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Toto Fedeni se tyka systému plynulého uvoliiovéani jednoho
nebo vice peptidii, jednoho nebo vice proteini nebo jejich
kombinaci imobilizovanych na absorbovatelné polymerni
mikro&astici majici s vyhodou absorbovatelny polymerni
potah. Mikro&ésticovy systém tohoto feSeni zahrnuje peptid
(peptidy) a/nebo protein (proteiny), které majf alespoi jednu
aminoskupinu a/nebo alespofi jednu karboxylovou skupinu na
molekulu a pevnou absorbovatelnou polyesterovou
mikro&astici majici povrchovou nebo podpovrchovou
karboxylovou skupinu nebo aminoskupiny v dostate¢ném
mnoZstvi, aby vazaly peptid (peptidy) a/nebo protein
(proteiny) tak, Ze imobilizovany peptid (peptidy) a/nebo
protein (proteiny) tvoii 0,1 aZ 30 % z celkové hmotnosti
mikro&asticového systému. Mikro&asticové systémy s
imobilizovanym peptidem (peptidy) a/nebo proteinem
(proteiny) jsou s vyhodou dale jednotlivé nebo ve skupinach
zapouzdfeny absorbovatelnym polymerem, aby bylo déle
kontrolovéno uvoliiovani imobilizovaného peptidu (peptidi)
a/nebo proteinu (proteind). K jeste dalsi kontrole uvolfiovéni
imobilizovaného peptidu (peptid a/nebo proteinu (proteinit)
mohou byt zapouzdiené mikro&astice zahrnuty do pfipravku s
absorbovatelnou kapalinou tvotici gel, kterd se pfeméfiuje na
poddajny gel nebo polotuhou latku pfi styku s vodou v
biologickém prostiedi.
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Absorbovatelné mikrocastice

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka systému plynulého uvoliiovani jednoho nebo vice
peptidi, jednoho nebo vice proteinii nebo jejich kombinace, které jsou
imobilizované na absorbovatelné polymerni mikro&astici majici s vyhodou
absorbdvateln)? polymerni potah. Mikro¢asticovy systém tohoto vynalezu
zahrnuje peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny), které maji alespoil jednu
aminoskupinu a/nebo alespon jednu karboxylovou skupinu na molekulu a
pevnou absorbovatelnou polyesterovou mikrogastici majici povrchové nebo )
podpovrchové karboxylové skupiny nebo aminoskupiny v dostate¢ném
mno¥stvi, aby vézaly peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny) tak, Ze
imobilizovany (&) peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny) pfedstavuji 0,1 aZ

imobilizovanym (i) peptidem (peptidy) a/nebo proteinem (proteiny) jsou s
vyhodou déle jednotlivé nebo ve skupinich zapouzdreny absorbovatelnym
polymerem, aby bylo dale kontrolovano uvoliiovani imobilizovaného (ych)
peptidu (peptidit) a/nebo proteinu (proteind). K jeste dal3{ kontrole uvolfiovéani
imobilizovaného (ych) peptidu (peptidd) a/nebo proteinu (proteinii) mohou byt
zapouzdfené mikro&astice zahrnuty do p¥ipravku s absorbovatelnou kapalinou
tvotici gel, ktera se ptemé&fiuje na poddajny gel nebo polotuhou latku pfi styku s

vodou v biologickém prostredi.

Dosavadni stav techniky

Pro kontrolované uvolfiovéani farmaceutickych piipravki in vivo byly

vyvinuty, testovany a vyuZity mnohé systémy podavani 1¢ka. Napfiklad

Lipd ",‘

30 % z celkové hmotnosti mikrogasticového systému. Mikro¢asticové systémy s - -~
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polyestery jako je poly(D,L-mlé¢nd kyselina), poly(glykdlové kyselina), poly(s—
kaprolakton) a riizné jiné kopolymery byly pouZity pro uvolfiovani biologicky
aktivnich molekul jako je progesteron, pfiemz tyto byly ve formé mikrokapsli,
filmt nebo ty&inek (M. Chasin a R. Langer, editofi, Biodegradabilni polymery
jako systémy podavani léku (Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems,
Dekker, NY, 1990). Po implantaci polymerniho/terapeutického ¢inidlového
piipravku, napiiklad podkoZn& nebo nitrosvalové, se terapeutické Cinidlo
uvoltiuje po urditou Sasovou periodu. Tyto biokompatibilni, biodegradabilni B
polymerni systémy jsou vymySleny tak, aby umoZiiovaly zachycenému
terapeutickému &inidlu difundovat z polymerni matrice. Po uvolnéni _
terapeutického &inidla se polymer odbourd in vivo, &imZ je zamezeno
chirurgickému odstratiovani implantatu. A¢koliv faktory, které pfispivaji k
odbourani polymeru nejsou dobfe znamy, piedpoklada se, Ze toto odbouravani
p_olyesterﬁ..mﬁie byt regulovano piistupnosti esterovych vazeb neenzymatické
autokatalytické hydrolyze polymernichsloZek. |

Nekolik publikaci EPO a US patentl se vénovalo problémiim navrhu

polymerni matrice a jeji role v regulaci rychlosti a rozsahu uvoltiovani

* terapeutickych ¢inidel in vivo.

Napiiklad Deluca (publikace EPO 0 467 389 A2) popisuje fyzikalni
interakci mezi hydrofébnim biodegradabilnim polymerem a proteinem nebo
polypeptidem. Vznikly p¥ipravek byla smés terapeutického Cinidlaa.
hydrofébniho polymeru, kterd po zavedeni do jedince zabezpecovala difuzni
uvoliiovani ¢inidla z matrice.

Hutchinson (US patent ¢. 4 767 628) kontroloval uvolfiovani

~ terapeutického &inidla pomoci homogenniho rozptyleni v polymernim nosi¢i.

Uvadi se, Ze tento pfipravek poskytuje kontrolované, plynulé uvoliiovéani jako

vysledku dvou d&ji: za prvé na difuzi zavislém vyplavovani 1éCiva z povrchu

L
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piipravku a za druhé na uvoliiovéani vodnimi kanalky indﬁkovan}"mi rozpadem
polymeru.
Dal3i in situ tvorba biodegradabilnich implantatd a zplsoby jejich vzniku

jsou popséany v US patentu &. 5 278 201 (Patent "201) a US patentu &. 5 077 049

| (Patent "049), Dunn et al. Patenty Dunn et al popisuji zplisoby podpory obnovy

periodontalni tkdné v periodontélni kapse a zpomaleni migrace epitelidlnich
bundk podél povrchu kofene zubu. Patent 5 077 049 popisuje zplsoby, které
spodivaji v umisténi in situ vzniklé biodegradabilni bariéry na povrch zubu.
Bariéra je mikroporézii a obsahuje péry o definované velikosti a mize

obsahovat biologicky aktivni ¢inidla. Vzniku bariéry je dosaZeno vnesenim _

kapalného roztoku biodegradabilniho polymeru jako je poly(D,L-laktid-co-

glyko}lid), ktery je ve vod& koagulativni, termoplasticky ve s vodou misitelném,

netoxickém organickém rozpoustédle jako je N-methylpyrrolidon (t. aby se

_ ziskala typ_i{cké_ koncentrace polymeru 50 %), do periodontalni kapsy. Organické

rozpoustédlo se rozptyli v periodontélnich tekutinach a biodegradabilni, ve vodé ‘
koagulativni polymer vytvoii pevny, biodegradabilni implantat in situ.
Odstranénim rozpoustédla se vytvoii péry uvnitf pevného biodegradabilniho
implantatu, které podporuji vristani bunck. Patent "859 podobné popisuje
zpusoby pro stejné indikaée, které zahrnuji tvorbu biodegradabilni bariéry z
kapalné smési biodegradabilniho, odléditelného, teplem tvrditelného
prepolymeru, 1é¢ivého Cinidla a ve vodé fozpustného materialu jako je sil, cukr
a ve vode rozpustného polymeru. Qdlétitelny, teplem tvrditelny prepblymer je
popséan jako akrylesterem ukonéeny absorbovatelny polymer.

V literatute je navic popsano mnoZstvi systémi pro kontrolované
podavani biologicky aktivnich sloucenin do riiznych mist. Naptiklad US patent
&. 5011 692, Fujioka et al, popisuje plynule pulzné uvoliujici farmaceuticky

prostredek, ktery se sklada z vrstev polymerniho materialu obsahujiciho 1é¢ivo.

L2
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Vrstvy polymerniho materidlu obsahuji 16&ivo pouze v malém mnoZstvi nebo
16¢ivo neobsahuji. Cely povrch se zvétSuje ve sméru kolmém k roving vrétvy aje
pokryt polymernim materidlem, ktery je nerozpustny ve vod€. Tyto zpiisoby
pulsiim podobného uvoltiovani farmaceutickych davek jsou vhodné pro umisténi
pod ki, |

US patent &. 5 366 756, Chesterfield et al, popisuje zplsob piipravy

poréznich, bioabsorbovatelnych, chirurgickych implanta¢nich materiald. Zpusob

zahrnuje zisk mnoZstvi Céstic bioabsorbovatelného implantaéniho materialu a
pokryti &éstic bioabsorbovatelného implanta&niho materialu alespoii jednim
ristovym faktorem. Implantat miZe také obsahovat antimikrobilni ¢inidla. _
| UsS pateht &. 5385 738, Yamhira et al, popisuje injekéni systém plynulého
uvolﬂovéﬁi-zahrnujici suspendovani prasku skladajiciho se z aktivni slozky a

farmaceuticky pfijatelného biodegradabilniho nosice (napf. proteind,

_ polysacharidi a syntetickych vysokomolekulérnich sloudenin, s vyhodou

kolagenu, atelokolagenu, Zelatiny a jejich smési) ve viskéznim rozpoustédle
(napt. rostlinnych olejich, polyethylenglykolu, propylenglykolu, silikonovém

oleji a'triglyceridﬁ mastnych kyselin se stfedng dlouhym Fetézcem) pro injekci.

