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Eljaras abszorbeilédé mikrorészecskék eléallitasara
KIVONAT

A talalmany targya eljaras beagyazott, kotott mikroré-
szecske vagy mikrorészecskék eldéllitasara, amelynél a be-
agyazott kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék mikroré-
szecskét vagy mikrorészecskéket és egy abszorbealodo beagya-
z6 polimert tartalmaznak, amelynél

~a kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék egy abszor-
bealddo, heterolanci polimer magot és egy vagy tobb
peptidet, egy vagy tobb proteint vagy ezek kombinaciéjat
tartalmazzak az abszorbeal6do heteroldncu polimer magon
immobilizalva, ahol az emlitett valamely peptid lehet: no-
vekedési hormon felszabadit6 peptid (GHRP), luteinizalé
hormon-felszabadité hormon (LHRH), szomatosztatin,
bombezin, gasztrin felszabadité peptid (GRP), kalcitonin,
bradikinin, galanin, melanocita stimuldlé hormon (MSH),
ndvekedési hormon felszabadité faktor (GRF), amilin,
tachikinin, szekretin, paratiroid hormon (PTH), enkafelin,
endotelin, kalcitonin gén felszabadité peptid (CGRP),
neuromedin, paratiroid hormonnal kapcsolatos protein

(PTHrP), glikagon, neurotenzin, adrenokortikotropikus

hormon (ACTH), peptid YY (PYY), gliikagon felszabadité

peptid (GLP), vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP),
hipofizis adenilat ciklaz aktivalé peptid (PACAP), motilin,

P anyag, neuropeptid Y (NPY), TSH és ezek analdgjai és

fragmentjei vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté séi; to-



vabba, a protein lehet egymastol fuggetlenill novekedési
hormon, eritropoietin, granulocita-koldnia stimulalé fak-
tor, granulocita makrofag kolénia stimulalé faktor vagy
interferon;
és a diszperziodt ugy allitjuk eld, hogy a szilard kotott mikroré-
szecskéket az abszorbeal6dé beagyazo polimer oldataban
diszpergaljuk egyideji homogenizalassal, és a kapott diszperzi-
6t egy fuvokan at 12 kHz és 36 kHz kozotti ultrahangos frek-
vencia értéken és a porlasztast egy az abszorbeal6do beagyazo
polimert nem o0ld6 kézegben porlasztjuk és az aramlasi sebes-

ség 1 ml/perc és 15 ml/perc k6zotti érték.
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Eljaras abszorbedlédé mikrorészecskék elGallitasara

A talalmany targya eljaras beagyazott, ktott mikroré-
szecskék eldallitdsara, amely mikrorészecskék egy vagy tobb
peptid, egy vagy tobb protein vagy ezek kombinacidjanak
nyujtott felszabaduldsi komplexe egy abszorbealédd, beagyazé
polimert tartalmazé abszorbealddé polimer részecskén
immobilizdlva. A taldlmany szerinti eljarassal eldallitott mik-
rorészecske komplex tartalmaz peptid(eke)t és/vagy prote-
in(eke)t, amelyek legalabb egy aminocsoportot és/vagy egy
karboxilesoportot tartalmaznak molekulanként, egy szilard, ab-
szorbedalodo poliészter mikrorészecskét, amely a peptidek
és/vagy proteinek megkotéséhez elegendé mennyiségben tar-
talmaz feliileti és felilet alatti karboxil- vagy aminocsoportot
ugy, hogy az immobilizalt peptidek és proteinek mennyisége
0,1-30% legyen a mikrorészecske komplex teljes tomegére
szamolva, amely egyedenként vagy csoportokban van az ab-
szorbeal6dé beagyazd polimerbe agyazva az immobilizalt
peptid(ek) és protein(ek) felszabadulasanak szabalyozasara.

Szamos hatéanyag szallité rendszert fejlesztettek ki, vizs-
galtak €s alkalmaztak a gyogyszerkészitmények in vivo szaba-
lyozott felszabadul4sara. Igy példaul poliésztereket, példaul
poli(D-tejsavat), popli(glikolsavat), poli(e-kaprolaktont) és

kiilonbdz8 mas kopolimereket alkalmaztak biold giailag aktiv
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molekulak, példaul progeszteron felszabadulasara; ezek a ké-
szitmények lehetnek mikrokapszula, film vagy rud form4jiaak
(M. Chasin és R. Langer, Biodergadable Polymers as Drug
Delivery Systems, Dekker, NY 1990). Ezen polimer/terapias
szer készitmények implantalasa, példaul szubkutin vagy intra-
muszkularis implantdldsa utan a hatéanyag egy meghatarozott
1d6n beliil felszabadul. Az ilyen biokompatibilis
biodegradalhat6 polimer rendszereket ugy tervezik, hogy lehe-
tové valjon a bezart terapids anyag kidiffundalasa a polimer
matrixbol. A hatéanyag felszabaduldsa utan a polimer in vivo
lebomlik, igy elkeriilheté az implantatum sebészi eltavolitasa.
Bar azok a faktorok, amelyek eldsegitik a polimer degradacio-
Jat, nem teljesen tisztazottak, igy gondoljak, hogy az ilyen po-
liészter degradaciot szabalyozni lehet a polimer komponensek-
ben 1évo észterkstések nem enzimatikus, autokatalitikus hidro-
lizisével.

gy példaul, az EP-467 389 szamu kozzétételi iratban leir-
Jjak egy hidroféb biodegradalhatdé polimer és proteinek vagy
polipeptidek kozotti fizikai kolesonhatast. A kapott készitmé-
nyek a hatdanyag és egy hidroféb polimer keverékei, amelyek-
bdl nyjtott idétartam alatt diffuziéval szabadul fel a hatéanyag
a matrixbdl az egyénbe vald bevitelt kovetden.

Az US 4 767 628 szamu szabadalmi leirasban ismertetett
készitménybdl szabalyozott mértékben szabadul fel a terapias
hatéanyag, a készitmény egy polimerben kialakitott egyenletes
diszperzid. A leiras szerint a készitmény szabdalyozott folya-
matos felszabadulasat két atlapolo fazis biztositja: az elsé a

hatéanyagnak a készitmény feliiletérdl vald diffuzio-fiiggd ki-
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aztatasa, a masodik a felszabadulas a polimer degradaciojaval
indukalt vizes csatornakon keresztiil.

Mas in situ kialakul6 biodegradalhaté implantatumokat és
eléallitasi eljarasukat ismertetik az US 5 278 201 és
US 5 077 049 szamu szabadalmi leirasokban. Ezen szabadalmi
leirasok a periodontalis szovetek helyreallitasara és a foggyo-
akaddlyozasara szolgalo eljarasra vonatkoznak. Az elséként
emlitett szabadalmi leiras szerint egy in situ kialakuld, bioldgi-
ailag lebomlani képes gitat helyeznek a fog feliiletének szom-
szédsagaba. Ez a gat mikroporézus, meghatarozott méretii po-
rusokat foglal magaba és tartalmazhat bioldgiailag aktiv anya-
gokat is. A gat kialakitasat gy végzik, hogy a biodegradalhato
polimer, példaul poli(dl-laktid-ko-glikolid) folyékony oldatat,
amely polimer vizzel koagulalhatd, termoplasztikus és vizzel
elkeverhetd, az oldatot nem toxikus oldészerrel, példaul
N-metil-pirrolidonnal alakitjak ki (a polimer koncentracié pél-
daul 50%), a periodontalis tasakba helyezik. A szerves oldészer
a periodontalis folyadékba disszipalédik és egy
biodegradalhaté vizzel koagulalhat6 polimer alakul ki egy in
situ képzédott szilard, biodegradalhaté implantatum formaja-
ban. Az oldészer disszipacidja révén pérusok maradnak a szi-
lard biodegradalhat6 implantatumban, amely eldsegiti a sejtek
belenovését. A masodikként emlitett szabadalmi leirasban ha-
sonl6 indikaciéju eljarast ismertetnek, amelynél egy
biodegradalhat6 gatat alakitanak ki egy biodegradalhaté, kike-
ményitheté, hdre keményedé polimer, egy térhalosito szer és

egy vizoldhat6 anyag, igy egy s6, cukor, valamint egy



vizoldhatd polimer keverékébdl. Térhalosodd, hére keményeds .,
prepolimerként akrilészter végcsoportii abszorbeal6dé polimert
emlitenek.

Tovabba, szamos ismertetés talalhato bioldgiailag szaba-
lyozott hatéanyagok kiilonb6z6 helyekre térténd szallitasara
alkalmas rendszerekre vonatkozdan a szakirodalomban. Igy
példdul az US 5 011 692 szamu szabadalmi leirdsban nyujtott
pulzalé felszabadulast gydgyszerkészitményt ismertetnek,
amely egy hatéanyag tartalmi polimer réteget tartalmaz. Ez a
polimer réteg csak nagyon kevés hatéanyagot tartalmaz vagy
nem 1is tartalmaz. A teljes feliillet merdlegesen van kialakitva a
réteg sikjara €s egy vizben nem oldhato polimer anyaggal van
bevonva. Az ilyen tipusu 16késszeri, pulzalé hatéanyag dozi-
sok alkalmasak a bdr kozelében torténd beagyazasra.

Az US 5 366 756 szamu szabadalmi leirasban eljarast is-
mertetnek porusos, bioldgiailag abszorbealddd sebészi
implantatum anyagok eléallitasara. Az eljarasnal biolégiailag
abszorbealodo implantatum anyag részecskéit allitjak eld és
ezeket bevonjak legalabb egy ndvekedési faktorral. Az
implantatum antimikrobds anyagokat is tartalmazhat.

Az US 5 385 738 szamu szabadalmi leirdsban nyujtott fel-
szabadulasu injekcids rendszert ismertetnek, amely a hatéanyag
és a gyogyszerészetileg elfogadhato, biolégiailag lebomlani ké-
pes hordoz6anyag (példaul valamely protein poliszacharid vagy
szintetikus, nagy molekulatomegii vegyiilet, elénydsen kolla-
gén, atelo kollagén, zselatin vagy ezek keveréke) szuszpenzidja
egy viszkozus oldészerben (példdul valamely névényi olaj,

polietilénglikol, propilénglikol, szilikonolaj és kozepes lanc-



hosszlisagl zsirsav-triglicerid), a készitmény injekcid céljara
alkalmas. A készitményben 1év6 hatéanyag a biodegradalhatd
hordozéanyagba a kovetkezd formaban épiil be: (i) a hatéanyag
kémiailag kotddik a hordozd matrixhoz; (ii) a hatéanyag intra-
molekuléris kotéssel kotédik a hordozo matrixhoz; vagy (iii) a
hatdéanyag fizikailag van beagyazva a hordozé matrixba.

