zu einer Lésung (400 ml) von Methylcellulose (0,25% G/V Methocel, 15
mPa.s, Fluka) in Wasser unter Scherung (2.150 Upm, Heidolph RZR50 Ruhrer) zugegeben. Nach drei-
minitigem Rihren bei dieser Geschwindigkeit wurde die Ruhrgeschwindigkeit auf 800 Upm vermindert.
Die entstehenden Teilchen wurden dann 30 Minuten lang unter Schwerkraft absetzen gelassen, wobei
die Lésung uber Eis kiihl gehalten wurde. Der Uberstand wurde dann verworfen und die Teilchen wur-
den gewaschen, indem sie in destillietem Wasser (50 ml) wieder suspendiert wurden und bei 1.000
Upm zentrifugiert wurden. Dies wurde viermal wiederholt und die Teilchen wurden dann schliesslich ge-
friergetrocknet.

Auf diese Weise hergestelite Teilchen hatten eine schlechter Qualitat verglichen mit denen, die in
() oben erhalten wurden, wobei einige eine unregelméssige Form hatten und eine mittlere Grdsse
von 40 gm, bestimmt durch Bildanalyse des optischen Mikroskops. Der Arzneimittelgehalt dieser Teil-
chen wurde bestimmt durch Extraktion und anschliessende HPLC Analyse und war 2,05%, was eine
Einarbeitungseffizienz von 19% fir das zur Bildung der Mikroteilchen verwendete Arzneimittel bedeu-
tet.

Das obige Beispiel zeigt, dass ZD6003 in Dichlormethan geldst werden kann in Gegenwart eines Po-
lymers mit einer einzelnen endstandigen Carbonséure, obwohi Dichlormethan selbst ein Nichtlésungs-
mittel fir das Arzneimittel ist. Ausserdem kann eine solche Losung verwendet werden zur Bildung von
Mikroteilchen des Arzneimittels und des Polymers mit einer sehr hohen Einarbeitungsrate des Arznei-
mittels. Im Gegensatz dazu zeigt das obige Beispiel auch, dass ZD6003 nicht in Dichlormethan geldst
werden kann in Gegenwart eines Polymers, wenn ein solches Polymer keine endstandige Carbonséaure
aufweist, und nur eine trilbe Dispersion bildet. Weiterhin fihren solche triben Dispersionen von ZD6003
in einer Losung des Polymers mit keinen endstandigen Carbonséuren zu einem schlechten Einbau des
Arzneimittels, wenn dieses unter Bildung von Mikroteilchen verarbeitet wird.

Beispiel 25

(i) Goserelinacetat (22,47 mg, aquivalent zu 19,99 mg Goserelin) wurde zu Benzylbenzoat (2,21 g,
99%, von Janssen) zugegeben. Diese Mischung wurde in einen Inkubator mit 40°C gestelit und 9 Tage
kontinuierlich unter Verwendung eines Magnetrihrers geriihrt. Nach 2 und nach 9 Tagen wurden Ali-
quots entnommen und 15 Minuten mit 13.000 Upm zentrifugiert, um nichtgeldstes Arzneimittel zu pelle-
tisieren. Aliquots des Uberstandes (ungefihr 100 mg) wurden genau in 50-ml-Messkolben eingewogen.
Zu jedem wurde Eisessig zugegeben (2 mi) und anschliessend das Volumen mit einer wassrigen Lo-
sung von Trifluoressigsaure (0,5% V/V) aufgefilit. Ein Teil dieser Lésung wurde in ein Zentrifugenréhr-
chen gestellt und mit 13.000 Upm 15 Minuten lang zentrifugiert, um suspendiertes Material abzutren-
nen. Der Uberstand wurde dann auf den Goserelingehalt getestet unter Verwendung von HPLC. in kei-
ner Probe war Goserelin nachweisbar. Die Nachweisgrenze fir Goserelin bei diesem HPLC Test war
0,2 pg/ml und die Quantitatsbestimmungsgrenze war 0,5 ug/ml. Somit kann die Gleichgewichtsléslichkeit
(bei 40°C) von Goserelin in Benzylbenzoat abgeschatzt werden aus dem obigen als weniger als
0,2 ng/mg.