- Aktivni slozka ve farmaceutickém piipravku je do biodegradabilniho noside

zaélen.éna v nasledujicim stavu: i) aktivni slozka je chemicky vazana na matrici
nosice, ii) aktivni slozka je vazéna k matrici nosi¢e mezimolekularnim |
plisobenim nebo iii) aktivni sloZka je fyzikaln€ obklopena matrici nos}ée.

o Navic takové systémy, které byly v literatute popsany v. minulé dobg,
napiiklad Dunn et al (US patent ¢. 4 938 763) popisuji in situ tvorby
biodegradabilnich, mikroporéznich, pevnych implantéfﬁ v Zivém téle pomoci
koagulace roztoku polymeru v organickém rozpoustédle jako je N-methyl-2-
pyrrolidin. AvSak pouZiti rozpou§tédel, v to zahrnujic nizkomolekularni

organicka rozpoustédla, urychluje migraci roztoku od mista aplikace, ¢imz

L s

.




5
zplisobuje poskozeni Zivé tkané, v to zahrnujic dehydrataci bungk a odumirani.
Ubytek hmotnosti rozpoustddla mizZe vést ke smrstovani sraZeniny a oddglen od
okolni tkané.

US patent &. 5 612 052 popisuje mikrocastice kationtovych ménici, které
jsou typicky vytvofené z polyesterovych fetézcl nesoucich karboxylové skupiny,
na nich¥ se imobilizuji zasadita bioaktivni &inidla, éimi}z absorbovatelného, gel
tvoriciho kapalného polyesteru vznika systém kontrolovaného uvolfiovani. N
Obsah US patentu &. 5 612 052 je zde zahrnut v odkazech. Iontové konjugovani
- karboxylovych skupin s bazickym polypeptidem bylo zaznamenéno v
predchozim dile v oboru, jak je popséno v US patentu €. 5 672 659 a US patentu
8.5 665 702. AvSak tyto komplexy jsou rozpustnymi chemickymi subjekty
vzniklymi molekulovymi reakcemi jednotlivych bazickych a karboxylovych
sloZek v jejich vlastnich roztocich za vzniku dobie definovanych iontovych
_ konjugétii jako nového chemického subjektu s fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Tim se odliSuji od pfedloZeného vynalezu, kde vznik komplexu
nastava v heterogennim systému zahrnujicim pfednostné povrchovou tvorbu

- komplexu.

Podstata vynélezu
PiedloZeny vynalez se tyka navdzané mikroééstic'é obsahuj fci
absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fet€zcem a jeden nebo vice
peptidd, jeden nebo vice proteind nebo jejich kombinaci, imobilizované na
uvedeném absorbovatelném polymernim jadru s heterogennim fetézcem,
kde kazdy peptid se nezavisle vybere ze skupiny sesfévajici z peptidu
stimulujiciho produkei ristového hormonu (GHRP), hormonu stimulujiciho

produkci luteinizaéniho hormonu (LHRH), somatostatinu, bombesinu, peptidu

&




6

stimulujiciho produkei gastrinu (GRP), kalcitoninu, bradykininu, galaninu,
melanocyt stimulujiciho hormonu (MSH), faktoru sfimulujiciho produkci.
riistového hormonu (GRF), amylinu, tachykinind, sekretinu, parathormonu
- (PTH), enkefalinu, endothelinu, peptidu stimulujiciho produkci kalcitoninového
genu (CGRP), neuromedint, proteinu pfibuznému parathormonu (PTHrP),
glukagonu, neurotensinu, adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), peptidu YY
(PYY), peptidu stimulujiciho produkci glukagonu (GRP), vasoaktivniho N
intestinélniho peptidu (VIP), peptidu aktivujiciho adenylatcyklasu hypofyzy h
(PACAP), motilinu, slougeniny P, neuropeptidu Y (NPY), TSH a jejich analogii )
a fragment(i nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli a | ~ |
kde kazdy protein se nezavisle vybere ze skupiny sestévajiéi z rustového
hormonu, erythropoietinu, faktoru stimulujiciho kolonie granulocytd, faktoru
stimulujiciho kolonie granulocyt-makrofag a interferond. |
predchazejiciho textu, oznadenou jako skupina B, je ta, kde uvedeny peptid,
protein nebo jejich kombinace nebo jejich farmaceuticky piijatelna sil tvofi 0,1
aZ 30 % z celkové hmotnosti navazané mikrod&astice.

Zvyhodn&nou navazanou mikro&astici podle bezprostiedné
predchazejiciho textu, ozna&enou jako skupinai C, je ta, kde uvedené
absorbovatelné polyn;erni jadro s heterogennim fetézcem obsahuje glykolatové
jednotky.

Zvyhodnénou navazanou mikroééstici podle bezprostredné
predchazejiciho textu, oznadenou jako skupina D, je ta, kde uvedené ,’
vabsorbovatelné polymerni jédrb s heterogennim fetézcem dale obsahuje citratové
zbytky, vinanové zbytky nebo jable¢nanové zbytky.' |

Zvyhodnénou navazanou mikro¢astici podle bezprostfedné
pfedchézejiciho textu, oznacenou jakd skupina E, je ta, kde pomér glykolatovych

-
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jednotek k citratovym zbytkim, k vinanovym zbytkim nebo k jabletnanovym

zbytkim je 7:1 az 20:1.

Dalsi zvyhodnénou navazanou mikro&astici skupiny C je ta, kde uvedené

glykolatové jednotky jsou zakoﬁéeny karboxylovou skupinou.
~ Jedté dal§i zvyhodné&nou navazanou mikro&astici skupiny C je ta, kde
uvedené glykolatové jednotky jsou zakon¢eny aminoskupinou.

V dal8im aspektu tento vynalez poskytuje zapouzdienou mikioééstiéi
obsahujici jednu nebo vice navazanych mikrocastic uvniti absorbovatelného
zapouzdfovaciho polymeru,

kde uveden4 navazana mikro&astice obsahuje absorbovatelné polymerni
jadro s heterogennim fetézcem a jederi nebo vice peptidu, jeden nebo vice
proteint nebo jejich kombinaci, imobilizované na uvedeném absorbovatelném
polymernim jadfe s heterogennim fetézcem, |

kde kaZdy peptid se nezavisle vybere ze skupiny sestavajici z peptidu
stimulujiciho produkci ristového hormronu (GHRP), hormonu stimulujiciho
produkei luteinizaéniho hormonu (LHRH), somatostatinu, bombesinu, peptidu
stimulujiciho produkci gastffnu (GRP), kalcitoninu, bradykininu, galaninu, |
melanocyt stimulujiciho hormonu (MSH), faktoru stiinulujiciho produkci
rastového hormonu (GRF), amylinu, tachykinind, sekretinu, parathormonu
(PTH), enkefalinu, egldothelinu, peptidu stimulujiciho produkci kalcitoninového

genu (CGRP), neuromedint, proteinu pfibuznému parathormonu (PTH:P), |

glukagonu, neurotensinu, adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), peptidu YY

(PYY), peptidu stimulujiciho produkci glukagonu (GRP), vasoaktivniho
intestindlniho peptidu (VIP), peptidu aktivujiciho adenylatcyklasu hypofyzy
(PACAP), motilinu, sloudeniny P, neuropeptidu Y (NPY), TSH a jejich analogi

a fragment nebo jejich farmaceuticky pfijatelné sol,
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kaZdy protein se nezdvisle vybere ze skupiny sestavajici z riistového
hormonu, erythropoietinu, faktoru stimulujiciho koionie granulocytd, faktoru
stimulujiciho kolonie granﬁlocyt—makrofég a interferonti a

kde uvedené absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem
obsahuje glykolétové jednotky.

Zvyhodnéna zapouzdfena mikrocastice podle bezprostredné
pfedchézejiciho textu je ta, kde uvedeny peptid, protein nebo jejich kombinace
nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sil tvoii 0,1 az 30 % z celkové hmotnosti
navazané mikro&astice a kde uvedené absorbovatelné polymerni jadro s |
heterogennim fet&zcem obsahuje citratové zbytky, vinanové zbytky nebo
jable¢nanové zbytky.

Zvyhodnéna zapouzdfena mikrocastice podle bézprostfedné'
predchazejiciho textu, oznatena jako skupina F, je ta, kde porhér glykolatovych
“ jlned‘r_lotek k citratovym zbytkiim, k vinanovym zbytkiim nebo k jable¢nanovym
zbytkiim je 7:1 aZ 20:1 a uvedené glykolatové jednotky jsou zakonéeny
karboxylovou skupinou nebo aminoskupinou.

- Zvyhodnéna zapouzdiena mikroCastice podle bezprostredné
piedchazejiciho textu je ta, kde uvedeny ébsorbovateln}"' zapouzdrovaci polyﬁler
obsahuje | |

a) jednotky odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych
jednotek, - -

b) jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych
jednotek, | |

c) jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek nebo

d) jednotky odvozené od L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych
jednotek.
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Zvyhodnéna zapouzdiend mikroCéstice podle bezpfostfedné
piedchdazejiciho textu je ta, kde pomér jednotek odvbzenych od L-laktidu .ku
jednotkdm odvozenym od glykolidu je 75:25 az 90:10, pomér jednotek
odvozenych od L-laktidu ku jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je 80:20 a
pomér jednotek odvozenych od D,L-laktidu ku jednotkam odvdzen}?m od
glykolidu je 75:25 aZ 90:10.

Zvyhodnéna zapouzdiend mikrocéstice skupiny F je ta, kde
absorbovatelny zapouzdfovaci polymer tvoii 5 az 70 % z celkové hmotnosti
zapouzdiené mikrocastice.