Tovabba, az el6zdekben ismertetett, a technika allasabol
1smert rendszerek (példaul US 4 938 763) a biodegradalhato,
mikroporozus, szilard implantatum in situ kialakulasat ismerte-
tik az €16 szervezetben egy polimer szerves oldészerrel, példaul
N-metil-2-pirrolidinbél késziilt oldatabdl térténd koagulacio-
val. Azonban, az olddszerek, beleértve a kis molekulatémegii
szerves oldészereket is, elésegitik az oldat migraciojat a fel-
hasznalasi helyrél és ily mdodon az é16 szévet karosodasat
okozhatjak, igy példaul a sejtek dehidratacidjat vagy nekrozi-
sat. Az oldoszerbdl adodo tomegveszteség a koagulatum zsugo-
rodasat és a kornyez6 szovetektdl valo elvalasat okozhatja.

Az US 5 612 052 szamu szabadalmi leirasban
kationcseréld mikrorészecskéket ismertetnek, amely
karboxilcsoportot tartalmazé poliészter lancokat és ezeken
immobilizalva bazikus bioaktiv anyagokat tartalmaz, igy egy
szabélyozott felszabadulasu rendszert nyernek az abszorbeal6-
do gélképzd folyékony poliészter rendszeren beliil. Ezen szamu
szabadalmi leiras referenciaként szolgal a jelen leirasnal. A
karbonsavcsoportok ionos, bazikus polipeptidekkel valé konju-
galasat emlitik a technika allasaban, igy az US 5 672 659 és

US 5 665 702 szamu szabadalmi leirasokban. Azonban, ezek a

komplexek oldhato kémiai vegyiiletek, amelyek egy bazikus és
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egy karbonsav komponens molekularis egymasra hatasaval _
képzddnek a megfelel oldataikban, igy egy jol meghatarozott
1on-konjugatumot alkotnak, amely 1) kémiai vegyiilet meghata-
rozott fizikokémiai tulajdonsagokkal.

A jelen taldlmany targya eljaras (A eljaras) beagyazott,
kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék eldallitasara,
amelynél a beagyazott, mikrorészecske vagy mikrorészecskék
egy abszorbedl6do beagyazd polimer kotott mikrorészecskéjét
vagy mikrorészecskéit tartalmazzak, amelynél a kotott mikroré-
szecske vagy mikrorészecskék egy abszorbeal6do, heterolancu
polimer magbo6l és egy vagy tobb peptidbdl, egy vagy tobb
proteinbdl vagy ezek kombinacidjabol all az emlitett abszorbe-
4l6do heterolancu polimer magon immobilizalva és ahol az
emlitett valamely peptid egymastol fiiggetleniil lehet novekedé-
s1t hormon felszabadité peptid (GHRP), luteiniz4lé hormon-
-felszabadit6 hormon (LHRH), szomatosztatin, bombezin,
gasztrin felszabadité peptid (GRP), kalcitonin, bradikinin,
galanin, melanocita stimulalé hormon (MSH), névekedési hor-
mon felszabadité faktor (GRF), amilin, tachikinin, szekretin,
paratiroid hormon (PTH), enkafelin, endotelin, kalcitonin gén
felszabadité peptid (CGRP), neuromedin, paratiroid hormon
felszabadito protein (PTHrP), glikkagon, neurotenzin,
adrenokortikotropikus hormon (ACTH), peptid YY (PYY),
glikagon felszabadito peptid (GLP), vazoaktiv intesztinalis
peptid (VIP), hipofizis adenilat ciklaz aktivalé peptid
(PACAP), motilin, P anyag, neuropeptid Y (NPY), TSH és ezek
analogjai és fragmentjei vagy gyogyszerészetileg elfogadhaté

sO1; tovabba, a protein lehet egymastél fiiggetleniil novekedési



hormon, eritropoietin, granulocita-kolénia stimulalé faktor,
granulocita makrofag kolonia stimulalé faktor vagy interferon.

A taldlmény szerinti eljarast ugy végezzik, hogy elballi-
tunk egy szilard, k6t6tt mikrorészecskékbél és abszorbeal6do
bedgyazo6 polimer oldatbdl allé diszperzidt gy, hogy az ab-
szorbealddé beagyazd polimer oldataban a szilard, kotott mik-
rorészecskéket homogenizaljuk és diszpergaljuk, majd a kapott
diszperziét 12 kHz - 32 kHz ultrahang frekvencian egy kézegbe
porlasztjuk, amely kézeg az abszorbeal6do beagyazé polimer
szamara nem oldo hatasu oldoszer, az dramlasi sebesség 1
ml/perc és 15 ml/perc kozotti érték.

A fenti A eljards egy elényos kiviteli formajanal (B elja-
ras) a kdzeg izopropanol vagy etanol.

A fenti B eljaras egy elonyos kiviteli formdjanal (C elja-
ras) az abszorbedl6dé polimer oldata 5-30% abszorbeal4dé po-
limert tartalmaz és a kozeg homérséklete szobahdmérséklet és
-80°C kozotti érték.

Az A eljaras egy eldnyos kiviteli formajanal (D eljaras) a
peptid, peptidek vagy protein vagy proteinek vagy ezek kombi-
kotott mikrorészecske teljes tomegére szamolva.

A fenti D eljaras egy eldnyos kiviteli formajanal (E elja-
ras) az abszorbeal6dé polimer mag glikolat egységeket és
citratcsoportokat tartalmaz és a glikolat egységek és
citratcsoportok kozotti arany 7-1 és 20-1 kozotti érték vagy
glikolat egységeket és tartardtcsoportokat tartalmaz, ahol a
glikolat egységek és tartaratcsoportok k6zotti arany 7-1 és 20-1

kozotti érték vagy glikolat egységeket és malatcsoportokat tar-



talmaz, ahol a glikolat egységek és malatcsoportok kozotti
arany 7-1 és 20-1 kozotti érték.

Az E eljaras egy eldnyos kiviteli formajanal (F eljaras) az
abszorbedlddo beagyazd polimer a kdvetkezdket tartalmazza:

(a) I-laktid bazist egységek és glikolid bazist egységek,
ahol az I-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek
kozotti arany 60-40 és 90-10 kozotti érték,

(b) d,l-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek,
ahol a d,l-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek
ko6z6tt1 arany 60-40 és 90-10 kozotti érték,

(c) d,l-laktid bazisu egységek, vagy

(d) 1-laktid bazisu egységek és d,l-laktid bazisu egységek,
ahol az l-laktid bazisu egységet és a d,l-laktid bazisu egységek
ko6zott1 arany 80-20.

Az F eljaras egy elonyos kiviteli formajanal (G eljaras) az
abszorbeal6d6 beagyazd polimer mennyisége 5-70% a beagya-
zott, kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék teljes tome-
gére szamolva.

A G eljaras egy eldnyos kiviteli formajanal (H eljaras) az
abszorbeal6d6 beagyazd polimer mennyisége 20-60% a be-
agyazott kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék teljes
tomegére szamolva.

A H eljaras egy elény6s kiviteli formajanal (I eljaras) az
abszorbealddo6 beagyazé polimer mennyisége 30-50% a be-
agyazott kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék teljes
tomegére szamolva.

Az [ eljaras egy elény6s kiviteli formajanal (J eljaras) a

peptid egy LHRH analog.
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A J eljaras egy elényos kiviteli formajanal (K eljaras) az |
LHRH analég p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-
NH,.

Az I eljaras egy eldnyds kiviteli formajanal (L eljaras) a
peptid egy szomatosztatin analdg.

Az L eljaras egy elényos kiviteli formajanal (M eljaras) a
szomatosztatin anal6g H-B-D-Nal-Csy-Tyr-D-Trp-Lys-Val-
Cys-Thr-NH,, ahol a két Cys diszulfidkétéssel kapcsolodik.

Az L eljaras egy masik elény6s kiviteli formajanal a
szomatosztatin analég N-hidroxietilpiperazinil-acetil-D-
Phe_Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, ahol a két Cys
csoport diszulfidkotéssel kapesolodik.

Az L eljaras egy tovabbi kiviteli formajanal a
szomatosztatin analég N-hidroxietilpiperazinil-etilszulfonil-
-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, ahol a két Cys
csoport diszulfidkotéssel kapcsolodik.

Az "abszorbeal6do" kifejezés egy vizben oldhatd anyagot
jelent, igy egy polimert, amely bioldgiai kérnyezetben lancsza-
kadason megy at és igy vizben oldhaté melléktermékek kép-
z6dnek.

A "mikrorészecske" kifejezés abszorbeal6do poliészter ré-
szecskékre utal, amelyek eldny6sen lényegében gémb formajui-
ak.

A "kotott mikrorészecske" kifejezés olyan mikrorészecskét
jelent, amelyhez egy vagy tobb peptid és/vagy egy vagy tébb

protein van ionosan immobilizalva.
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A "beagyazott mikrorészecske" kifejezés olyan polimer 4
bevonattal rendelkezd kotott mikrorészecskét jelent, amelynél a
polimer bevonat nem sziikkségszeriien teljesen zart.

A "polimer mag" kifejezés a mikrorészecske masik elneve-
zése.

A "beagyazé polimer" kifejezés jelenti azt a polimert,
amelyet a kotott mikrorészecskék beagyazasara, bevonasara al-
kalmazunk.

A "gélképzé folyékony poliészter" kifejezés olyan anyagot
Jelent, amely oldészereket, igy vizet abszorbeal,
fazistranszformdacion megy keresztiil és megtartja haromdimen-
z10s héloszerkezetét, amely reverzibilis deformaciora képes.

A leirds soran az aminosavakat a standard harom betis ro-
viditéssel jeloljik, amely a szakteriileten ismert, igy példaul
Ala=alanin.