(ii) Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzigen endsténdigen Carbonsaure (291,9 mg, Mw
= 6.742, Polydispersitat = 1,61, Molekulargewicht durch Endgruppentitration = 2565 g/Mol, Eigenviskosi-
tat bei 1% G/Vin Chloroform = 0,103 dl/g) wurde zu Benzylbenzoat (3,38 g, 99%,von Janssen) unter
Bildung einer Losung zugegeben. Hierzu wurde Goserelinacetat (22,52 mg, aquivalent zu 20,03 mg Go-
serelin) zugegeben. Diese Mischung wurde inkubiert und wie oben in (i) untersucht. Es war kein Gose-
relin nachweisbar in dem Benzylbenzoat nach 2 Tagen, aber nach 9 Tagen wurde ein Gehalt von un-
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gefahr 0,2 ug Goserelin pro mg Benzylbenzoat nachgewiesen. Die Nachweisgrenze fir Goserelin in die-
sem HPLC Test war wie in (i) oben angegeben. Dies zeigt, dass die Gleichgewichtsléslichkeit (bei
40°C) von Goserelin in Benzylbenzoat, wenn es als einfache Mischung mit einem Lactid/Glykolid-Copo-
lymer vorhanden ist, abgeschatzt werden kann mit 0,2 bis 0,5 pg/mg.

(i) Ein Lactid/Glykolid-Copolymer (95/5) mit einer einzigen endsténdigen Carbonsaure (9,0 g, Mw =
6.011, Polydispersitat = 1,56, Molekulargewicht gemass Endgruppentitration = 2.700 g/Mol, Eigenvisko-
sitat bei 1% G/V in Chloroform = 0,099 dl/g) wurde in Dichlormethan (100 ml) geldst. Hierzu wurde Go-
serelinacetat (1,124 g, aquivalent 1 g Goserelin) unter Rihren zugegeben und anschliessend wurde
Methanol (10 ml) zugegeben. Die erhaltene tribe Suspension wurde bei Raumtemperatur etwa 1 Stun-
de gerihrt, bis eine klare Lésung erhalten wurde. Das Lésungsmittel wurde entfernt unter Verwendung
eines Rotationsverdampfers, was eine klare viskose Flissigkeit ergab. Diese wurde wieder in Dichior-
methan aufgeldst und wieder getrocknet wie vorher. Diese Stufe wurde dann zwei weitere Male wieder-
holt und die schliesslich erhaltene viskose Fliissigkeit wurde im Hochvakuum getrocknet, was einen
weissen Schaum erzeugte, der weiter iber Nacht im Vakuum getrocknet wurde. Der Schaum wurde zu
einem feinen Pulver gebrochen, das im Vakuum 1 Tag bei Raumtemperatur getrocknet wurde. Zu die-
sem Pulver wurde Benzylbenzoat (20 ml, 99%, von Janssen) zugegeben und die entstehende Mi-
schung wurde vorsichtig unter Rithren erwérmt, um eine Lésung zu erhalten.

Die Lésung wurde sorgfaltig gemischt und eine 1-mi-Probe wurde in eine Zentrifuge gestellt und 30
Minuten mit 14.000 Upm zentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde sorgféltig entfernt und in ei-
nen 50-mi-Messkolben eingewogen. Die Probe wurde auf den Goserelingehalt untersucht, wie in (i) be-
schrieben. Der Goserelingehalt dieser Lésung war 24,6 ng/mg Benzylbenzoat.

Dieses Beispiel zeigt, dass Benzylbenzoat ein sehr schlechtes Ldsungsmittel fur Goserelinacetat
ist. Weiterhin fihrt die Zugabe eines Lactid/Glykolid-Polymers unter Bildung einer einfachen Mi-
schung mit Goserelinacetat in Benzylbenzoat nicht zu einem merklichen Anstieg der Gleichgewichts-
I8slichkeit von Goserelinacetat in Benzylbenzoat. Jedoch konnte Goserelin/Polyestersalz in Benzyl-
benzoat gelost werden unter Bildung einer Losung, die Goserelin in einer sehr viel hoheren Konzen-
tration enthielt als die geschatzte Gleichgewichtsidslichkeit von freiem Goserelin in diesem
Losungsmittel.