Zvyhodnéna zapouzdiena mikro&éstice podle bezprostiedns ~
predchazejiciho textu je ta; kde absorbovatelny zapouzdfovaci polymer tvoii 20
aZ 60 % z celkové hmotnosti zapouzdiené mikro&astice. |

Zvyhodnéna zapouzdfena mikro¢astice podle bezprostredné
_ predchazejiciho textu je ta, kde absorbovatelny zapouzdfovaci polymer tvofi 30
aZ 50 % z celkové hmotnosti zapouzdiené mikro&astice.

V dal8im aspektu tento vynalez poskytuje farmaceﬁtick}'f piipravek
obsahujici navazané mikro&4stice popsané vyse a farmaceuticky pfijatelny nosic.

V dal$im aspektu tento vynalez poskytuje farmaceuticky pfipravek
obsahujici navazané mikro&astice popsané vyse, nevodny, absorbovatelny, gel
tvorici kapalny polye;ter a vyhodné farmaceuticky pfijatelny nosic.

V dal$im aspektu tento vynélez poskytuje fannaceuticky pripravek
obsahujici zapouzdifené mikrocastice popsané vySe a farmaceuticky piijatelny
nosic.

V dal8im aspektu tento vynalez poskytuje farmaceuticky piipravek
obsahujici zapouzdiené mikrocastice popsané vyse, nevodny, absorb‘ovateln)’r, :

gel tvotici kapalny polyester a vyhodné farmaceuticky piijatelny nosic.
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Dal3i zvyhodnéna navézana mikroCastice skupiny’l D, ktera oznacuje
skupinu G, je ta, kde absorbovatelné polymerni jédfo s heterogennim fetéicém
obsahuje citratové zbytky a peptidem je analog LHRH.

Zvyhodnéna navazana mikrocastice podle bezprostiedné pfedchazejiciho
textu je_‘ta, kde pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytk(im
absorbovatelného polymerniho jadra s heterogennim fetézcem je 7:1 az 20:1 a
- kde analogem LHRH je p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,.

Dal3i zvyhodnéna navazané mikrocastice skupiny D, ktera oznacuje
skupinu H, je ta, kde absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem
obsahuje vinanové zbytky a peptidem je analog LHRH. ~

ZV}’?hodnéné navazana mikrocastice pbdle bezprostiedné predchazejiciho
fextu ] é ta, kde pdmér glykolatovych jednotek k vinanovym zbytkm je 7:1 az
20: la analogem LHRH je p—Glu-His-Trp-Ser-Ty_r-D-Trp-Leu—Arg-Pro-Gly—NH2.

Jests dald zvyhodndné navézana mikro&astice skupiny D, kterd oznaduje
skupinu I, je ta, kde absorbovatelné potymerni jadro s heterogennim fetézcem
obsahuje citratové zbytky a peptidem je analog somatostatinu.

| Zvyhodnéna navézand mikrocastice podle bezprosttedné pfedchazejiciho
textu je ta, kde pomér glykolétévych jednoték k citratovym zbytktim je 7:1 azZ
20:1 a sdmatostatinov;’/m analogem je H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-

Thr-NH,, kde dva C}:s zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou, N-

hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-Phe-Cys-Tyr-D- Trp-Lys—Abu-Cys Thr-NHz,
kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou nebo N-
hydroxyethylplperazmyl-ethylsulfonyl—Phe—Cys-Tyr-DfTrp-Lys—Abu.-'Cys—Thr-
NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou.

Jesté daldi zvyhodnéna navazana mikrocastice skupiny D, kterd oznacuje
skupinu J, je ta, kde absorbova;celné polymerni jadro s heterogennim fetézcem

obsahuje vinanové zbytky a peptidem je analog somatostatinu.
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Zvyhodnénd navazana mikro€astice podle bezproétfedné predchazejiciho
textu je ta, kde pomér glykolatovych jednotek k vinénovym zbytkdm je 7.:1 aZ
20:1 a somatostatinovym analogem je H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-
Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou, N-
hydroXyethylpiperazinyl—acetyi-D—Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys—Abu—Cys—Thr—NHz,
kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou nebo N-
hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-Tyr-D-—Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-
NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou. h
Zvyhodnén4 zapouzdiend mikro&astice tohoto vynélezu je zapouzdiena
mikro&4stice obsahujici jednu nebo vice navazanych mikro&astic skupiny G, _
zapouzdfenych v absorbovatelném zapouzdfovacim polymeru, ktery se sklada z
a) jednotek odvozenych od L;laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek,
b) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych Jednotek
¢) jednotek odvozenych od D,L- laktldovych jednotek nebo
d) jednotek odvozenych od L—laktldovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek. |
Zvyhodnén4 zapouzdiend mikrocastice podle bezprostiedné |
predchézejiciho textu je ta, kde pomér glykolatovych jednotek k citré’itovym
zbytktim absorbovatelného polymerniho jadra je 7:1 az 20:1, analogem LHRH je
p-Glu-His-Trp- Ser-Tyr—D -Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, a kde pomér
a) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je
75:25 az 90:10,
b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykohdu je
75:25a290:10 a ‘ _
¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je

80:20.
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-

Dalsi zvyhodnéna zapoﬁzdfené mikrocastice obsahuje jednu nebo vice
navazanych mikro&astic skupiny H, zapouzdfenych v absorbovatelném -
zapouzdfovacim polymeru, ktery se sklada z
a) jednotek odvozenych od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek,

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek,
¢) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek nebo
d) jednotek odvozenych od L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek. N

Zvyhodnéna zapouzdfend mikrocéstice podle bezprostiedné
predchézejiciho textu je ta, kde pomér glykoldtovych jednotek k vinanovym
Zbytkim absorbovatelného polymerniho jadra je 7:1 az 20:1, analogem LHRH je
p-Glu—His—Trp—Ser—Tyr»D—Trp—Leu-Arg-Pro-Gly—NHz a kde pomér
a) jednotek odvbzen}"ch od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je
75:25 az 90:10, |
. b) j@dnotek_vddvozen}'/ch od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je
75:252290:10 a | .
¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je
80:20.

Dal3i zvyhodné&nd zapouzdiend mikrocéstice obsahuje jednu nebo vice
navazanych mikro&astic skupiny I, zapouzdienych v absorbovatelném
zapouzdiovacim poly}rleru, ktery se sklada z |
a) jednotek odvozenych od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek,
b) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek,
¢) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek nebo |
d) jednotek odvozenych od L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek.

Zvyhodnéna zapouzdiena mikro&astice podle bezprostfedné |
predchézejiciho textu je ta, kde pomér glykolatovych jednotek k citratovym
zbytkim absorbovatelného polymemiho jadra je 7:1 az 20:1, somatostatinovym

&
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analogem je H—B—D-Nal_—Cys-Tyr-D-Trp—Lys-Val—Cys-Thr—NHz, kde dva Cys
zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou, N—hydroxyethylpiperazinyl-ace-tyl-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany
disulfidovou vazbou nebo N-hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-
Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou. vazany
disulfidovou vazbou a kde pomeér |

a) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkam odvozenym od glykohdu je
75:25 az 90:10,

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je _

- 75:25az90:10 a ~
¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkém odvoZen}?m od D,L-laktidu je
80:20. | |

Dalsi zvyhodnéna zapouzdiend mikrocastice obsahuje jednu nebo vice
navazanych mikro€astic skupiny J a absorbovateln}'l zapouzdfovaci polymer,

ktery se sklada z
a) jednotek odvozenych od L-laktidovych Jednotek a glykolidovych jednotek,

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, -

¢) jednotek odvozenych od D,L-laktidovych jednotek nebo
d) jednotek odvozenych od L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek.
Zvyhodnéna zlmouzdfené mikrod&astice podle bezprostiedné
predchézejiciho textu je ta, kde pomér glykolatovych jednotek k vinanovym
zbytklim absorbovatelného polymerniho jadra je 7:1 az 20:1, somatostatinovym
analogem je H—B-D—NalfCys-Tyr—D-Trp-Lystal-Cys-Thr-NHz, kde dva Cys
zbytky jsou vazéany disulfidovou vazbou, N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou Vézény
disulfidovou vazbou nebo N-hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-
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Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vézén;/ :
disulfidovou vazbou a kde pomér - '
a) jedhotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je
75:25 az 90:10,
b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je -
75:25a290:10 a
¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je -
80:20.

| V dal$im aspektu tento vynélez poskytuje zplisob vyroby zapouzdiené
mikroCéstice popsané V}"fée, ktery zahrnuje krok zapoﬁzdfeni navazané
mikrodastice absorbovatelnym zapouzdfovacim polymerem.

Zvyhodnény zptsob podle bezprostfedﬁé'pfedchézejiciho textu je ten, kde
disperze uvedenych navazanych mikro&astic v roztoku obsahujicim uvedeny
absorbovatelny zapouzdfovaci polymer a rozpoustédlo se kapnou do o
pfedchlazeného média, kde uvedenym médiem neni rozpoustédlo uvedeného
absorbovatelného zapouzdiovaciho polymeru.

Zvyhodnény zpsob podle bezprostfedné pf‘edchézéjiciho téxtu je ten, kde
roztok absorbovatelného zapoﬁzdfovaciho polymeru seétévé z5az30% |
absorbovatelného zapouzdrovac1ho polymeru piedchlazenym médiem je alkohol
se dvéma nebo vice uhhkovyrm atomy a teplota média je v rozmezi od
laboratorni teploty do -80 °C.

Zvyhodnény zplisob podle bezprostfedné predchdzejiciho textu je ten, kde
teplota pfedchlazeného média je -60 aZ -80 °C a médiem je isopropylalkohol.

V jesté dal§im aspektu tento vynalez poskytuje Zpﬁsob vyroby
ZapOudeené mikro&astice popsané vySe, ktery zahrnuje krok zapouzdfeni
navazané mikro&astice absorbovatelnym zapouzdiovacim polymerem pomoci

emulzni techniky.
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Termin absorbovatelny, jak se zde uziva, znamené ve vods nérozpﬁstn;’r
material, jako je polymer, ktery v biologickém prostiedi podléha rozpojeni
fetézce na ve vodé rozpustné vedlejsi produkty.