A talalmany szerinti eljarasnal felhasznalasra keriild mik-
rorészecske kristalyos, abszorbealddo poliészterbél, igy
poliglikolidbdl van eléallitva, amely egy vagy tobb
karboxilcsoportot tartalmaz az egyes lancokon, ami a mikroré-
szecske feliiletén és a mikrorészecske kézvetlen feliilet alatti
részén elegendd koncentracioju karboxilcsoportot eredményez,
hogy komplex és ionos formaban immobilizalja a peptidet vagy
peptideket és/vagy proteint vagy proteineket, amelyek egy vagy
tobb bazikus csoportot tartalmaznak. A poliglikolid
karboxilcsoportjai amidalva is lehetnek, igy példaul lehetnek
diaminok, elénydsen primer vagy szekunder aminok vagy ezek
keverékei, amikoris az amin komplexet képez, amely ionosan

immobilizalja az egy vagy t6bb savas csoportot tartalmazé
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peptidet vagy peptideket és/vagy proteint, proteineket. Mivel a
mikrorészecske felilete sziikségszeriien nem teljesen homogén,
a "feliilet alatti rész" résekre és mas hasonldkra utal, amelyek a
mikrorészecske feliilete alatt talalhaték. A kotott mikrorészecs-
kékbol a peptidek és/vagy proteinek a betegben szabalyozottan
szabadulnak fel. Az immobilizalt peptidek és/vagy proteinek
felszabaduldsanak tovabbi szabalyozasara a talalmany szerinti
eljarasnal a kotott mikrorészecskéket beagyazzuk kiilon-kiilon
vagy csoportosan egy abszorbedléd6 beagyazo polimerbe. A
kotott mikrorészecskékbdl a peptidek és/vagy proteinek kb. 2
nap és kb. 3 honap kozoétti idétartam alatt, eldnyodsen 1 hét és 3
hénap ko6zotti id6 alatt szabadulnak fel. A beagyazott mikroré-
szecskékbdl a peptidek és/vagy proteinek kb. 3 nap és 6 hénap,
elényosen 2 hét és 5 honap k6zotti id6 alatt szabadulnak fel a
betegben.

A taldlmény szerinti eljarasnal a mikrorészecskékhez pél-
daul a kovetkezd peptideket kothetjitk vagy immobilizalhatjuk
a korlatozas szandéka anélkiil: novekedési hormon felszabadité
peptid (GHRP), luteinizalé hormon-felszabadité hormon
(LHRH), szomatosztatin, bombezin, gasztrin felszabadito
peptid (GRP), kalcitonin, bradikinin, galanin, melanocita sti-
muléalé hormon (MSH), névekedési hormon felszabadité faktor
(GRF), amilin, tachikinin, szekretin, paratiroid hormon (PTH),
enkafelin, endotelin, kalcitonin gén felszabadité peptid
(CGRP), neuromedin, paratiroid hormonnal kapcsolatos protein
(PTHrP), gliikkagon, neurotenzvin, adrenokortikotropikus hormon
(ACTH), peptid YY (PYY), gliikagon felszabadité peptid
(GLP), vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), hipofizis adenilat
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ciklaz aktivalo peptid (PACAP), motilin, P anyag, neuropeptid
Y (NPY), TSH vagy ezek analdgjai és fragmensei. A mikroré-
szecskéken immobilizalhatd vagy kothetd proteinek koziil em-
litjik a kovetkezdket: novekedési hormon, eritropoietin,
granulocita kolonia stimuldld faktor, granulocita makrofag sti-
mulald faktor, vagy interferonok.

A mikrorészecskéket eldallithatjuk egy laktid bazist poli-
merbdl vagy egy szilard, szemikristalyos polilaktonbdl, igy
poliglikolidbdl, amelyet a savcsoportot tartalmazé hidroxilos
iniciatorokkal, igy glikolsavval, tejsavval, almasavval, borké-
savval vagy citromsavval allitunk el6 gytiri nyitasos polimeri-
zacioval. A taldlmany szerint felhasznalasra keriil6 mikroré-
szecskék eldallitasat a kovetkezd eljarassal végezhetjilk. Egy
reakcid tartalyban elkeverjik a laktid bazisu monomert és/vagy
laktont, igy glikolidot és egy savas iniciatort, igy borkdsavat,
almasavat vagy citromsavat. Az edényt 35-45, elénydsen
40°C-ra melegitjik és vakuum alatt tartjuk 20-60 percen, el6-
nydsen 30 percen at. A tartaly hdmérsékletét ezutan
105-115°C-ra, elénydsen 110°C-ra emeljiik. Amikor ezt a h6-
mérsékletet elértik, a tartalyt oxigénmentes nitrogénatmoszféra
ala helyezziik és a keveréket keverjiik. Ha a keverék megol-
vadt, katalitikus mennyiségi szerves fém katalizatort adago-
lunk, amely alkalmas a gyiriinyitasos polimerizaciéhoz vald
felhaszndlasra, ez lehet példaul 6n(II)-etil-hexanoat nem
protikus olddszerrel, igy példaul toluollal késziilt oldata. Ezu-
tan 1smét vakuumot alkalmazunk 30-90 masodpercen at a toluol
eltavolitasara nélkiil, hogy szignifikans mennyiségii monomert

eltavolitanank. A keverék hdmérsékletét ezutan 115-125°C-ra,
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elénydsen 120°C-ra emeljiik5-10 perc alatt, majd tovabb
emeljiik 140-150°C-ra. Ezt a hGmérsékletet tartjuk 3-5 6ran at,
eldnyosen 4 6ran at dllandé mechanikai keverés kdzben.

A kapott polimert ezutan mikronizaljuk, az elsé érlést
Knife-berendezésben végezve. A polimert ezutan Aljet
Micronizer felhasznaldasaval mikronizaljuk nyomads alatti szaraz
nitrogénaramban. A részecskék atlagos atmérdjét Malvern
Mastersizer/E berendezéssel analizaljuk, térfogat eloszlasi mo-
dell szerint, a diszpergaldszer 200/5 ¢S szilikonolaj.

A polimert ezutan tisztitjuk, natriumséva alakitjuk és ezt
acetonban diszpergaljuk, ultrahanggal kezeljik kb. 30 percen
at. Ezen 1d6 alatt a diszpergaldszert homogenizaljuk is
8000-24 000 fordulat/perc kozotti értéknél, elénydsen 9500
fordulat/percnél egy homogenizalé alkalmazasaval. Ezutan az
ultrahangos/homogenizaldsos 1épés utan a diszperzidt
3000-7000 fordulat/percnél, eldnyosen 5000 fordulat/percnél
centrifugdljuk elénydsen 30 percen at. A feliiliszot eldobjuk, a
centrifuga lepényt ismételten friss acetonban szuszpendaljuk,
majd megismételjik az ultrahangos/homogenizacids lépést. A
masodik centrifugalasi 1épés utan a feliliszot eldobjuk, a le-
pényt ismételten ionmentes vizben szuszpendaljuk. Ezutan egy
végsd ultrahangos/homogenizacids 1épést végziink a megmara-
do6 aceton eltavolitdsara, majd a diszperzidt ismételten centrifu-
galjuk 5000 fordulat/percnél 30 percen at.

A kapott centrifuga lepényt friss ionmentes vizben szusz-
pendaljuk és megmérjiik a pH-jat. Elegendd mennyiségii enyhe
bazist, igy 0,2 M natrium-karbonat oldatot adagolunk a pH 8-9

kozotti értékre valo beallitasahoz. A diszperziot ezutan kb. 30
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percen at keverjik, majd szlir6papiron vakumm-sziirjik. A szl-
rélepényt ionmentes vizzel 4toblitjiik, fagyasztjuk, majd liofili-
zaljuk.

A tisztitast differential scanning caloriméterrel (DSC) ké-
vetjik, a melegités sebessége 5 °C/perc és 15°C/perc kozotti
érték, elényosen 10°C/perc.

Anioncserélé mikrorészecskéket nyeriink a kationcserél
mikrorészecskék forr6 higitott (kb. 80°C-0s) diamin oldataban
val6 kezelésével, elényosen az amin lehet primer amin vagy
szekunder amin vagy ezek keveréke, ismert koncentracioban
alkalmazzuk dioxanban vagy THF-ben inert géz, igy példaul
argonatmoszféraban. A diamin koncentracidjat a dioxanban
vagy THF-ben acidimetriaval hatarozzuk meg. Ha a reakcio
gyakorlatilag végbement, az amidalt mikrorészecskéket sziirés-
sel elvéalasztjuk, dioxannal vagy THF-el 4t6blitjiik és csokken-
tett nyomason szaritjuk.

A peptidek és/vagy proteinek immobilizalasat a mikroré-
szecskéken a kovetkezd modszer szerint végezhetjitk. A mikro-
részecske natriumsojat a peptidek és/vagy proteinek szabad ba-
zisat tartalmazo vizes oldatban diszpergaljuk. A diszperziét
szobahdmérsékleten inkubaljuk 2 6ras keverés kozben, majd a
kotott mikrorészecskéket sziiréssel eltavolitjuk. A sziirdlepényt
tovabbi ionmentesitett vizzel atoblitjik, fagyasztjuk, liofilizal-
juk. A mintdkat ezutdn elemanalizissel analizaljuk, hogy az
immobilizalt peptidek és/vagy proteinek mennyiségét meghata-
rozzuk.

A mikrorészecskék mérete szerepet jatszik abban, hogy a

mikrorészecske milyen mennyiségii peptidet és/vagy proteint
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tud immobilizalni. Minél kisebb a mikrorészecske mérete, an- _
nal nagyobb a feliilete és igy annal tobb peptidet és/vagy pro-
teint képes immobilizdlni. A mikrorészecskék mikronos vagy
mikron alatti méretre valo csokkentését a fentiek szerint végez-
hetjiik. A mikrorészecskék atmérgje 0,5 pm és 100 pm, elényo-
sen 1 pm és 10 um, még elényosebben 3 um és 10 pm kozotti
érték.

Az abszorbeal6do beagyazo6 polimer lehet kristalyos vagy
nem kristalyos laktid/glikolid kopolimer, amorf 1-laktid/d,]-
-laktid kopolimer, kaprolakton/glikolid kopolimer vagy
trimetilén-karbonat/glikolid kopolimer, amelyek a szokasos
szerves oldoszerekben (példaul kloroform, metilén-klorid,
aceton, acetonitril, etil-acetat vagy etil-format vagy ezek keve-
rékei1) oldhatok. Az abszorbealddé bedgyazé polimereket nem
oldé oldészerek kozé tartoznak példaul a viz, alacsony forras-
pontu alkoholok és szénhidrogének, vagy ezek keverékei. Az
abszorbeal6do6 bedagyazo polimert eldallithatjuk laktonok kata-
lizalt gyiiriinyitasos polimerizacidjaval vagy ciklusos monome-
rek, igy e-kaprolakton, p-dioxanon, trimetilén-karbonat, 1,5-
-dioxepéan-2-on vagy 1,4-dioxepan-2-on lanciniciator igy
hihdroxi-polikarbonsav jelenlétében végzett polimerizacidjaval.
Egy tovabbi mddszernél egy szerves polikarbonsavat egy elére
formalt poliészterrel reagaltatunk, ilyen eljarast ismertetnek az
US 5612 052 szamu szabadalmi leirasban.