Patentanspriiche

1. Salz, welches aus einem Kation, das aus einem mindestens eine basische Gruppe enthaltenden
Peptid stammt, und einem Anion, das von einem Polyester mit endsténdigen Carboxygruppen stammt,
gebildet ist.

2. Salz nach Anspruch 1 in einer Lésung.

3. Salz nach Anspruch 2 in Lésung in einem Losungsmittel, welches aus einem neutralen, polaren
Lésungsmittel, Dichlormethan und einem Lésungsmittel, das durch Frieren und Gefriertrocknen entfernt
werden kann, ausgewahlt ist.

4. Salz nach Anspruch 3, wobei das neutrale, polare Lésungsmittel ausgewahit ist aus Dimethyl-
sulfoxid, Dimethylformamid, Dimethylacetamid und N-Methyipyrrolidon.

5. Salz nach Anspruch 3, wobei das durch Frieren und Gefriertrocknen entfernbare Losungsmittel Es-
sigséure ist.

6. Salz nach Anspruch 2, wobei das Lésungsmittel durch Spriihtrocknen entfernt werden kann.

7. Verfahren zur Herstellung einer Losung oder Dispersion eines Salzes nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass man

(a) das Peptid, das mindestens eine basische Aminosaure enthéalt, in Form der freien Base oder in

Form eines Salzes mit einer schwachen Saure und den Polyester mit endstandigen Carboxygruppen

in einem neutralen polaren Losungsmittel, in dem beide 16slich sind, 16st, das Lésungsmittel oder den

grossten Teil des Lésungsmittels entfernt und die verbleibende konzentrierte Losung zu einem Uber-
schuss eines Nichtldsungsmittels fiir das Peptid-Polyester-Salz zugibt, oder

(b) das Peptid, das mindestens eine basische Aminoséure enthalt, in Form der freien Base oder in

Form eines Salzes mit einer schwachen Saure und den Polyester mit endstandigen Carboxygruppen

in einem Losungsmittel, in dem beide 18slich sind und das durch Gefriertrocknen entfernt werden

kann, ldst, die entstehende Losung mit hoher Geschwindigkeit einfriert, die entstehende gefrorene Mi-

schung gefriertrocknet, die entstehende Mischung in einem Ldsungsmittel fur die Polyesterkomponen-

te dispergiert und die Mischung sich l6sen lasst, wenn sich das Peptid-Polyester-Salz bildet.

8. Verfahren zur Herstellung eines Salzes, welches aus einem Kation, das aus einem mindestens
eine basische Gruppe enthaltenden Peptid stammt, und einem Anion, das von einem Polyester mit end-
standigen Carboxygruppen stammt, gebildet ist, dadurch gekennzeichnet, dass man

(a) das Peptid, das mindestens eine basische Aminoséaure enthalt, in Form der freien Base oder in

Form eines Salizes mit einer schwachen Saure und den Polyester mit endstandigen Carboxygruppen

in einem neutralen polaren Lésungsmittel, in dem beide léslich sind, 16st, das Losungsmittel oder den

grossten Teil des Losungsmittels entfernt und die verbleibende konzentrierte Losung zu einem Uber-
schuss eines Nichtlésungsmittels fir das Peptid-Polyester-Salz zugibt, um das Salz auszufallen, oder

(b) das Peptid, das mindestens eine basische Aminoséure enthalt, in Form eines Salzes mit einer



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

CH 688 911 A5

starken Saure mit einem Polyester umsetzt, worin ein Teil oder der gesamte Polyester in Form eines

Carbonsauresalzes mit einem geeigneten Alkali- oder Erdalkalimetall ist.

9. Salz nach Anspruch 1, welches nach dem Verfahren gemass Anspruch 8 hergestelit worden ist.

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Salz nach Anspruch 1,"das aus einem Kation,
das aus einem Peptid stammt, das mindestens eine basische Gruppe enthélt, und einem Anion, das
von einem Polyester mit endstandigen Carboxygruppen stammt, gebildet ist, umfasst.

11. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10, welche ausserdem einen pharmazeuti-
schen Hilfsstoff umfasst.