Termin mikro&astice, jak se zde uziva, se vztahuje na mikro&astice
absorbovatelného polyesteru, které jsou s vyhodou vpodstaté v kulovité formé.

Termin navazana &éstice, jak se zdé uziva, se vztahuje k mikrocastici,
ktera m4 jeden nebo vice peptidii a/nebo jeden nebo vice proteini iontove
imobilizovanych na mikro¢astici.

Termin zapouzdiend mikro&astice, jak se zde uziva, se vztahuje k
navézané mikrodastici, kterd ma polymerni pokryti, kde polymerni pokryti neni
nezbytné zcela okluzni.

Termin polymerni jadro, jak se zde uZiv4, je jinym zplisobem odkazovéni
na mikrocastice. |

Termin zapouzdiovaci polymer, jak se zde uZiva, se vztahuje k polymeru,

 ktery se pouziva k zapouzdfeni navdzané mikrocastice.

Termin kapalny polyester tvofici gel, jak se zde uZiva, se vztahuje k
materialdm, které absorbuji rozpoustédla jako je voda, podléhaji fazové pfeméné
a ziskavaji trojrozmérnou sitovou strukturu schopnou reverzibilni zmény tvaru.

. %
Aminokyseliny se v b&Zném provedeni oznaCuji pomoci standardnich

tiipismenkovych zkratek znamych v oboru, napiiklad Ala = alanin.

Mikrog&astice podle ptedloZeného vynélezu je kiystalické a je vyrobena z
absorbovatelného polyesteru jako je polyglykolid, ktery ma jednu nebo vice
karboxylovych skupin na jednotlivych fetdzcich, cehoZ vysledkem je dostate¢na
koncentrace karboxylovych skupin na povrchu mikrodastice a bezprostiedné pod
povrchem mikrogéstice, pro komplexaci a iontovou imobilizaci peptidu |

(peptidt) a/nebo proteinu (proteint), které maji jednu nebo vice bazickych

L4
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skupin. Nebo karboxylové skupiny polyglykolidu mohou byt amidovany,
napiiklad diaminem, s vyhodou primérnim nebo sekundarnim aminem nebo
jejich smés‘i, kde amin vytvoii komplex, ktery iontové imobilizuje peptid

| (peptidy) a/nebo protein (proteiny), které maji jednu nebo vice kyselych skupin.
PrestoZe povrch mikro&astic neni nezbytné homogenni, termin podpovrchovy se
vztahuje k $térbindm a podobné, které se nalézaji na povrchu mikrocastic.
Navéazané mikro&astice tvori prostiedek kontrolovaného uvoliiovéni peptidu
(peptidfi) a/nebo proteinu (proteint) v pacientovi. Pro dalsi kontrolu uvoliiovani
imobilizovaného peptidu (peptidii) a/nebo proteinu (proteinil) mohou byt
navézané mikro&astice jednotlivé nebo ve skupinach zapouzdieny v
absorbovatelném polymernim potahu. Navazané mikro¢astice uvoltiuji v
pacientovi peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny) po dobu dvou dnti aZ tii
mésicd, s V)'/hodou jeden tyden aZ tfi mé&sice. Zapouzdfené mikro€stice uvoliiuji
v pacientovi peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny) po dobu tii dnil az Sesti
mésict, s vyhodou dva tydny az pét mésicl.

Typické ptiklady peptidu, ktery miize B}'It imobilizovén na mikro¢astici,
zahrnuji, ale nejsou limitovany na peptid stimulujici produkci riistového
hormonu (GHRP), hormon stimulujici produkci luteiniza¢niho hormonu
(LHRH), somatostatin, bombesin, peptid stimulujici produkei gastrinu (GRP),
kalcitonin, bradykini;l, galanin, melanocyt stimulujici hormon (MSH), faktdr
stimulujici produkei riistového hormonu (GRF), amylin, tachykininy, sekretin,
parathormon (PTH), enkefalin, endothelin, peptid stimﬁlujici produkci
kalcitoninového genu (CGRP), neuromediny, protein piibuzny parathormonu
(PTHzP), glukagon, neurotensin, adrenokortikotropni hormon (ACTH), peptid
YY (PYY), peptid stimulujici produkci glukagonu (GRP), vasoaktivni
intestinalni peptid (VIP), peptid aktivujici adenylatcyklasu hypofyzy (PACAP),
motilin, slougeninu P, neuropeptid Y (NPY), TSH a jejich analogy a fragmenty.

L
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P¥iklady proteinii, které mohou byt imobilizovany na mikro&astici, jsou ristovy
hormon, erythropoietin, faktor stimulujici koionie gfanulocytﬁ, faktor sti_I-nulujici
kolonie granulocyt-makrofag a interferony.

Mikrogastice miZe byt vyrobena z polymeru na bazi laktidu nebo
pevného, semikrystalického polylaktonu jako je polyglykolid, ktery miiZe byt
vytvofen metathesni polymerizaci s otviranim kruhu kyselinovou skupinu
nesoucimi hydroxylickymi iniciatory jeko je glykolova kyselina, mlécna
kyselina, jable¢né kyselina, vinna kyselina a citronova kyselina. MikroCastice
predloZeného vynalezu miZe byt syntetizovana podle nasledujiciho postupu. V.
reakéni nadobé se smisi monomer odvozeny od laktidu a/nebd lakton jako je _
 glykolid a kysely iniciator jako je vinna kyselina, jable¢na kyselina nebo
citronova kyselina. Reakéni nddoba se zahteje na 35 az 45 °C, s vyhodou 40 °C a
umisti pod sniZeny tlak na dobu 20 az 60 minut, s vyhodou 30 minut. Téplota
_ reakéni nadoby se zvysi na 105 az 115 °C, s V)’/hodou 110 °C. KdyZ je dosaZeno
této teploty, nadoba se umisti do atmosféry bezkyslikatého dusiku a smés se
micha. KdyZz smés roztaje, pfida se katalytické mnoZstvi organokovového
katalyzatoru, ktery je vhodny k metathesni pblymerizaci otevienim kruhu, jako
je 2-ethylhexanoat cinaty v aprotnim rozpoustédle jako je toluen. K odstranéni
toluenu se poté znovu aplikuj'e sniZeny tlak po dobu 30 aZ 90 vtefin, aniZ by
vyznamné ubylo morzomeru. Teplota smési se na 5 az 10 minut zvysi na 115 az
125 °C, s vyhodou 120 °C, pted tim, neZ se dale zvysi na 145 az 150 °C. Za
konstantniho mechanického michani byla smés ponechéna pfi této teploté po 3
aZ 5 hodin, s vyhodou 4 hodiny.

Vysledny polymer se nejprve rozmélni rozemletim pfi pouziti -noiového
mlynku. Polymer se poté rozmélni v zafizeni Aljet Micronizer pomoci

stladeného suchého proudu dusiku. Stéedni velikost primeéru €astic se analyzuje
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pristrojem Malvern Mastersizer/E pomoci objemového distribuéniho modelu a
silikonového oleje 200/5 ¢S jako disperzniho Cinidla. F
Polymer se pfedisti a jeho sodna siil se vytvoii dispergovanim |
rozmé&Inéného polymeru v acetonu a jeho umisténim do ultrazvukové 1azné, s
Whodou na 30 minut. |
| B&hem této doby byla disperze pomoci homogenizatoru také

homogenizovana pfi 8000 az 24 000 otéékéch za minutu, s vyhodou 9500
‘ota¢kach za minutu. Po tomto kroku ptisobeni ultrazvukem/homogenizaci se
disperze s vyhodou po 30 minut odstfed’ovala v centrifuze pii 3000 az 7000
otatkéach za minutu, s vyhodou 5000 ota€kéch za minutu. Supernatant se
odstrani, kolade z centrifugy se znovu suspenduji v erstvém acetonu a krok
plsobeni ultrazvukem/homogenizace se opakuje. KdyZ je druhé odstfed&ni
ukonéeno, supernatant se odstrani a kolace z centrifugy se znovu suspenduji v
deionizované vodé. Poté se provede konecny krok ptisobeni | |
ultrazvukem/homogenizace, aby se odstranil veskery zbyvajici aceton a disperze
se jeété jednou odstfed’uje 30 minut pii 5000 otdckach za minutu.

_ Kolade z centrifugy se znovu suspenduji v Cerstvé deionizované vode a
sleduje se hodnota pH disperze. Za michéni se pfidaji dostate¢né objemy slabé
zésady jako 0,2 M roztoku uhli¢itanu sodného, aby se pH zvy$ilo na hodnofu 8
az 9. Disperze se potg ponechaji michat 30 minut pfed tim, neZ se odfiltruji za
snizeného tlaku pfes filtratni papir. Filtratni kolace se promyji dalgi '
deionizovanou vodou, zmrazi a lyofilizuji. | |

Cisténi se sleduje pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrii (DSC) pii
rychlosti zahtivani 5 a2 15 °C/min, s vyhodou 10 °C/min.

Mikrodastice aniontového ménice se ziska odebrénim mikrocastic
kationtovéo ménie a jejich inkubovénim v horkém zfed&ném roztoku (~ 80 °C)
diaminu, pfiéem? je zvyhodnéné, Ze aminy mohou byt jak primarni amin, tak

&
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sekundérni amin nebo smés primarniho a sekundarniho aminu zndmé
koncentrace v dioxanu nebo THF, pod inertnim plynem jako je argon.
Koncentrace diaminu v dioxanu nebo THF se urci acidimetrii. KdyZ je reakce
prakticky ukondena, amidované mikrocastice se oddéli filtraci, promyji
dioxanem nebo THF a vysusi za sniZeného tlaku.