A kotott mikrorészecskék beagyazasanal a talalmany sze-
rinti eljardsnal egy ultrahangos atomizer-t alkalmazunk, a ko-
tott mikrorészecskéknek az abszorbeal6dd polimerrel késziilt

oldatat mikrocseppek formdajaban egy hiitétt, nem oldé hatasu
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kozegbe vissziik be (ez az olddszer nem oldja az abszorbealodd
bedgyaz6 polimert). A kotétt mikrorészecskéket bevonjuk, be-
agyazzuk a laktidbdl és glikolidbdl 4116 abszorbeal6do beagya-
z6 kopolimerbe, ezt a mikrorészecskéknek a polimer oldatban
val6 koagulalasaval végezziik, majd egy ultrahangos atomiza-
I6n (porlaszton) keresztiil egy folyékony kézegbe vissziik,
amely a bedgyaz6 polimert nem oldja, de amely folyékony ko-
zeg képes a beagyazd polimer oldat olddszerét a beagyazott
szilard mikrorészecskéknél extrahdlni. A porlasztast 12-36 kHz
frekvencianal végezziik, elényosen 34-36 kHz frekvenciat al-
kalmazunk. A frekvencia nagysaga befolyasolhatja a talalmany
szerinti eljarast olyan értelemben, hogy a nagyobb frekvencia
lehet6vé teszi nagyobb viszkozitisu oldatok alkalmazasat és az
abszorbedald beagyazé polimert és kotott mikrorészecskéket
tartalmazé diszperzidk nagyobb aramlasi sebességét. A mikro-
részecskék beagyazasara szolgalo polimer oldat koncentracié-
jatol figgden a bedgyazott mikrorészecskékben 1év§ eredetileg
kotott mikrorészecskék szama 1 és tobb 100 kozott valtozhat, a
beagyazott mikrorészecskék atlagos atmérdje 0,5 um és 100 pm
k6zotti érték.

A kovetkezd eljarassal a beagyazott peptid-tartalmu
és/vagy protein-tartalmu (tovabbiakban peptid-tartalmi)
kationcserélok (CE) eldallitasat mutatjuk be porlasztassal. A
felhasznalasra keriilé beagyazé kopolimert az oldészerben
(példaul acetonitril, etil-acetat vagy etil-format) feloldjuk. Ele-
gendd mennyiségii igy kapott oldatot alkalmazunk a peptid-
-tartalmu CE el6allitasdhoz ugy, hogy a peptid-tartalmu CE és
a beagyazé kopolimer kozotti tomegarany 30:70 és 80:20 ko-
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zott1 érték legyen. A diszpergalast nagy sebességii »
homogenizacioval végezziik. A peptid-tartalmu kationcserélét a
beagyazo kopolimer acetonitriles vagy etilén-acetitos oldata-
ban diszpergaljuk. A bedagyazd kopolimer koncentracidja 10-25
tomeg% etil-acetat és 12,5-30 tomeg% acetonitril esetén,
fliggéen a kivant részecske jellemz3jétdl (morfologia, méret,
fajlagos feliilet). Az oldatot egy homogenizaléban, példaul Ult-
ra-turrax T25 (IKA, Staufen, Németorszag) homogenizaljuk,
amelyhez egy diszpergal6 szerszam van csatlakoztatva. 10-es
(10-gauge) diszpergal6 szerszamot alkalmazunk 1 ml és 50 ml
kozotti térfogat esetén és 25-6s szerszamot (50 ml és 2,5 1 tér-
fogat esetén). A diszpergald szerszam forgasi sebessége 8000
és 24 000 fordulat/perc koriili érték. A homogenizala-
si/diszpergélasi 1épés a polipeptid-tartalmi kationcserélének a
beagyaz6 polimer oldatban valo egyenletes eloszlasat biztositja
anélkiil, hogy ultrahangos kezelésre vagy forgatasra sziikség
lenne. A diszperziét 1 ml/perc és 10 ml/perc kozotti sebesség-
gel adagoljuk az ultrahangos atomizalé fuvokaba, amelynek
frekvencidja véltoztathato - 12 kHz és 36 kHZ koz6tt - nagyobb
frekvencianal nagyobb aramlasi sebességet tudunk fenntartani a
részecske jellemzOk fenntartasaval. A diszperziot igy egy
gyujto tartalyba porlasztjuk, amely legalabb 1-10-szeres feles-
legben tartalmaz folyadékot, igy izopropanolt vagy etanolt (a
beagyazd kopolimert oldé oldészerhez viszonyitva), ennek hé-
mérséklete szobahdmérséklet vagy megfelelé mennyiségii sza-
razjég darabokkal van lehiitve (altaldban 0,5-1 kg/1 IPA) ugy,
hogy a zagy hémérséklete -50°C és -80°C legyen a permetezési
miivelet alatt. Ezt a zagyot 300 és 700 fordulat/perc k6z6tti se-
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bességgel keverjik a térfogattol fiiggden. Acetonitril vagy etil-
-acetat olddszerek esetében a permetcseppek azonnal megfagy- |
nak a zaggyal valo6 érintkezéskor. Ha a porlasztast befejeztiik, a
teljes diszperziot hagyjuk magatdl felengedni 10 °C és szoba-
hémérséklet kozotti értékre a vakuumos sziirést megelézéen. A
szlir6lepényeket ionmentesitett vizzel lesblitjiik a nem-olddszer
felesleg eltavolitasara. A kapott részecskék sima feliilet(i
mikrogémbok, tulnyomo részt d,l-laktid bedgyazé kopolimerek
esetén, a feliiletilkk enyhén hullamos, ha a bedgyazé polimer
tulnyomé részt 1-laktid bazisi.

A mikrorészecske ioncseréldk kapacitasat a kovetkezékép-
pen lehet meghatarozni. Példaul kationcserél6 mikrorészecskék
esetén meghatarozott tomegi mikrorészecskén a hozzaférhetd
karboxilcsoportokat semlegesitjik ismert koncentracidji hideg,
higitott vizes natrium-karbonat oldattal. A semlegesitett mikro-
részecskéket sziiréssel elvalasztjuk, hideg ionmentesitett vizzel
atoblitjik és szaritjuk. A szilard mikrorészecskéket ezutan hig,
inkubdljuk, amelynek a koncentracidja olyan, hogy a varhaté
kotési kapacitasi érték feletti kis feleslegben tartalmazza a ba-
zikus hatdéanyagot. A megmaradé Pilocarpine HCI koncentraci-
0jat a vizes kozegben addig kovetjiik, amig a mikrorészecskék
altal szignifikans mértéki bazis megkotés mar nem torténik. Az
immobilizalt bazis szazalékos mennyiségét az exhauzcios ada-
tokbol hatarozzuk meg, majd nitrogénre végzett elemanalizissel
1gazoljuk.

Az anioncseréldk (amidalt részecskék) kotési kapacitasat a

kovetkezoképpen hatarozzuk meg: (1) nitrogénre végzett elem-
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analizissel és (2) Naproxenhez vald kotés mértékével, amelyet
a hig oldatbdl eltavolitott Naproxen mennyiségének meghataro-
zésaval mérunk HPLC alkalmazasaval. Ez utébbit ismert kon-
immobilizalt Naproxen mennyiségével igazoljuk.

A talalmany szerinti eljarassal eldallitott beagyazott mik-
rorészecskéket a betegeknek ismert médon adagolhatjuk, igy
példaul parenteralisan vagy oralisan. ElényGsen por vagy
szuszpenzi6 forméjaban végezziik az adagolast intranazalisan
vagy inhaldcidval a pulmonaris rendszeren keresztiil. Ha az
adagolast parenterdlisan végezzik, elénydsen izotonias vizes
kozegben vagy nem vizes, abszorbealodd, gélképzé folyékony
poliészterrel képzett diszperzidt alkalmazunk.

A talalmany szerinti eljarassal el6éallitott beagyazott mik-
rorészecskék hatasos dozisat a kezeléorvos vagy allatorvos
meg tudja hatarozni, a dézis nagysaga fiigg az alkalmazott
peptidektdl és/vagy proteinektdl és azok a mikrorészecskéken
immobilizalt mennyiségétdl. Ezek a dozisok ismertek vagy is-
mert modon hatarozhatok meg.

A talalmanyt a kovetkez6 példakkal mutatjuk be kézelebb-
rol;

I. példa

Kationcsérlok céljara (CE) citromsavval inicialt

poliglikolsav polimerek (PGCA) eléallitasa,

mikronizilasa és tisztitasa

Ia. példa: 7/1 PGCA

Egy 500 ml-es iivegreaktorba bemériink 242,63 g
glikolidot (Purac Biochem, Arkelsedjik, Hollandia) és 57,37 g
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citromsavat (Aldrich, Gillingham, Dorset, UK). A citromsavat “
szilikagélen szaritottuk (Fisher Scientific Loughborough, Leics,
UK) egy Abderhalden késziilékben (Aldrich, St. Louis, Missou-
ri, USA). A reakcidedényt olajfiirdobe meritjiik és vakuum ala
helyezziik (0,04 mbar) kb. 30 percig. A fiirdét ezutan leenged-
jik és a hdmérsékletet 110°C-ra emeljiik. Ha ezt a hdmérsék-
letet elérjiik, a reaktort oxigénmentes nitrogénatmoszféra ala
helyezziik, majd ismételten az olajfiirdbe meritjiik. A keveré-
ket 100 fordulat/perc mellett keverjiik Heidolph keverd alkal-
mazasaval (Heidolph Elktro GmbH, Kelheim, Németorszag).
Ha a reaktor tartalma megolvadt, hozzdadunk 1,09 ml 0,1 M
on-2-etil-hexanoat oldatot (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
toluolban (Riedel de-Haen, Seelze, Németorszag)
(sztochiometrikus arany 50 ppm). Ezutan ujra vakuumot alkal-
mazunk egy folyékony nitrogéncsapon keresztiil 30 masodper-
cig a toluol eltavolitasara anélkil, hogy szignifikdns mennyisé-
gl monomert eltdvolitanank. Az olajfiird6 hdmérsékletét ezutan
120°C-ra emeljiik kb. 5 perc alatt, majd tovabb emeljiik
150°C-ra. Ezen a hdmérsékleten tartjuk kb. 4 éran at allandé
mechanikus keverés k6zben, ezt 100 fordulat/perc értéken vé-
gezziik. Igy nyerjiik a cim szerinti polimert.