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10 oder 11, welche als Lésung oder Disper-
sion des Salzes in einem Lésungsmittel vorliegt, das ein Losungsmittel fir den freien Polyester, nicht
aber ein Losungsmittel fir das freie Peptid ist, wobei die Teilchengrosse des Salzes in der Dispersion
geringer als 5 um ist.

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12, welche einen pharmazeutischen Hilfs-
stoff enthalt.

14, Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Teilchengrésse des
Salzes in der Dispersion geringer als 0,2 pm ist.

15, Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 13 in Form von Mikroteil-
chen.

16. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10 in Form eines Implantates.

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 16, in welcher das Peptid
pharmakologisch aktiv ist.

18. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 17, in welicher das Peptid ein Molekularge-
wicht von mindestens 300 u hat.

19. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 17, in welcher das Peptid ausgewahit ist
aus Oxytocin, Vasopressin, adrenocorticotrophem Hormon, Epidermalwachstumstaktor, Prolactin, luteini-
sierendem Hormon, Follikel stimulierendem Hormon, Luliberin oder luteinisierendes Hormon freisetzen-
dem Hormon, Insulin, Somatostatin, Glucagon, Interferon, Gastrin, Tetragastrin, Pentagastrin, Uroga-
stron, Secretin, Calcitonin, Enkephalinen, Endorphinen, Kyotorphin, Taftsin, Thymopoietin, Thymosin,
Thymostimulin, Thymushumoralfaktor, Thymusserumfaktor, Tumornekrosefaktor, Kolonien stimulierenden
Faktoren, Motilin, Bombesin, Dinorphin, Neurotensin, Cerulein, Bradykinin, Urokinase, Kallikrein, Analo-
gen und Antagonisten der Substanz P, Angiotensin |l, Nervenwachstumstfaktor, Blutgerinnungsfaktoren
Vil und IX, Lysozymchlorid, Renin, Tyrocidin, Gramicidine, Wachstumshormone, Melanozyten stimulie-
rendem Hormon, Thyroidhormon freisetzendem Hormon, Thyroid stimulierendem Hormon, Parathyroid-
hormon, Pancreozymin, Cholecystokinin, Humanplacentalactogen, Humanchoriongonadotrophin, die Pro-
teinsynthese stimulierendem Peptid, Hemmpeptid fir den Magen, vasoaktivem Intestinalpeptid, Throm-
bozytenwachstumsfaktor, Wachstumshormon freisetzendem Faktor, knochenmorphogenem Protein und
synthetischen Analogen und Modifikationen, und eine entsprechende pharmakologische Aktivitat aufwei-
senden Fragmenten davon.

20. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19, in welcher das Peptid ein synthetisches
Analoge des luteinisierendes Hormon freisetzenden Hormons ist.

21. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 20, in welcher das Peptid ausgewahlt ist
aus Buserelin, Deslorelin, Fertirelin, Goserelin, Histrelin, Leuprorelin, Lutrelin, Nafarelin, Tryptorelin und
Salzen davon.

22. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 21, in welcher das Peptid Goserelin oder ein
Salz desselben ist.

23. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, in welcher das Peptid
pharmakologisch inaktiv ist und welche ausserdem ein pharmakologisch aktives Peptid enthalt.

24. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriche 10 bis 23, in welicher der als
Quelle fur das Anion verwendete Polyester mit' endstandigen Carboxygruppen ausgewahit ist aus Ho-
mopolyestern und Copolyestern.

25. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 24, in welcher der Polyester ausgewahit ist
aus solchen Polyestern, die sich von Hydroxyséauren ableiten, und solchen, die aus der Polykondensa-
tion von Diolen und/oder Polyolen mit Dicarbonséuren und/oder Polycarbonsduren stammen.

26. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriche 10 bis 25, in welcher der Poly-
ester ein Homo- oder Copolyester ist, der sich von Milchsaure in ihrer D-, L- oder DL-Form und/oder
von Glykolsaure ableitet.

27. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 26, in welcher der Poly-
ester ein zahlenmittieres Molekulargewicht von mehr als 2000 u hat.

28. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 26, in weicher der Poly-
ester ausgewahlt ist aus

i} Polyester mit einer Eigenviskositat bei 1% Gewicht/Volumen in Chloroform bei 25°C im Bereich von

0,08 bis 4,0 dl/g;

ii) benzolunléslichen Polyestern, welche eine normale bis breite Polydispersitat, ein Verhéltnis Glykol-

saure/Milchsaure im Bereich von 60:40 bis 25:75 und eine Eigenviskositat bei 1% Gewicht/Volumen

in Chloroform bei 25°C im Bereich von 0,08 bis 4,0 di/g haben;
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iii) benzolldslichen Polyestern, welche eine enge bis breite Polydispersitat, ein Verhaltnis Glykols&aure/
Milchsaure im Bereich von 35:65 bis 10:90 und eine Eigenviskositat bei 1% Gewicht/Volumen in
Chloroform bei 25°C im Bereich von 0,08 bis 0,5 dl/g haben,;

iv) benzolléslichen Polyestern, welche eine enge bis breite Polydispersitat, ein Verhaltnis Glykolsaure/

Milchsaure im Bereich von 35:65 bis 0:100 und eine Eigenviskositat bei 1% Gewicht/Volumen in

Chloroform bei 25°C im Bereich von 0,08 bis 0,8 dl/g haben und

v) benzolldslichen Polyestern, welche eine normale bis hohe Polydispersitét, ein Verhaltnis Glykolsau-

re/Milchsaure im Bereich von 25:75 bis 0:100 und eine Eigenviskositat bei 1% Gewicht/Volumen in

Chloroform bei 25°C im Bereich von 0,2 bis 4,0 di/g haben.

29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 15 und 17 bis 28, welche
als Losung vorliegt und in welcher der Polyester auf Homo- oder Copolymeren von Milch- und Glykol-
saure basiert und der pharmazeutisch annehmbare Hilfsstoff ein organisches Ldsungsmittel ist, das
ausgewahlt ist aus Benzylbenzoat, Benzylalkohol, Ethyllactat, Glyceryltriacetat, Estern von Zitronensau-
re und Polyethylenglykolen mit niedrigem Molekulargewicht < 1.000), Alkoxypolyethylenglykolen und Po-
lyethylenglykolacetaten.

30. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 10 bis 15 und 17 bis 28, da-
durch gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung in Form von Mikroteilchen mit einem Durchmesser
im Bereich von 0,2 pm bis 500 um, suspendiert in einem pharmazeutisch annehmbaren Injektionstrager,
vorliegt.

31. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10, in einer zur Verabreichung an einen Pa-
tienten geeigneten Form und welche ein Salz umfasst, welches aus einem Kation, das aus einem min-
destens eine basische Gruppe enthaltenden Peptid stammt, und einem Anion, das von einem Polyester
mit endstandigen Carboxygruppen stammt, gebildet ist.

32. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 31, welche ausserdem einen pharmazeu-
tisch annehmbaren Hilfsstoff umfasst.

33. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 31 oder 32 in einer zur Injektion oder zur
subdermalen Implantation geeigneten Form, welche ausgewahlt ist aus:

i) einer Lésung oder Dispersion des Salzes in einem Losungsmittel, das ein Lésungsmittel fir den

freien Polyester, nicht aber ein Lésungsmittel fur das freie Peptid ist, wobei die Teilchengrosse des

Salzes in der Dispersion geringer als 5 pm ist,

ii) Mikropartikeln, und

iii) einem Implantat.

34. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 10 in einer zur oralen Verabreichung geeig-
neten Form.

35. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach einem der Anspriiche
11 bis 30 und 32, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Salz, welches aus einem Kation, das aus ei-
nem mindestens eine basische Gruppe enthaltenden Peptid stammt, und einem Anion, das von einem
Polyester mit endstandigen Carboxygruppen stammt, gebildet ist, und einen pharmazeutisch annehmba-
ren Hilfsstoff zusammenbringt.

36. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung nach Anspruch 11 oder 13
in Form einer Lésung, dadurch gekennzeichnet, dass man eine innige Mischung des Peptides und des
Polyesters in einem pharmazeutisch annehmbaren Lésungsmittel 16st.
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