Peptid (peptidy) a/nebo protein (proteiny) mohou byt na mikro¢astici
imobilizovany nésledujicim zpisobem. Sodné stil mikrogastice se disperguje v
roztocich obsahujicich volnou bézi peptidu (peptidil) a/nebo proteinu (proteinil)
rozpusténych ve vodg. Disperze se 2 hodiny inkubuji za michani pii laboratorni
teplot&, nez se odfiltruji navazané mikro¢éstice. Filtratni kolade se prdmyji dalsi
deionizovanou vodou, zmrazi a lyofilizuji. Vzorky se poté analyzuji na dusik
elementarni analyzou pro ureni mnoZstvi imobilizovaného peptidu (peptidi)
a/nebo proteinu (prot_einﬁ).

Velikost mikro&astice hraje roli v mnoZstvi peptidu (peptidit) a/nebo

proteinu (proteinil), které miZe mikro¢astice tohoto vynalezu imobilizovat. Cim

~mensi je velikost mikro&astice, tim vétsi povrchovou plochu ma hmotnost

mikro&astic, a tak miiZe imobilizovat vice peptidu a/nebo proteinu na hmotnost
mikro&astic. SniZeni velikosti mikro¢astic na mikronové nebo submikronové
rozméry miZe byt dosaZeno zpisobem popsanym vySe. Primér mikroCastic se
muZe pohybovat ve \;elikosti 0,5 az 100 pum, s vyhodou 1 aZz 15 pum a vyhodnéji |
3 az 10 pm. |

Absorbovatelny zapouzdiovaci polymer miiZe byt krystalicky nebo

nekrystalicky kopolymer laktidu a glykolidu, amorfni kopolymer L-laktidu a

- D,L-laktidu, kopolymer kaprolaktonu a glykolidu nebo kopolymer

trimethylenkarbonatu a glykolidu, ktery je rozpustny v b€Znych organickych
rozpoustédlech jako je chloroform, methylenchlorid, aceton, acetonitril,

ethylacetat a ethylformiat. Rozpoustgdla, ktera nerozpoustéji takovy

-
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absorbovatelny zapouzdfovaci polymer, zahrnuji vodu, nizkovrouci alkoholy a
uhlovodiky. Absorbovatelny zapouzdfovaci polymery mohou byt syntetizovany

katalyzou polymerizace laktondl za otvirani kruhu nebo polymerizaci cyklickych

‘monomert jako je e-kaprolakton, p-dioxanon, trimethylenkarbonat, 1,5-

dioxepan-2-on nebo 1,4-dioxepan-2-on za piftomnosti fetézovaciho iniciatoru

- jako je hydroxypolykarboxylova kyselina. Jesté dalsi zplisob zahrnuje reakci

organické polykarboxylové kyseliny s pfedem pfipravenym polyesterem, coZ je
popséno v US patentu &. 5 612 052, jehoZ obsah je zde zahrnut v odkazech.
Zapouzdreni navézané mikioééstice Ize dosahnout fizovou separaci
emulze. Alternativni zapouzdfovaci zplsob vyZaduje pouZiti ultrazvukového _
rozprasovade, kde se disperze navazanych mikrocéstic v roztoku
absorbovatelného zapouzdrovaciho polymeru vnese ve formé mikrokapicek do

ochlazeného prostiedi, v némz se nerozpousti. Navazané mikroCastice se

_ zapouzdii absorbovatelnym zapouzdfovacim kopolymerem laktidu a glykolidu

pomoci tradiéniho mikroopouzdieni nebo potahovacich technik pevnych &astic

- jako je emulzni odp’afovaci zplsob, ktery popsali H. Demian a S.W. Shalaby pro

zapouzdfovani mikro&astic siranu barnatého, jak je popséno v US patentové
prihlasce USSN 08/467 361, jejiz obsah je zde zahrnut v odkazech nebo
koagulaci pevnych mikrocastic zapouzdfen}"ch_v roztoku polymeru a
dopravenych ultrazvgkovym rozpraSovacem (zmlZovacem) do kapalného
prostiedi, které neni rozpoustédlem zapouziovaciho polymeru, ale kde toto
kapalné prostiedi je schopné extrakce rozpoustédla roztoku zapouzdifovaciho
polymeru kolem zapouzdfenych pevnych mikroCéstic. V zavislosti na
koncentraci roztoku polymeru pro zapouzdieni mikro&astic se méiZe riznit pocet
puvodnich navazanych mikro€astic v zapouzdfeh}'lch mikrocésticich, a to od 1

do né&kolika set, se stfednim primérem zapouzdiené mikroCastice 0,5 az 100 um.

AN
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Nésledujici zplisob se vztahuje ke zmlZovaci V}'lrobé zapouzdfenych

kationtovych mé&ni&d s navdzanym peptidem a/nebo proteinem (déle s

navézanym peptidem). Konkrétni zapouzdiovaci kopolymer se rozpusti v

rozpoustédle jako je bud’ acetonitril, ethylacetat nebo ethylformiat, na

“koncentraci 10 aZ 30 hmotn. %. Pro dispergovani kationtového méniCe s

navazanym peptidem se pouZije dostate¢né mnoZstvi tohoto roztoku tak, Ze

hmotnostni pomé&r kationtového ménide s navazanym peptidem k

zapouzdfovacimu kopolymeru je 30:70 aZ 80:20. Dispergovani je dosaZeno

vysokorychlostni homogenizaci. Disperze je piivadéna pritokovou rychlosti 1 aZ

10 ml/min do ultrazvukové rozpraSovaci trysky pfi riizné frekvenci - tato

frekvence se miZe ménit od 12 do 35 kHz - vy$si frekvence umoziiuje vySsi

priitokové rychlosti pti zachovani charakteristik €astice. Disperze je poté

zml¥ena do sb&rné nadoby s 1 aZ 10 nisobnym nadbytkem isopropanolu nebo

_ ethanolu (ve srovnéni s objemem pouZitého rozpoustédla zapouzdiovaciho

kopolymeru) obsahujiciho dostatek pelétek suchého ledu (obvykle 0,5 az 1 kg na |

litr isopropanolu) tak, Ze teplota ka$e ziistane béhem zmlZovéani mezi -70 az -80

°C. Tato kale se v z4vislosti na jejim objemu micha pfi 300 aZ 700 otdCkach za

~minutu. V piipad€ acetonitrilu jako rozpoustédla zmlzené kapicky okamZzité pfi

styku s kasi zmrznou. KdyZ je zmlZovani ukonéeno, veskera disperze se pied
%

filtraci za sniZeného tlaku ponecha samovolns roztét na teplotu mezi 10 °C a

laboratorni teplotou. Filtratni kola&e se promyji deionizovanou vodou, aby se

odstranil nadbytek rozpoustédla, které polymer nerozpousti. Ziskan

€ Cas

tice maji

v piipadé prevazng D,L-laktidového zapouzdfovaciho kopolymeru vzhled

hladkych mikrokulicek, jestlize je zapouzdfovacf polymer odvozen pfevazné od

L-laktidu, vypadaji slab& zvrasnéné.

Vazebna kapacita mikro&asticového iontoméni¢e mize byt uréena

nésledujicim zpsobem. Napiiklad pro mikro¢astici vyméiiujici kationty se
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dostupné karboxylové skupiny v pfedem uréené hmotnosﬁ mikrocastic
neutralizuji pomoci studeného zfedéného vodného rbztoku uhliditanu sodhého 0
zndmé normalité. Zneutralizované mikro&éstice se filtraci odd&li a dikladnd
promyji studenou deionizovanou vodou a poté vysusi na vzduchu. Pevné
mikro&astice se poté inkubuji ve zfedéném roztoku hydrochloridu pilokarpinu o
znamé koncentraci tak, aby vznikl maly nadbytek zasaditého l1é¢iva nad tifn,
které je predpokladano z udaji vazebné kapacity. Koncentrace zbyvajiciho
hydrochloridu pilokarpinu ve vodném prostiedi se sleduje po takovou Casovou
periodu, dokud muZe byt zaznamen4véna vyznamnd zména v odbé&ru zésady
mikrogastici. Procento imobilizované zdsady na mikrogasticich se stanovi z
dajti o vySerpavani a poté se overi elementérni analyzou na dusik. .

Vazebna kapacita aniontového ménide (amidovanych mikrbééstic) se
stanovi 1) elementérni analyzou na dusik a 2) pomoci HPLC z obsahu navazani
naproxenu mé&fenim obsahu naproxenu vychytaného ze zfedéného roztoku.
Vysledky druhého zpiisobu se potvrdi Uvolnénim imobilizovaného naproxenu
zfed&nym roztokem hydroxidu sodného o zn4mé koncentraci.

Navazané mikro&astice nebo zapouzdfené mikro¢astice tohoto vynalezu
mohou byt podévany pacientovi pomoci zplisobli podévani, které jsou dobre
znamy t¥m, ktefi maji b&Zné zkusenosti v oboru, jako je parenteralni podavani,
peroralni podavéni nebo mistni podévani. S vyhodou se podava jako prasek nebo
suspenze pomoci nosni cesty nebo jako inhalacni ¢inidlo plicnim systémem.
KdyZ se podava parenteralné, je zvyhodnéné, kdyZ se podava jako disperze v
isotonickém vodném prostfedi nebo nevodném, absorbovatelném, kapalném
polyesteru tvoficim gel, jak je popsano v US patentu €. 5 612 052, jehoZ obsah je
zde zahrnut v odkazech. P¥ipravky obsahujici navazané mikroCastice a/nebo .
zapouzdfené mikro&astice predlozeného vynalezu mohou také obsahovat

mnoZstvi volitelnych sloZek. Tyto slozky zahrnuji, ale nejsou limitovany na

&
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tenzidy, ¢inidla urCujici viskozitu, 1é¢iva Cinidla, modulétory rustu bungk,
barviva, komplexa¢ni ¢inidla, antioxidanty, jiné ponmery jako je -
karboxyméthylcélulosa,’ gumy jako je guarova guma, vosky/oleje jako je
ricinovy olej, glycerol, dibutylftalétv a di(2-ethylhexyl)ftalat, stejné jako mnohé
dal§i. Jsou-li pouzity, tvofi tyto volitelné slozky 0,1 aZ 20 %, s vyhodou 0,5 aZ 5
% z celého pripravku.