Ib. példa: 10/1 PGCA

A cim szerint1 polimert az I(a) példaban leirtak szerint
nyerjik, de 257,40 g glikolidot, 42,60 g citromsavat és 1,10 ml
0,1 M 6n-2-etil-hexanoat/toluol oldatot alkalmazunk,
(sztochiometrikus arany 50 ppm).

Ic. példa: 15/1 PGCA - 15/1 PGCA
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Egy langgal szaritott edénybe, amely mechanikai kevers-
vel és egy argonbevezetd csével van ellatva, beadagolunk 2,5867
mol (300 g) glikolidot, 0,172 mél (33 g) vizmentes citromsavat
€s 862 ml (0,172 mmol, 0,2 M/toluol) dn-oktaatot. A polimeri-
zac16s reaktort és a tartalmat vizmentes argonnal tobbszor at-
oblitjik. Miutdn a keverék megolvadt, a reagenseket 160°C-ra
melegitjiik és addig keverjiik, amig a polimer kezd az olvadék-
bol kicsapddik. Roviddel a részleges kivalas utan a keverést
leallitjuk és a reakciot 160°C-on 2 6ran at végezzik. A polime-
rizacid befejezésével a homérsékletet 120°C ala csokkentjik és
a felesleges monomert csokkentett nyomason eltavolitjuk. A
kapott polimer sszetételét infravords és NMR spektroszkopia-
val 1igazoljuk.

Mikronizalas

Az I(a), I(b) és I(c) példak szerint nyert polimereket eld-
szOr egy Knife-6rl6 beredezéssel (IKA, Staufen, Németorszag)
0roljik. Ezutan Alljet Micronizer berendezésben (Fluid Energy
Aljet, Plumsteadsville, Pennsylvania, USA) mikronizaljuk
nyomas alatti szaraz nitrogénaramban. Az I(a) példa szerinti
polimer kozepes részecskemérete 24,84 um Malvern
Mastersizer/E (Malvern, Worcs., UK) berendezéssel meghata-
rozva, a térfogat eloszlasi modell és 200/5 ¢S szilikonolaj (Dow
Corning, Seneffe, Belgium) mint diszpergaldszer alkalmazasa-
val. Az I(b) és I(c) példak szerinti polimerek atlagos részecs-
kemérete 4,69 pm, illetve 6,31 pm mikronizalas utan.

Tisztitas/natrium s6 képzés

50 g I(a), I(b) és I(c) példak szerinti polimereket 2-2 |

acetonban diszpergalunk (Riedel de-Haen, Seelze, Németor-
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szag) €s egy ultrahang késziilékbe (Branson Ultrasonics BV,
Soest, Hollandia) vissziik 30 percre. Ezen 1d6 alatt a diszperzi- |
6kat homogenizaljuk i1s 9500 fordulat/percnél Ultra-turrax ho-
mogenizald (IKA, Staufen, Németorszag) alkalmazasaval. Az
ultranagos/homogenizalasi 1épés utan a diszperziét 5000 for-
dulat/percnél 30 percen at centrifugaljuk Sorvall centrifugaban
(Sorvall, Wilmington, Delaware, USA). A feliluszdt ezutan el-
dobjuk, a centrifuga lepényeket ismételten friss acetonban
szuszpendaljuk és az ultrahangos/homogenizalasi 1épést meg-
1smételjiik. Ha a méasodik centrifugalast befejeztiik, a feliiluszot
eldobjuk, a centrifuga lepényt ionmentesitett vizben szuszpe-
daljuk. Egy végs6 ultrahangos/homogenizalasi 1épést végziink
ezutan az aceton nyomok eltavolitdsara és a diszperzidt még
egyszer centrifugdljuk 5000 fordulat/percnél 30 percen at.

A centrifuga lepényeket ezutan friss ionmentesitett vizben
szuszpendaljuk és megnézziik a pH értékét. Elegend mennyi-
ségii 0,2 M natrium-karbonat oldatot adagolunk keverés koz-
ben, hogy a pH értékét 8 és 9 kozotti értékre bedllitsuk. A disz-
perzidt ezutan 30 percen at keverjiik, majd vakuumban sziirjiik
Whatman no. 1 (24 cm atmérd) sziirépapiron (Whatman Intl.
Ltd., Maidstone, Kent, UK). A sziir6lepényeket ezutan ion-
mentesitett vizzel atoblitjuk, fagyasztjuk, majd liofilizaljuk
Edwards SuperModulyo Lyophilizer berendezésben (Edwards,
Crawley, West Sussex, UK).

A tisztitast differential scanning caloriméterrel (DSC) ko-
vetjik TA DSC912S (TA Instruments, New Castle, Delaware,
USA) alkalmazasaval, a melegitési sebesség 10°C/perc. A ka-

pott DSC termogramok egyik esetben sem mutatnak endoterm
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csucsot, amely a monomer glikolidra utal, de endotermeket
mutat 176°C-nal, 178°C-nal és 180°C-nal az I(a), I(b), illetve
I(c) példak esetében.

I1. példa

Glikolid/almasav kopolimer (PGMA) kationcserélé

mikrorészecske elgallitisa

A cim szerinti mikrorészecskét az I(c) példaban leirtak
szerint allitjuk el6, de 2,586 mol (300 g) glikolidot, 0,172 mol
(23 g) vizmentes almasavat és 862 ml (0,172 mmél, 0,2M tolu-
olban) 6n-oktaatot alkalmazunk. A polimer o.p.-jat differential
scanning calorimetriaval hatarozzuk mg (0.p.=206°C).

A szilard polimert 6roljiikk 125 pm-es atlagos részecskeat-
merod eléréséig Wiley malomban. Ezutdn a részecskék méretét
5-10 pm atmérdre csokkentjiik egy jet-malom alkalmazasaval
nyomas alatti vizmentes nitrogénaramban. A kapott mikroré-
szecskéket acetonnal 4toblitjilk a monomer nyomok és a kis
molekulatomegi oligomerek eltavolitasara. A terméket ezutan
csokkentett nyomason 40°C-on szaritjuk a felhasznalasig. A
szaraz mikrorészecskék atlagos atmérdjét részecske analizator-
ral hatarozzuk meg.

II1. példa

Borkésavval inicialt poli(glikolsav) polimer (PGTA)

eléallitasa, mikronizalasa és tisztitasa, kationcserélo

(CE) céljara

III(a) példa: 10/1 PGTA

Egy 500 ml-es tivegreaktorba bemériink 264,65 g
glikolidot (Purac, Biochem, Arkeldsedjik, Hollandia) és 34,22
g 1-borkésavat (Riedel de-Haen, Seelze, Németorszag). A bor-
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kosavat szilikagélen szaritottuk (Fisher Scientific,
Loughborough, Leics, UK) egy Abderhalden berendezésben
(Aldrich, St. Louis, MO.) A reaktor egy olajfiirdébe meritjiik
40°C-on, vakuum ala helyezziik (0,04 mbar) 30 percre. A fiir-
dot ezutdn leeresztjiik, a hdmérsékletét 110°C-ra emeljiik, majd
ha a h6mérséklet ezt az értéket elérte, a reaktort oxigénmentes
nitrogénatmoszféra ala helyezziik, majd ismételten bemeritjiik.
A tartalmat 100 fordulat/perc sebességgel keverjiik (Heidolph
Elktro GmbH, Kelheim, Németorszag). Amikor a reaktor tar-
talma megolvadt, hozzaadunk 1,14 ml 0,1 M n-2-etil-hexanoat
oldatot (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) toluolban (Riedel
de-Haen, Seelze, Németorszdg) (sztéchiometrikus arany 50
ppm). A vakuumot ismételten alkalmazzuk egy folyékony nit-
rogéncsapon keresztiil 30 mésodpercig a toluol eltavolitasara
anélkil, hogy szignifikins mennyiségii monomert eltavolita-
nank. Az olajfiirdd hdmérsékletét ezutan 120°C-ra emeljiik kb.
5 perc alatt, majd 150°C-ra emeljiik. Ezen a hémérsékleten
tartjuk kb. 4 6ran at konstans mechanikus keverés kozben, ezt
100 fordulat/perc értéken végezziik. Igy nyerjiik a cim szerinti
polimert.

Mikronizalas

A III(a) példa szerinti polimerek elészér egy Knife-6rl6
beredezéssel (IKA, Staufen, Németorszag) 6roljik, majd Alljet
Micronizer berendezésben (Fluid Energy Aljet,
Plumsteadsville, Pennsylvania, USA) mikronizaljuk nyomas
alatti szaraz nitrogénaramban. A kapott atlagos részecskeatmé-
16 12,42 um Malvern Mastersizer/E berendezéssel meghataroz-

va (Malvern, Worcs., UK), a térfogat eloszlasi modell és disz-
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pergaloszerként 200/5 ¢S szilikonolaj (Dow Corning, Seneffe,
Belgium) alkalmazasaval. 7

Tisztitas/natrium s6 képzés

50 g-os adagokban III(a) példa szerinti polimert
diszpergalunk 2 | acetonban (Riedel de-Haen, Seelze, Németor-
szag) és egy ultrahangos késziilékbe vissziik (Branson
Ultrasonics BV, Soest, Hollandia) 30 percre. Ezen id6 alatt a
diszperzidt homogenizaljuk is 9500 fordulat/percnél Ultra-
turrax T25 homogenizalé (IKA, Staufen, Németorszag). Az
ultranagos/homogenizalasi 1épés utan a diszperziot 5000 for-
dulat/percnél 30 percig centrifugdljuk Sorvall centrifugaban
(Sorvall, Wilmington, Delaware, USA). A feliiluszét eldobjuk,
a centrifuga lepényt ismételten friss acetonban szuszpendaljuk
és az ultrahangos/homogenizalasi 1épést megismételjik. Ha a
masodik centrifugalast befejeztiik, a feliiliszdot eldobjuk, a szii-
rélepényt ionmentesitett vizben szuszpedaljuk. Ezutan egy vég-
s6 ultrahangos/homogenizalasi 1épést végziink az aceton nyo-
mok eltavolitasara, majd a diszperziot ismételten centrifugaljuk
5000 fordulat/percnél 30 percen at.