Efektivni davkovani navazanych mikro&astic nebo zapouzdienych
mikro&astic, které jsou podavany pacientovi, miiZe byt ureno oSetiujicim
1ékatem nebo veterindfem a bude zéviset na predpokladanych spravnych
dévkovénich peptidu (peptidd) a/nebo proteinu (proteinil) a mnoZstvi peptidu_
(peptidt) a/nebo proteinu (proteintl) imobilizovanych na mikro¢asticich. Toto
davkovani je bud’ zndmo nebo miZe byt urfeno osobou, kterd ma v oboru bézné
zkuSenosti. | » |

Vyroba latek, které tvoff gely, je popséna v US patentu ¢. 5 612 052, jehoZ '
obsah je zde zahrnut v odkazech. Konkyétni piiklady latek, které tvoii gely, jsou o
uvedeny niZe.

Vyroba blokovych kopolymert (80 : 20 hmotn. %), které tvori
trimethylenkarbonat/glykolid (60 : 40 hmotn. %) a pblyethylenglykol-liOO (GF-
1): Plamenem vysuSeny pryzovy kotlik vybaveny mechanickym michénim a
vstupem pro dusik seﬂnaplnil polyethylenglykolem-400 (0,299 mol, 119,5 g), 2-
ethylhexanoatem cinatym (0,2 M v toluenu), 4,700 ml, 0,946 mmol), glykolidem |
(1,78 mol, 206,5 g) a trimethylenkarbonatem (2,65 mol, 270 g). Reaktor byl
n&kolikrat probublan argonem a poté byl obsah zahfat k taveni a poté zahtivan a
michan pfi 150 °C po 12 hodin. Na konce reakce se teplota pii udrzovani
tekutosti sniZila a nadbytek monomeru se za sniZeného tlaku odstranil. Vysledné
sloZeni polymeru bylo analyzovano infradervenou spektroskopii a pomoci NMR

a molekulova hmotnost byla analyzovéana gelovou permeacni chromatografii.

&
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Vyroba blokového kopolymeru (15 : 85 hmot. %), ktery tvof} ‘
trimethylenkarbonat/glykolid (60 : 40 hmot. %) a polyethylenglykol-400 (GF-Z):
Uvedeny kopolymer byl syntetizovéan podle postupu popsaného pro GF-1, ale pfi
pouziti polyethylenglykolu-400 (1,063 mol, 425 g), 2-ethylhexanoatu cinat¢ho
(0,2 M v toluenu, 1,760 ml, 0,35 mmol), glykolidu (0,279 mol, 32,4 g) a
trimethylenkarbonatu (0,418 mol, 42,6 g) a za michéni 9 hodin.

Vyroba blokového kopolymeru (80 : 20 hmot. %), ktery tvori
trimethylenkarbonat/glykolid (90 : 10 hmot. %) a polyethylenglykol-1500 (GF-

3):. Uvedeny kopolymer byl syntetizovan podle postupu popsaného pro GF-1, ale -

pi pouZiti polyethylenglykolu-1500 (0,267 mol, 400 g), 2-ethylhexanoatu
cinatého (0,2 M v toluenu, 1,200 ml, 0,247 mmol), glykolidu (0,097 mol, 11,2 g)
a trimethylenkarbonatu (0,87 mol, 88,7 g) a za michani 13 hodin.

_ Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Vyroba, rozmélnéni a predisténi polymert poly(glykolové kyseliny)
iniciovanych citronovou kyselinou (PGCA) pro pouiti jako kationtovych

méni&t (CE)

Piiklad 1a)
7:1PGCA , .
Sklenény reaktor o obsahu 500 ml byl naplnén 242,63 g glykolidu (Purac

Biochem, Arkelsedijk, Holandsko) a 57,37 g citronové kyseliny (Aldrich,

Gillingham, Dorset, Velka Britanie). Citronové kyselina byla dale suSena

silikagelem (Fisher Scientific, Loughborough, Leicestershire, Velka Britanie) v

2
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za¥izeni Abderhalden (Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Reaktor‘byl ponofen
do olejové 1azng pii 40 °C a udrzovan po 30 minut za sniZeného tlaku (4 Pa (0,04
mbar)). Lazei byla poté sniZena a jeji teplota zvySena na 110 °C. KdyZ bylo
dosaZeno této teploty, reaktor byl umistén do atmosféry dusiku neobsahujiciho
kyslik a znovu ponofen do 14zng. Obsah byl michan pfi 100 otaCkach za minutu
pomoci michagky Heidolph (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Némecko).
KdyZ obsah reaktoru roztél, pfidalo se 1,09 ml roztoku 0,1 M 2-ethylhexanoatu
cinatého (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) v toluenu (Riedel de-Haen, Seelze,
Né&mecko) (ve stechiometrickém poméru 50 ppm). Poté byl znovu pouZit po 30
sekund sniién}'f tlak s pasti s kapalnym dusikem k odstranéni toluenu, bez
vyznamného ubytku monomeru. Teplota olejové 14zn€ byla poté na 5 minut
zvy$ena na 120 °C, pred jejim dal§im zvySenim na 150 °C. Pfi této teploté se
reaktor udrZoval 4 hodiny, za konstantniho mechanického michéni 100 otacek za
_ minutu. Tak byl ziskén tento titulni polymer.
Priklad 1b .
10: 1 PGCA |

Titulni polymer byl ziskan podle postupu piikladu 1a), ale pouZitim
257,40 g giykolid_u, 42,60 g citronové kyseliny a 1,10 ml roztoku 0,1 M 2-
ethylhexanoatu cinatého v toluenu (stechiometricky pomeér 50 ppm).
Prikladlc
15:1PGCA -15:1PGCA

Plamenem vysuSeny pryZovy kotlik vybaveny m,echanick}'/m michanim é.
vstupem pro argon se naplnil glykolidem (2,586 mol, 300 g), bezvodou
citronovou kyselinou (0,172 mol, 33 g), 2-ethylhexanoatem cinatym (0,2 M v
toluenu, 0,862 ml, 0,172 mmol). Polymeriza¢ni reaktor a jeho obsah byl
nékolikrat prObublén suchym argonem. Po roztati polymeriza¢ni naplné byly
reaktanty zahfivany a michany p¥i 160 °C, dokud se polymer nezacal vylucovat z

&
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taveniny. Kratce po &asteném vylouceni bylo ukongeno michéni a v reakc1 se
pokragovalo pii 160 °C po 2 hodmy Na konci polymerlzace byla teplota snizena
na 120 °C a nadbytek monomeru byl odstranén za sniZeného tlaku. SloZeni
izolovaného polymeru bylo ovéfeno pomoci vinﬁraéervené spektroskopie a NMR
spektroskopie.
Rozmélnéni

KaZdy z polymert pfikladl 1a), 1b) a 1c) byl nejdfive rozemlet noZovym -
mlynkem (IKA, Staufen, Némecko). Poté byly rozméIn€ny v zafizeni Aljet
Micronizer (Fluid Energy Aljet, Plumsteadsville, Pennsylvania, USA) pomoci
stladeného proudu suchého dusiku. Polymer z piikladu 1a) mél stfedni velikost
priméru &astic 24,84 um, a to podle analyzy v zatizeni Malvern Mastersizer/E
(Malvern, Worcs., Velka Britanie) pombéi objemového distribu¢niho modelu a
silikonového oleje 200/5 ¢S (Dow Corning, Seneffe, Belgie) jako dispergainiho
&inidla. Po.rozm&néni mély polymery z ptikladii 1b) a 1¢) v uvedeném poiadi
stéedni velikosti priméru astic 4,69 pm a 6,31 pum.
Pfedisténi/Tvorba sodné soli

Dévky 50 g polymert z prikladd 1a), 1b) a Ic) byly dispergbvény ve 21
acetonu (Riedel de-Haen, Seelze, Némecko) a na 30 minut umistény do
ultrazvukového zafizeni (Branson Ultrasonics BV, Soest, Holandsko). Béhem
této doby byla disper;e také homogenizovana pfi 95 00 otackach za minutu
pomoci homogenizatoru Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen, Némecko). Po tomto
kroku piisobeni ultrazvukem/homogenizace byla disperze odstfedéna pfi 5000
otackach za minutu v odstfedivce Sorvall (Sorvall, Wilmington, Delaware,
USA). Supernatant byl odstranén a kola¢e z centrifugy byly znovu suspendovany
v Serstvém acetonu a byl opakovan krok plisobeni ultrazvukem/homogenizace.
Kdyz bylo druhé odstfed’ovani ukon¢eno, odstranil se supernatant a kolace byly

znovu suspendovany v deionizované vodé. Poté se provedl konecny krok ,

.-
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a disperze byla opét odstfed’ovana 30 minut pii 5000 otakach za minutu.

Koléée z centrifugy byly znovu suspendovéhy v Cerstvé deionizované
vodé a bylo sledovano pH disperze. Ve viech piipadech se pfidaly dostate¢né
objemy roztoku 0,2 M uhligitanu sodného (za michani), aby se pH zvysilo na
hodnotu 8 aZ 9. Disperze byly ponechany 30 minut za michéni pfed tim, nez byly
za snizeného tlaku prefiltrovany ptes filtra¢ni papir Whatman &. 1 (primeér 24 N
cm) (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, Kent, Velka Britanie). Filtratni kolace byly
promyty dal3i deionizovanou vodou, zmrazeny a lyofilizovany v lyofiliza¢nim
za¥izeni Edwards SuperModulyo Lyophilizer (Edwards, Crawley, West Sussex,
Velk4 Britanie). |

P¥edisténi bylo sledovéano diferenéni skenovaci kalorimetrii (DSC)
pomoci TA DSC912S (TA Instruments, New Castle, Delaware, USA) s rychlosti
_ zahfivéni 10 °C/min. Ziskané DSC termogramy nevykazovaly v Zadném pripadé
Zadny endotermicky pik monomerniho glykolidu, ale vykazovaly endotermni
signély pti 176 °C, 178 °Ca 180 °C, a to v uvedeném pofadi pro priklady 1a),
1b) a 1c).