A centrifuga lepényt ezutan friss ionmentesitett vizben
szuszpendaljuk és megmérjiik a pH értékét. Elegend6 mennyi-
ségii 0,2 M natrium-karbonat oldatot adagolunk a pH 8 értékre
valo beallitasdhoz. A diszperziét ezutan 30 percen at keverjiik,
majd vakuumban szilirjik Whatman no. 1 (24 cm atmérd) szii-
répapiron (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, Kent, UK). A szii-
rélepényt ezutan ionmentesitett vizzel atéblitjik, fagyasztjuk,
majd liofilizaljuk Edwards SuperModulyo Lyophilizer berende-
zésben (Edwards, Crawley, West Sussex, UK).
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A tisztitast DSC-vel kovetjik TA DSC912S (TA
Instruments, New Castle, Delaware, USA) alkalmazasaval, a
melegitési sebesség 10°C/perc. A kapott DSC termogramok
nem mutatnak endoterm csucsot, amely a monomer glikolidra
jellemz6, de endotermet mutat 181°C értéknél.

I1I(b) példa

15/1 PGTA

A cim szerinti polimert az I(c) példaban leirtak szerint al-
litjuk eld, de 2,586 mol (300 g) glikolidot, 0,172 mél (2,68 g)
vizmentes borkésavat és 862 ml (0,0172 mmol, 0,2 M/toluol)
on-oktoatot alkalmazunk. A polimer o.p.-jat differential
scanning calorimetridval hatarozzuk meg, o.p.: 204°C.

A kapott szilard polimert ezutan 8roljiik 125 pm 4tlagos
részecskeatmérd eléréséig Wiley malomban. A részecskemé-
retet tovabb csckkentjitk 5-10 pm értékre jet malom alkalmaza-
sdval nyomads alatti szaraz nitrogénaramban. A kapott mikroré-
szecskéket acetonnal atéblitjikk a monomer nyomok és a kis
molekulatéme gu oligomerek eltavolitasara. A terméket ezutan
csokkentett nyomason kb. 40°C-on szaritjuk. Az atlagos atmé-
rot részecskeméret analizaloval hatarozzuk meg.

IV. példa

Poliglikolid bazisu anioncserélé mikrorészecske (AE-1)

eloallitasa

Az anioncseréldt két 1épésben allitjuk eld. E16szor kis
molekulatomegii poliglikolidot allitunk elé az I(c) példaban le-
irtak szerint, de a kovetkezé keveréket alkalmazzuk: 1 mél, 116
g glikolid, 30 mmol (2,22 g) 1,3 propandiol mint iniciator és

0,03 mmol 6n-oktoat. A részecskeméret csdkkentést és a tisz-
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titast az I(c) példaban leirtak szerint végezziik. A 2. Iépésben a
gyakorlatilag nem-ionos mikrorészecskéket forré hig diamin 7
oldatban (kb. 80°C) inkubaljuk példaul ismert koncentraciéju
hexdndiamin/dioxan oldatot alkalmazunk argonban. A diamin
a reakci6 gyakorlatilag befejez6dott, az amidalt mikrorészecs-
kéket szirjik, dioxannal atoblitjikk, majd csékkentett nyomason
szaritjuk. Az anioncseréld (amidalt részecskék) kotési kapacita-
sat ugy hatirozzuk meg, hogy 1) a nitrogénre elemanalizist
végziink, és 2) meghatarozzuk a Naproxen kotés mértékét vigy,
hogy mérjik a hig oldatbdl eltavolitott hatéanyag mennyiségét
HPLC-vel. Ez utobbit az immobilizalt Naproxen felszabadula-
oldattal végzziik.

V. példa

Propandiollal inicialt poli(alkid-ko-glikolid)

kopolimerek elallitisa beagyazé anyagként valo al-

kalmazasra

V(a) példa: 75/25 P(I)LGPD

Egy 500 ml-es tivegreaktorba bemériink 235,01 g I-laktidot
(Purac, Biochem, Arkeldsedjik, Hollandia) és 63,09 g
glikolidot (Purac, Biochem, Arkeldsedjik, Hollandia) és 1,90 g
propandiolt (Riedel de-Haen, Seelze, Németorszag), majd hoz-
zdadunk 3,96 ml 0,1 M 6n-2-etil-hexanoat oldatot (Sigma, St.
Louis, Missouri, USA) toluolban (Riedel de-Haen, Seelze, Né-
metorszag) (sztochiometrikus arany 200 ppm). A keveréket
ezutan vakuumban kb. 1 éran at szaritjuk a toluol eltavolitasa-

ra, majd a reaktort oxigénmentes nitrogénatmoszféra ala he-
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lyezziik és olajfiirdobe meritjiik, amelyet 160°C-ra elémelegi- »
tettiink. A reaktor tartalmat 100 fordulat/perc mellett keverjiik
(Heidolph keverd, Heidolph Elktro GmbH, Kelheim, Németor-
szag). Amikor a reaktor tartalma megolvadt, a hémérsékletet
kb. 180°C-ra emeljiik, majd ezen az értéken tartjuk 3 oran 4t.
gy egy amorf kopolimert kapunk. A kopolimer molekulatéme-
ge (Mw) 12 500 g/mol gélpermeaciés kromatografiaval (GPO)
meghatidrozva Waters 510 Pump, Waters 410 differencial ref-
raktométer (Waters, Milford, Massachusetts, USA), fényszora-
sos detektalas, Wyatt Minidawn Light Scattering Detector
(Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, California,
USA) alkalmazasaval.

V(b) példa

90/10 P(HLGPD

A cim szerinti terméket az V(a) példaban leirtak szerint
allitjuk el6, de 274,31 g 1-laktidot, 24,55 g glikolidot, 1,14 g
propandiolt és 3,89 ml 0,1 M 6n-2-etil-hexanoat/toluol oldatot
(sztochiometrikus arany 200 ppm) alkalmazunk. Egy kristalyos
kopolimert nyeriink, ennek molekulatomege 20 780 g/mol
GPC-vel meghatarozva.

V(c) példa

90/10 P(d,))LGPD

A cim szerinti terméket az V(a) példaban leirtak szerint
allitjuk eld, de 274,31 g d,l-laktidot, 24,55 g glikolidot, 1,14 g
propandiolt és 3,86 ml 0,1 M 6n-2-etil-hexanoat/toluol oldatot
(sztochiometrikus arany 200 ppm) alkalmazunk. Amorf
kopolimert nyeriink. A kopolimer molekulatémege 20 650

g/moél GPC-vel meghatarozva.
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V(d) példa

Propandiollal inicialt poli(l-laktid-ko-d,l-laktid)

kopolimer (PLGPD) alkalmazasa bevonéanyagként

80/20 P(1)L(d,))LPD

A cim szerinti terméket az V(a) példaban leirtak szerint
allitjuk el6, de 239,09 g 1-laktidot, 59,77 d,l-laktidot, 24,55 g
glikolidot és 1,14 g propandiolt, valamint 3,96 ml 0,1 M 6n-2-
-etil-hexanoat/toluol oldatot (sztochiometrikus arany 200 ppm)
alkalmazunk. Amorf kopolimert nyeriink, ennek molekulats-
mege (Mw) 22 320 g/moél GPC-vel meghatarozva. Uvegesedési
hémérséklete 48°C DSC-vel meghatarozva.

Tisztitas

Az V(a), V(b) és V(c) példak szerint eldallitott polimere-
ket atmossuk ugy, hogy a 30 témeg%-os acetonitriles (Labscan,
Dublin, frorszag) oldatot 8 ml/perc sebességgel ionmentesitett
vizbe porlasztjuk, amely 2°C-ra van lehiitve, ezt egy 6 l-es ko-
pennyel ellatott reaktor tartalmazza, amelyet egy keringetd fiir-
d6hoz kapcesolunk és 350 fordulat/perc mellett keverjiik egy
Heidolph keverdvel (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Né-
metorszag). Az oldatokat egy Vibra-Cell VC 50 Atomization
tipust fuvokaba taplaljuk (Bioblock, Illkirch, Franciaorszag)
egy Masterflex szivattyu (Cole Parmer Instrument Co., Niles,
Illinois, USA) alkalmazasaval, a porlasztast 12 kHz ultrahang
frekvencia alkalmazasaval végezziik. A kapott diszperziét
Whatman No. 1 sziir6papiron (24 cm) (Whatman Intl. Ltd.,
Maidstone, Kent, UK) sziirjiik, a sziirélepényt ionmentesitett

vizzel atmossuk, fagyasztjuk, majd liofilizaljuk Edwards
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SuperModulyo Lyophilizer berendezésben (Edwards, Crawley,
West Sussex, UK). |

A tisztasagot DSC-vel ellendrizziikk TA DSC912s alkalma-
zasaval (TA Instruments, New Castle, Delaware, USA), a me-
legités sebessége 10°C/perc, az iivegesedési homérsékletek ér-
téke (Tg) 44°C, 49°C, 45°C és 48°C az V(a), V(b), V(¢), illetve
V(d) polimerek esetén.

VI. példa

Peptid-tartalma kationcserélék elgallitasa

 VI(a) példa

Peptid A bevitele (p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-

Arg-Pro-Gly-NH,;, LHRH analé6g)

4-4 g I(a), I(b), I(c) és II(a) példak szerinti natriumsot
diszpergalunk 70 ml ionmentesitett vizben oldott 1,33 g szabad
bazis formaju Peptid A-ban (Kinerton Ltd., Dublin, frorszag).
A kapott diszperzi6t szobahémérsékleten 2 6ran at inkubaljuk,
majd 9 cm atmérdji Whatman no. 1 szlirépapiron (Whatman
Intl. Ltd., Maidstone, Kent, UK) sziirjik. A sziir6lepényeket
ionmentesitett vizzel atoblitjiik, fagyasztjuk, majd liofilizaljuk
Edwards SuperModulyo Lyophilizer berendezésben (Edwards,
Crawley, West Sussex, UK). A mintakat ezutadn elemanalizissel
nitrogénre bevizsgaljuk a kotott Peptid A mennyiségének meg-

hatarozasara. Az alabbi eredményeket kapjuk:

Példa szama CE példa szama CE polimer Peptid A tomeg%
kotott
VI(a)(i) I(a) 7/1 PGCA 24,52%
VI(a)(ii) 1(b) 10/1 PGCA 12,60%
VI(a)(iii) I(c) 15/1 PGCA 19,29%
VI(a)(iv) 10/1 PGTA 17,60%




VI(b) példa
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Peptid B bevitele (H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-
Cys-Thr-NH,, a két Cys diszulfidkotéssel kapcsolodik,

szomatosztatin analog)
A VI(b) példaban leirtak szerint jarunk el, 4 g I(a), I(b),

I(c) és II(a) példak szerinti natriumsoé és 1,33 g szabad bazis

formaju Peptid B (Kinerton Ltd., Dublin, Irorszag) alkalmaza-

saval, igy nyerjiik az I(a), I(b), I(c) kotott mikrorészecskéket,

amelyeken Peptid B van immobilizdlva. A mintakat nitrogén-

tartalomra analizaljuk a kotott Peptid B meghatarozasara. A

kapott eredmények a kovetkezok:

Példa szama CE példa szama CE polimer Peptid B tomeg%
kotott
VI(b)(i) I(a) 7/1 PGCA 25,20%
VI(b)(ii) I(b) 10/1 PGCA 13,10%
VI(b)(iii) I(c) 16/1 PGCA 19,64%
VI(b)(iv) 111(a) 10/1 PGTA 14,23%

VII példa

Beagyazott, polipeptid-tartalmu kationcserélé eléallita-

sa porlasztissal

Polipeptid-tartalmu kationcserélét diszpergalunk a beagya-

z6 kopolimerek acetonitriles (Labscan, Dublin, frorszag) olda-

taban az alabbiak szerint. A diszpergalast homogenizalassal

végezziik Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen, Németorszag) kb.