Piiklad 2

“

V)’Iroba mikro&asticového kationtového ménice kopolymeru glykolidu a jableCné

kyseliny, PGMA

Titulni mikrog4stice byla syntetizovana podle zplisobu popsaného v
- prikladu 1c), ale pfi pouziti glykolidu (2,586 mol, 300 g), bezvodé jablecné
kyseliny (0,172 mol, 23 g) a 2-ethylhexanoatu cinatého (0,2 M v toluenu, 0,862
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ml, 0,172 mmol). Pro ureni teploty tani polymeru byla pbuiita diferencni
skenovaci kalorimetrie (T = 206 °C). | .

Pevny polymer byl rozmélnén pomoci mlynku Wiley, aby se ziskal stfedni
primér &astice 125 um. Dalsiho sniZeni velikosti Castice na primér 5 aZ 10 pm
bylo dosaZeno pomoci tryskového mleti se stla¢enym suchym dusikem.
Vysledné mikro&astice byly promyty acetonem, aby se odstranily stopy
monomeru a nizkomolekularnich oligomert. Produkt se poté do jeho pouziti
susil za snizeného tlaku pi 40 °C. Stfedni primér suché mikro&astice byl

stanoven pomoci analyzatoru velikosti ¢astic.
Priklad 3

Vyroba, rozmélnéni a piecisténi polymerli poly(glykolové kyseliny)

_ iniciovaného vinnou kyselinou (PGTA) pro pouziti jako kationtového ménide

(CE) )

Piiklad 3a)

10:1 PGTA | _
Sklenény reaktor o obsahu 500 ml byl naplnén 264,65 g glykolidu (Purac

Biochem, Arkelsedijl; Holandsko) a 34,22 g L-vinné kyseliﬁy (Riedel de-Haen, -

- Seelze, Némecko). Vinna kyséiina se déle susila nad silikagelem (Fisher

Scientific, Loughborough, Leicestershire, Velké Britanie) v zafizeni

Abderhalden (Aldrich, St. Louis, MO). Reaktor byl ponoten do olejové 1azné pfi

40 °C a udrzovan po 30 minut za sniZeného tlaku (4 Pa (0,04 mbar)). Lézefi byla

poté sniZena a jeji teplota zvySena na 110 °C. Kdyz bylo dosaZeno této teploty,

reaktor byl umistén do atmosféry dusiku neobsahujiciho kyslik a znovu ponofen

do 14zn&. Obsah byl michan pfi 100 otackach za minutu pomoci michacky

&
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roztal, p¥idalo se 1,14 ml roztoku 0,1 M 2-ethylhexanoatu cinatého (Sigma, St.
Louis, Missouri, USA) v toluenu (Riedel de-Haen, Seelze, Némecko) (ve
stechiometrickém poméru 50 ppm). Poté byl znovu pouZit po 30 sekund sniZeny
| tlak s pasti s kapalnym dusikem k odstranéni toluenu, bez vyznamného ibytku
monomeru. Teplota olejové 14zné byla poté na 5 minut zvySena na 120 °C, pfed
jejim dal$im zvySenim na 150 °C. Pfi této teploté se reaktor udrZoval 4 hodiny,
za konstantniho mechanického michéani 100 otadek za minutu. Tak byl ziskan
tento titulni polymer. |
Rozmé&lnéni | .
Polymer piiklad 3a) byl nejprve rozemlet pomoci nozového mlynku (IKA, |
Stéufen, Né&mecko). Poté byl rozmélnén v zafizeni Aljet Micronizer (Fluid
Energy Aljet, Plumsteadsville, Pennsylvania, USA) pomoci stlateného proudu
_ suchého dusiku. Polymer mél stfedni prameér ¢astice 12,42 um, a to podle
analyzy v zafizeni Malvern Mastersizer/E (Malvern, Worcs., Velka Briténie)
pomoci. objemového distribuéniho modelu a silikonového oleje 200/5 ¢S (Dow
Corning, Seneffe, Belgie) jako disperga¢niho ¢inidla.
Pietisténi/Tvorba sodné soli |

Dévka 50 g polymeru z ptikladu 3a) byla dispergovéna ve 2 | acetonu
(Riedel de-Haen) a ne; 30 minut umisténa do ultrazvukového zarizeni (Branson
Ultrasonios BV, Soest, Holandsko). B&hem této doby byla disperze také
homogenizovana pfi 9500 otatkach za minutu pofnoci homogenizatoru Ultra-
turrax T25 (IKA, Staufen, Némecko). Po tomto kroku plisobeni
ultrazvukem/homogenizace byla disperze odstfed'ovana 30 minut pfi 5000
otakéch za minutu v odstfe‘divce Sorvall (Sorvall, Wilmington, Delaware,
USA). Supernatant byl odstranén a kolace z centrifugy byly znovu suspendovany

v derstvém acetonu a byl opakovan krok plisobeni ultrazvukem/homogenizace.

&
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Kdy# bylo druhé odstfed’ovani ukonéeno, odstranil se supematant a kolace byly
znovu suspendovany v deionizované vodé. Poté se provedl konecny 'krok‘
plsobeni uitrazvukenl/homogenizace, aby se odstranil veskery zbyvajici aceton
a disperze byla opét odstfed’ovana 30 mihut pfi 5000 otackéach za minutu.
Kolade z centrifugy byly znovu suspendovany v Cerstvé deionizované
vods a bylo sledovano pH disperze. Pfidal se dostate¢ny objem 0,2 M roztoku
uhli¢itanu sodného, aby se pH zvysilo na hodnotu 8 aZ 9. Disperze byla
‘ponechéna 30 minut za michani pfed tim, neZ byla za sniZeného tlaku
ptefiltrovéana pfes filtraéni papir Whatman €. 1 (primér 24 cm) (Whatman Intl.
Ltd., Maidstone, Kent, Velka Briténie). Filtra¢ni kola¢ byl promyt dalsi
deionizovanou vodou, zmrazen a lyofilizovan v lyofilizacnim zafizeni Edwards
SuperModulyo Lyophilizer (Edwards, Crawley, West Sussex, Velké Britanie).
Pregisténi bylo sledovano DSC pomon TA DSC912S (TA Instruments,
_ New Castle, Delaware, USA) s rychlosti zahiivani 10 °C/min. Ziskany DSC
termograrh nevykazoval Zadny endoterthicky pik monomerniho glykolidu, ale
vykazoval ehdotermni signal pii 181 °C. |
Priklad 3b)
15: 1 PGTA -
Titulni polymer byl syntetizovan podle postupu popsaného pro piiklad
1¢), ale s pouzitim gl;kolidu (2,5 86 mol, 300 g), bezvodé vinné kyseliny (0,172
mol, 26,8 g) a 2-ethylhexanoatu cinatého (0,2 M v toluenu, 0,862 ml, 0,0172
mmol). Pro uréeni teploty téni polymeru (T@i = 204 °C) byla pouZita diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie. | | |
Pevny polymer byl rozenilet pomoci mlynku Wiley, aby se ziskal stfedni
primér &astice 125 wm. Dalsiho sniZeni velikosti ¢astice na primér 5 az 10 um
bylo dosaZeno pomoci tryskového mleti se stlatenym suchym dusikem.

Vysledné mikro¢astice byly promyty acetonem, aby se odstranily stopova

L s
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mno¥stvi monomeru a nizkomolekularnich oligomerd. Produkt se poté do jeho
pouZiti susil za sniZeného tlaku pii 40 °C. Stfedni primér suché mikrocastice byl

stanoven pomoci analyzatoru velikosti Castic.

Priklad 4

Vyroba mikroéésticbvého aniontového mé&nice (AE-1) na bazi polyglykolidu
Vyroby aniontového ménide se dosahne ve dvou krocich. Nejprve se
vyrobi nizkomolekularni polyglykolid pomoci pbdobného postupu jako v
ptikladg 1c), ale pii pouZiti nasledujici polymerizaéni vsadky: glykolid (1 mol,
116 g), 1,3—pr6pandiol jako iniciator (30 mmol, 2,22 g) a 2-ethylhexanoat cinaty
(0,03 mmol). Poté se provede zmenseni velikosti Castic a precisténi polymeru,

jak je také popséno v piikladu 1c). V druhém kroku se prakticky neiontové

_ mikrodastice inkubuji pod argonem v horkém zfedéném roztoku (~ 80 °C)

diaminu, napiiklad hexandiaminu znanié¢ koncentrace v dioxanu. Koncentrace
diaminu v dioxanu se stanovi acidimetrii. KdyZ je reakce prakticky ukonCena,
amidované mikro&astice se oddgli filtraci, promyji dioxanem a vysusi za

sniZeného tlaku. Vazebna kapacita aniontového ménice (amidovanych Castic) se

stanovi 1) elementérni analyzou na dusik a 2) pomoci HPLC z obsahu navéazani
| ! |

naproxenu métenim obsahu naproxenu vychytaného ze zfedéného roztoku.
Vysledky druhého zpisobu se potvrdi uvolnénim imobilizovaného naproxenu

zfedénym roztokem hydroxidu sodného o zndmé koncentraci.
Priklad 5

Vyroba kopolymerd poly(laktid-co-glykolid) iniciovanych propandiolem
(PLGPD) pro uziti jako zapouzdiovacich materiald
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Priklad 5a)
75 : 25 P(L)LGPD |