9500 fordulat/percnél 5 percig. A beagyazé kopolimer/aceto-

nitril oldatok koncenrtacidja 12,5 t% és 25 t% kozotti érték, a
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beagyazd kopolimer és a polipeptid-tartalmu kationcseréld ko-
zotti tomegarany 1:1 és 1,3:1 kozotti érték.

A diszpergalas utan a diszperziot egy Vibra-Cell VC50
atomizaldba vissziik (Bioblock, Illkirch, Franciaorszag), az
ultrahangos frekvencia 16 kHz, ezt egy keramia szivattyuval
(FMI, Oyster Bay, NY, USA) biztositjuk, amely 2 ml/perc
aramlasi sebesség értékre van beallitva. A szelepbdl a diszper-
zi6t izopropil-alkoholba (IPA, Labscan, Dublin, Irorszag) por-
lasztjuk, amelyet -80°C-ra hiitottiink szarazjég pelletek adago-
lasaval (A.I.G., Dublin, frorszag). A nem oldé hatast IPA-t 30
fordulat/perc mellett keverjitkk Heidolph keverd alkalmazasaval
(Heidolph Elktro GmbH, Kelheim, Németorszag), majd a por-
lasztas befejezése utan a teljes diszperziét hagyjuk szobah6-
mérséklet és 10°C kozotti értékre melegedni. A beagyazott
mikrorészecskéket ezutan vakuumsziréssel Whatman no. 1 szi-
répapiron eltavolitjuk (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, Kent,
UK), a sziirGlepényt ionmentesitett vizzel atmossuk, fagyaszt-
juk liofilizaljuk Edwards SuperModulyo Lyophilizer berende-
zés (Edwards, Crawley, West Sussex, UK) alkalmazasaval. A
kapott beagyazott mikrorészecskéket analizaljuk Malvern
Mastersizer/E alkalmazasaval (Malvern, Worcs, UK), a disz-
pergaldszer 1% Tween 20 vizben. A beagyazott mikrorészecs-
kéknek meghatarozzuk a nitrogéntartalmat a peptidkotések
meghatarozasara. A kovetkezo tablazatban 6sszefoglaljuk a ki-

sérleti eredményeket:
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Példa | Peptid | Beagyazo Beagyazoé Beagyazo | Atlagos Peptid
szama | tartalmu | kopolimer | kopolimer kon- | kopolimer: | részecske | tartalom
CE példa centracidja az | peptid tar- | atmérd t%
példa szama acetonitrilben talmu CE
szama t%
VII(a) | VI(a)(i1) V(a) 24,31% 1:1 122,14pm | 5,38%
Peptid A
VII(b) | VI(a)(i1) VI(b) 22,41% 1:1 120,15pm | 6,38%
Peptid A
VII(c) | VI(a)(ii1) V(b) 12,5% 1:1 79.30pum | 7,76%
Peptid A
VII(d) | VI(a)(ii1) V(c) 12,5% 1:1 77,85um | 8,93%
Peptid A
VII(e) | VI(a)(iv) V(c) 14,95% 1:1 136,74pm | 8,75%
Peptid A
VII(f) | VI(a)(1) V(c) 14,92% 1,27:1 80,59um | 10,31%
Peptid A
VII(g) | VI(b)(ii) V(a) 25,37% 1:1 140,58um | 2,63%
Peptid B
VII(h) | VI(b)(ii) V(b) 20% 1,51:1 96.77um | 5,98%
Peptid B
VII(1) | VI(b)(1i1) V(b) 12,5% 1:1 102,56um | 7,69%
Peptid B
VII(G) | VI(b)(ii1) V(c) 12,5% 1:1 83,72um | 7,90%
Peptid B
VII(k) | VI(b)(iv) V(c) 14,95% 1:1 135,14pm | 6,69%
Peptid B
VII(1) | VI(b)(1) V(c) 14,92 1,26:1 123,18um | 10,11%
Peptid B

A mintakat 180 um-es szilirén szirjik (Bioblock, Illkirch,

Franciaorszag) az in vivo és/vagy in vitro vizsgalatot megelo-

zden.

A kotott mikrorészecskéket vagy bedgyazott mikrorészecs-

kéket in vitro vizsgaljuk a kotott peptid vagy kotott protein fel-

szabaduldsanak meghatarozasara a kovetkez6 eljaras szerint.

50 mg tomegi alikvot kotott mikrorészecskét vagy beagyazott
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mikrorészecskét egy folyamatos aramlasu cella rendszerbe
vissziik, ahol a kb. 37°C hémérsékletii és kb. 7,2 pH-ju
pufferolt foszfat oldat a kotott mikrorészecskék vagy beagya-
zott mikrorészecskék teljes tomegén aramlik at kb. 45 ml/6ra
sebességgel. A felszabadult hatdanyagot tartalmazoé puffer
mintakat 4°C-on analizaljuk peptid vagy protein tartalomra 1
vagy 2 napos intervallumokban. A mikrorészecskék felszaba-
dulasi profiljat 2 hét at vizsgaljuk.

A kotott mikrorészecskéket vagy beagyazott mikrorészecs-
kéket in vivo rendszerben is vizsgaljuk a kotott peptid vagy
kotott protein felszabaduldsanak meghatarozasara. A vizsgalati
mintadkat him Wistar patkanyoknak adagoljuk (Bioresources,
Trinity College, Dublin, Irorszag) intramuszkularis injekcié
formajaban combjukba. A szuszpenzid kézeg 3%-os
karboximetil-celluléz és 1% Tween 20 s6oldatban. A Peptid
A-tartalmi mintdk esetében a hatasos ekvivalens dézis 40
ug/kg/nap. A dozis a Peptid B-tartalmu mintak esetében 1
mg/kg/nap. Sziv punkcidval mintakat vesziink és megvizsgaljuk
Peptid A-ra és Peptid B-re specifikus radioimmun vizsgalattal
(RIA). A Peptid A tartalmu mintak esetében (a Peptid A egy
LHRH anal6g) tesztoszteron RIA-t is alkalmaztunk a
tesztoszteron szupresszid meghatarozasara. A szuszpenzio-
kozeg helyett gélképzdket is lehet alkalmazni bizonyos esetek-
ben. A kapott eredményeket a kdvetkezd A és B tablazatokban

foglaljuk 6ssze.
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A tablazat

Peptid A Peptid A (> 150 pg/ml) Tesztoszteron (<1 ng/ml)
példa napok szama napok szama
VIi(a) 20 21
VII(b) 10 10
VII(c) 2 11
VII(d) 2 11
VII(e) 2 13
VII(f) 2 16

VII(a) gél formaban 25 44
B. tablazat
Peptid B Peptid B (> 1000 pg/ml)
példa napok szama
VII(g) nem vizsgalva
VII(h) nem vizsgalva
VII(1) nem vizsgalva
VII(j) 15
VII(k) 10
VII(1) 10

VIII. példa

VIII(a) Permetezés oldészerként acetonitril és nem-oldé

hatasu anyagként szobahomérsékletii IPA alkalmazasa-

val

1,06 g I(c) példa szerinti kationcseréldt (nem polipeptidhez

kotve) 25,24 tomeg% V(a) példa szerinti bedgyazo kopolimer

acetonitriles (Labscan, Dublin, Irorszig) oldataban

diszpergéalunk olyan aranyban, hogy a kationcseréld és a be-

agyazd kopolimer kozotti tomegarany 1,03:1. A diszpergalast

homogenizalassal végezziik Ultra-turrax T25 berendezés (IKA,
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Staufen, Németorszag) alkalmazasaval 9500 fordulat/perc, 5
perc alatt.

A diszpergalas utan a diszperziot egy Vibra-Cell VC50
atomizald fuvokajara vissziik (Bioblock, Illkirch, Franciaor-
szag), az ultrahangos frekvencia értékét 16 kHz értékre allitjuk
be keramia szivattyt (FMI, Oyster Bay, NY, USA) alkalmaza-
saval, aramlasi sebesség 2 ml/perc. A favoka elérése utan a
diszperziét IPA-ba (Labscan, Dublin, Irorszag) porlasztjuk
szobahdmérsékleten 17-22°C. Az IPA nem oldo hatasu oldo-
szer, ezt keverjiik 300 fordulat/percnél Heidolph keverd alkal-
mazasaval (Heidolph Elktro GmbH, Kelheim, Németorszag).
Ha a porlasztast befejeztiik, a diszperziét tovabbi 60 percen at
szobahdmérsékleten keverjiik, majd a beagyazott részecskéket
vakuumban sziiréssel elvalasztjuk Whatman sziirépapir alkal-
mazasaval (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, Kent, UK). A szii-
rélepényt ionmentesitett vizzel atoblitjiik, fagyasztjuk, liofili-
zaljuk Edwards SuperModulyo Lyophilizer berendezés
(Edwards, Crawley, West Sussex, UK) alkalmazéasaval. Meg-
hatarozzuk a kapott részecskék részecskeméretét Malvern
Mastersizer/E (Malvern, Worcs., UK) alkalmazaséaval, diszper-
galészer 1% Tween 20 vizben. A kapott részecskék atlagos ré-
szecskemérete (d(0,5)) 84,75 pum.

VIII(b) Porlasztas oldészerként etil-acetat és nem oldé

hatisi szobahémérsékletii IPA alkalmazasaval

A porlasztast lényegében a VIII(a) példaban leirtak szerint
végezziik 0,99 g I(c) példa szerinti kationcseréld (nem
polipeptidhez kétve) alkalmazasaval, ezt 24,88 tomeg% V(a)

példa szerinti beagyazo6 kopolimert etil-acetatban tartalmazo
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oldatban diszpergaljuk gy, hogy a kationcseréld és a beagyazd
kopolimer kozotti tomegaranya 0,96:1. A kapott részecskék at-
lagos részecskemérete (d(0,5)) 100,56 pm.

VIII(c) Porlasztas oldészerként etil-acetat és nagyobb

frekvencia alkalmazasaval

Kb. 1,02 g I(c) példa szerinti kationcserélét (nem
polipeptidhez koétve) 15,414 tomeg% V(a) példa szerinti be-
agyazd kopolimert etil-acetatban tartalmazé oldatban
diszpergalunk ugy, hogy a kationcserélo és a beagyazoé
kopolimer k6z6tti tomegarany 1,05:1. A diszpergalast homoge-
nizalassal végezziik Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen, Németor-
szag) alkalmazasaval, 9500 fordulat/perc, 5 perc.

A diszpergalas utan a diszperzi6t Martin Walter 400 GSIP
porlasztdra visszik (Sodeva, Le Bouget du Lac, Franciaorszag),
az ultrahangos frekvencia értékét 34,6 kHz-re allitjuk be egy
keramia szivattyu (FMI, Oyster Bay, NY, USA) alkalmazasa-
val, az aramlasi sebesség 5 ml/perc. A fuvdka elérése utan a
diszperzi6ot IPA-ba porlasztjuk (Labscan, Dublin, frorszag),
amely -77°C-ra van lehiitve szarazjég pelletekkel (A.I1.G., Dub-
lin, irorszég). Az IPA nem oldo hatasu olddszer, ezt 300 for-
dulat/perccel keverjiikk Heidolph kever6 alkalmazasaval
(Heidolph Elktro GmbH, Kelheim, Németorszag). A porlasztas
befejeztével a bevonatos részecskéket vakuumban sziiréssel
Whatman no. 1 sziirépapiron elvéalasztjuk, (Whatman Intl. Ltd.,
Maidstone, Kent, UK), a sziir6lepényeket ionmentesitett vizzel
mossuk, fagyasztjuk és liofilizaljuk Edwards SuperModulyo
Lyophilizer berendezésben (Edwards, Crawley, West Sussex,

UK). A kapott részecskéknek meghatarozzuk a részecskemére-
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tét Malvern Mastersizer/E (Malvern, Worcs., UK) berendezés-
ben, diszpergaldszer 1%, Tween 20 vizben. A kapott részecs-
kék atlagos részecskemérete (d(0,5)) 95,69 um.

IX. példa

Szomatosztatin analég C és D peptidek CE-hez val6 ko-

tése, majd bedgyazasa

IX(a): Peptid C bevitele

1,01 g I(c) példa szerinti natriumsot, 0,25 g szabad bazis
formajua C peptidet 40 ml ionmentesitett vizben tartalmazé ol-
datban diszpergalunk (C peptid: N-hidroxietilpiperazinil-
-acetil-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, a két Cys
csoport diszulfidkotéssel van kapcsolva, Kinerton Ltd., Dublin,
Irorszag). A diszperzioét keverés kozben 2 6ran 4t inkubaljuk,
majd 9 cm atméréji Whatman no. 1 sziirépapiron sziirjiik
(Whatrﬁan Intl. Ltd., Maidstone, Kent, UK). A sziir6lepényt
ionmentesitett vizzel atoblitjik, fagyasztjuk, majd liofilizaljuk
Edwards SuperModulyo Lyophilizer berendezésben (Edwards,
Crawley, West Sussex, UK). A mintat ezutdn nitrogénre anali-
zaljuk, ennek alapjan a kotott peptid mennyisége 20,21%.

IX(b): D peptid bevitele

A IX(a) példaban leirtak szerint jarunk el, de 2,04 g I(c)
példa szerinti natriumsoét alkalmazunk, ezt 0,51 g szabad bazis
formaju D peptidet (N-hidroxietilpiperazinil-etilszulfonil-Phe-
Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, a két Cys csoport di-
szulfidkotéssel van kapcsolva), tartalmazo6 80 ml oldatban
diszpergaljuk. Ezutan meghatarozzuk a minta nitrogéntartal-

mat, ennek alapjan a kotott peptid tartalom 19,53 %.



X. példa
A IX(a) és IX(b) példak szerinti kotott mikrorészecskéket

a 7. példaban leirtak szerint eljarva bedgyazunk, a kovetkezd

eredményeket kapjuk:
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Példa | Peptid | Beagyazé Bevond Bevoné | Atlagos | Peptid
szama | tartalmi | kopolimer | kopolimer kon- | kopolimer: | részecske | tartalom
CE centraciéja az | peptid tar- | atmérd t%
acetonitrilben talmu CE
t%

X(a) IX(a) V(c) 12,52% 1:1 83,33 9,48%
X(b) IX(b) V(c) 12,48% 0,98:1 72,15 8,87%
X(c) IX(b) V(d) 12,35% 0,98:1 86,03 6,74%
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras bedgyazott, kotott mikrorészecske vagy mikroré-
szecskék eldallitasdra, amelynél a beagyazott, kotott mikroré-
szecske vagy mikrorészecskék kotott mikrorészecskét vagy
mikrorészecskéket és egy abszorbeal6do, beagyazd polimert
tartalmaznak, amelynél

a kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék egy abszor-

bealddd, heterolancu polimer magot és egy vagy tobb

peptidet, egy vagy tobb proteint vagy ezek kombinacidjat
‘tartalmazzak az abszorbealddo6 heteroldncu polimer magon
immobilizalva, ahol az emlitett valamely peptid lehet: n6-
vekedési hormon felszabadito peptid (GHRP), luteinizal6
hormon-felszabadité hormon (LHRH), szomatosztatin,
bombezin, gasztrin felszabadité peptid (GRP), kalcitonin,
bradikinin, galanin, melanocita stimuldlé hormon (MSH),
novekedési hormon felszabadité faktor (GRF), amilin,
tachikinin, szekretin, paratiroid hormon (PTH), enkafelin,
endotelin, kalcitonin gén felszabadité peptid (CGRP),
neuromedin, paratiroid hormonnal kapcsélatos protein

(PTHrP), glikagon, neurotenzin, adrenokortikotropikus

hormon (ACTH), peptid YY (PYY), gliikagon felszabadité

peptid (GLP), vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP),
hipofizis adenilat ciklaz aktivalé peptid (PACAP), motilin,

P anyag, neuropeptid Y (NPY), TSH és ezek analogjai és

fragmentjei vagy gyogyszerészetileg elfogadhatd soi; to-

vabba, a protein lehet egymastél fiiggetlenil novekedési

hormon, eritropoietin, granulocita-koldnia stimulalé fak-
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tor, granulocita makrofag kolonia stimulalé faktor vagy

interferon;
és a diszperzidt ugy allitjuk eld, hogy a szilard kotott mikroré-
szecskéket az abszorbealddd beagyazd polimer oldatdban
diszpergaljuk egyidejii homogenizalassal, és a kapott diszperzi-
6t egy fuvokan at 12 kHz és 36 kHz kozotti ultrahangos frek-
vencia értéken és a porlasztast egy az abszorbealédé beagyazo
polimert nem old6 kézegben porlasztjuk és az dramlasi sebes-
ség 1 ml/perc és 15 ml/perc kozotti érték.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlitett kozeg izopropanol vagy etanol.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az abszorbeal6dé polimert tartalmazé oldatban az abszorbealo-
d6 polimer mennyisége 5-30% ¢és a kozeg hdmérséklete szoba-
hémérséklet és -80°C kozotti érték.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
a mikrorészecskékhez kotott peptid, peptidek, protein vagy
proteinek vagy ezek kombinacidinak mennyisége 0,1-30 to-
meg% a kotott mikrorészecske tomegére szamolva.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az abszorbeal6dd polimer mag glikolat egységeket és
citratcsoportokat tartalmaz, ahol a glikolat egységek és
citratcsoportok k6zotti arany 7-1 és 20-1 kozotti érték vagy
glikolat egységet és tartaratcsoportokat tartalmaz, ahol a
glikolat egységek és a tartaratcsoportok kozotti arany 7-1 és
20-1 ko6zott érték vagy glikolat egységeket és malatcsoportokat
tartalmaz, ahol a glikolat egységek és malatcsoport kozotti

arany 7-1 és 20-1 koz6tt1 érték.
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6. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
a beagyazd polimer a kovetkezdket tartalmazza:

(a) 1-kaltid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek,
ahol az 1-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek
k6zotti arany 60-40 és 90-10 kozotti érték,

(b) d,I-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek,
ahol a d,l-laktid bazisu egységek és glikolid bazisu egységek
k6zotti arany 60-40 és 90-10 kozotti érték,

(c) d,l-laktid bazisu egységek, vagy

(d) I-laktid bazisu egységek és d,l-laktid bazisu egységek,
ahol az l-laktid bazisu egységet és a d,l-laktid bazisu egységek
kozottl arany 80-20.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az abszorbealddo beagyaz6 polimer mennyisége 5-70 tomeg% a
beagyazott kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék tome-
gére szamolva.

8. A 7. 1igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az abszorbealddo beagyazd polimer mennyisége 20-60 tomeg%
a bedgyazott, kotott mikrorészecske vagy mikrorészecskék to-
megére szamolva.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az abszorbeal6do bedgyazd polimer mennyisége 30-50 témeg%
a beagyazott ko6tott mikrorészecske vagy mikrorészecskék to-
megére szamolva.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy

a peptid egy LHRH analog.
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11. A 10. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
az LHRH analég p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-
Gly-NH,.

12. A 9. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy
a peptid egy szomatosztatin analog.

13. A 12. igénypont szerinti eljards azzal jellemezve, hogy
a szomatosztatin analég H-p-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-
Cys-Thr-NH;, ahol a két Cys csoport diszulfidkotéssel kapcso-
16dik, vagy N-hidroxietilpiperazinil-acetil-D-Phe-Cys-Tyr-D-
Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, ahol a két Cys diszulfidk&téssel
kapcsolodik, vagy N-hidroxietilpiperazinil-etilszulfonil-Phe-
Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, ahol a két Cys csoport

diszulfidkédtéssel van kapesolva

A meghatalmazott:
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