Sklen&ny reaktor o obsahu 500 ml byl naplnén 235,01 g L-laktidu (Purac
Biochem, Arkelsedijk, Holandsko), 63,09 g glykolidu (Purac Biochem,
Arkelsedijk, Holandsko) a 1,90 g propandiolu (Riedel de-Haen, Seelze,
Némecko) a poté se piidalo 3,96 ml 0,1 M roztoku 2-ethylhexanoatu (Sigma, St. ;
Louis, Missouri, USA) v toluenu (Riedel de-Haen, Seelze, Némecko)
(stechiometricky pomé&r 200ppm). Po jednohodinovém suSeni za sniZeného
tlaku, aby se odstranil toluen, se reaktor umistil do atmosféry dusiku .
neobsahujiciho kyslik a ponofil se do olejové 14zn& pFedehtaté na 160 °C. Obsah
reaktoru byl michén pfi 100 otackach za minutu pomoci michacky Heidolph:
(Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Némecko). KdyZ obsah reaktoru roztal,
_ teplota se zvysila na 180 °C a byla na této Grovni udrZovana 3 hodiny. Ziskal se
amorfni kopolymer. Pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) s
Cerpadlem Watérs 510 Pump, diferenénim refraktometrem Waters 410 (Waters,
Milford, Massachusetts, USA) s detekei rozptyleného svétla detektorem Wyatt
Minidawn Light Scattering Detector (Wyatt Technology Corporation, Santa
Barbara, Califorriia, USA) bylo zjiténo, Ze kopolymer mé molekulovou
hmbtnost MW) 12 560 g/mol.
Priklad 5b
90 : 10 P(L)LGPD |

Titulni V}"robek byl syntetizovan podle postupu piikladu 5a), ale pouZitim
274,31 g L-laktidu, 24,55 g glykolidu,} 1,14 g propandiolu a 3,89 ml 0,1 M .
roztoku 2-ethylhexanoatu v toluenu (stechiometricky pomér 200 ppm). Byl
ziskan krystalicky kopolymer. Pomoci GPC bylo zjisté€no, Ze kopolymer ma
molekulovou hmotnost 20 780 g/mol.
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Priklad 5¢)
90 : 10 P(D,L)LGPD

Titulnf produkt byl ziskan podle péstupu ptikladu 5a), ale pouZitim
274,31 g D,L-laktidu, 24,55 g glykolidu, 1,14 g propandiolu a 3,86 ml 0,1 M
roztoku 2-ethylhexanoatu v toluenu (stechiometricky pomér 200 ppm). Byl
ziskan amorfni kopolymer. Pomoci GPC bylo zjiSténo, Ze kopolymer ma
molekulovou hmotnost 20 650 g/mol.
Priklad 5d) |

“Kopolymer poly(L-laktid-co-D,L-laktid) iniciovany propandiolem (PLGPD) pro )

uziti jako potéhovaci material, 80 : 20 P(L)L(D,L)LPD

Titulni vj?robek byl ziskén podle postupu piikladu 5a), ale pouZzitim -
239,09 g L-laktidu, 59,77 g D,L-laktidu (Purac Biochem, Arkelsedijk,

Holandsko a 1,14 g propandiolu a bylo pfidéno 3,96 ml 0,1 M roztoku 2-
~ ethylhexanoatu v toluenu (stechiometricky pomér 200 ppm). Byl ziskan amorfni
kopolymer. Pomoci GPC bylo zjisténo, Ze kopolymer méa molekulovou hmotnost o
(MW) 22 320 g/mol. Podle DSC vykazoval skelny pfechod pii 48 °C.
Pregisténi |

- Polymery z piikladi 5a), 5b) a 5¢) byly viechny promyty zmlZenim 30
hmotn. % roztoku v acetonitrilu (Labscan, Dublin, Irsko) pfi 8 ml/min do
deionizované vody ozhlazené na 2 °C v 61 oplastovaném reaktoru pfipojenému
ha cirkuladni l4zefi a za michéni pfi 350 otéékéch za minutu michackou
Heidolph (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Némecko). Roztoky byly
naplnény do tryskového zafizeni Vibra-Cell VC 50 Atomization (Bioblock,
Ilikirch, Francie) pomoci pumpy Masterflex (Cole Parmer Instrument Co., Nile}s,
Illinois, USA) a zmlZeni bylo dosaZeno pouzitim ultrazvukové frekvence 12
kHz. Ziskané disperze byly zfiltrovany pfes filtra¢ni papiry Whatman ¢. 1
(primér 24 cm) (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, Kent, Velk4 Britanie) a filtrani

L 4




34

kolage byly promyty deionizovanou vodou, zmrazeny a lyofilizovany v
lyofilizaénim zafizeni Edwards SuperModulyo Lyophilizer (Edwards, Crawley,

West Sussex, Velka Britanie).
Cistota byla potvrzena pomoci DSC s TA DSC912S (TA Instruments,

New Castle, Delaware, USA) s rychlosti zahfivani 10 °C/min, kter_é ukazovala v
uvedeném poifadi skelné piechody (Tg) pfi 44 °C, 49 °C, 45 °C a 48 °C pro
polymery z ptikladii 5a), 5b), 5c) a 5d).

Priklad 6

Vyroba kationtového ménie s navdzanym peptidem

Priklad 6a)
~ Navazovani peptidu A (p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,,
analogu LHRH)

Cty¥i gramy kazdé ze sodnych soli piikladi 1a), 1b), 1¢c) a 2a) byly
dispergovany v roztocich obsahujicich 1,33 g volné baze peptidu A (Kinerton
Ltd., Dublin, Irsko) rozpust&ného v 70 ml deionizované vody. Disperze byly
inkubovény za michéni pii laboratorni teploté po 2 hodiny pfed tim, nez byly
zfiltrovany pres ﬁltré%ni papir Whatman ¢. 1 (Whatman Intl., Maidstone, Kent,
Velka Britanie) o priméru 9 cm. Filtratni kolace byly promyty dalsi
deionizovanou vodou, zmraZeny a lyofilizovany v zafizeni Edwards
SuperModulyo (Edwards, Crawley, West Sussex, Velka Britanie). Poté byly
vzorky analyzovany elementarni analyzou na dusik pro stanoveni mnoZzstvi

navazaného peptidu A. Byly ziskany nésledujici vysledky.

Priklad | CE Piiklad -# | CE Polymer Hmotn. % navazaného peptidu A

6a)1) | la) 7:1PGCA 24,52 %
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6a)2) |1b) 10: 1 PGCA 12,60 %

6a)3) | 1lc) 15: 1 PGCA 19,29 %

6a)4) |3a) 10: 1 PGTA 17,60 %

Piiklad 6b)

Navazovani peptidu B (H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,, kde

dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou, analog somatostatinu)

Podle postupu piikladu 6b) a pouZitim 4 g kaZzdé ze sodnych soli pfikladi

1a), 1b), 1c) a 2a) a 1,33 g volné baze peptidu B (Kinerton Ltd., Dublin, Irsko)

byly ziskany navazané mikro&astice piikladd 1a), 1b) a 1c) byly ziskany -

navazané mikro&astice piikladd 1a), 1b) a 1c) s na nich imobilizovanym

peptidem B. Pro stanoveni mnoZstvi navézaného peptidu B byly vzorky

analyzovény elementarni analyzou na obsah dusiku. Ziskané vysledky jsou

- uvedeny niZe. |
Priklad CE Ptiklad -# | CE Polymer | Hmotn. % navazaného peptidu B
6b) 1) 1a) 7:1PGCA  |2520% |
6b) 2) 1b) 10: 1 PGCA |13,10%
6b) 3) lc) 15: 1PGCA |19,64 %
6b) 4) 3a) 10: 1 PGTA |1423%
 Piiklad 7

Zml¥ovaci vyroba zapouzdfenych kationtovych ménicii s navazanym

polypeptidem

Kationtové ménide s navazanym polypeptidem byly dispergovény v

acetonitrilovych (Labscan, Dublin, Irsko) roztocich zapouzdfovacich

kopolymerd, jak je uvedeno nize. Dispergovani bylo dosazeno

L4
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homogenizovanim 5 minut pomoci zafizeni Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen
Némecko) pii 9500 otagkéch za minutu. Koncentrace zapouzdiovacich réztokﬁ
kopolymer/acetonitril byla v rozmezi 12,5 az 25 hmotn. % a hmotnostni pomeér
zapouzdiovaciho kopolymeru ke kationtovému ménici s navazanym
polypeptidem byl 1 : 1 az 1,3 1.

Po dispergovani bylo disperzi naplnéno atomizacni tryskové zafizeni
Vibra-Cell VC50 (Bioblock, Illkirch, Francie) se zvukovou frekvenci 16 kHz
pomoci keramické pistové pumpy (FMI, Oyster Bay, New York, USA) pfi
pritokové rychlosti 2 ml/min. Po dosaZeni trysky byla disperze zmlZena do
isopropylalkoholu (IPA) (Labscan, Dublin, Irsko) ochlazenému pfidanim peletek
suchého ledu (A.L.G., Dublin, Irsko) na -80 °C. IPA plisobil jako sbérné
rozpoustédlo, v némZ se disperze nerozpousti a byl michan michackou Heidolph
(Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Némecko) pii 300 otackach za minutu.
KdyZ bylo.ukon&eno zmlZovani, veSkera disperze byla ponechana ohfat na
teplotu 10 °C aZ laboratorni teplotu. Zapouzdfené mikroCastice byly poté znovu
ziskéany filtraci za sniZeného tlaku pfes filtra¢ni papir Whatman €. 1 (Whatman
Intl. Ltd, Maidstone, Kent, Velka Britanie). Filtra¢ni kola¢ byl promyt
deionizovanou vodou, zmraZen a lyofilizovan v lyofilizacnim zafizeni Edwards
SuperModulyo (Edwards, Crawley, West Sussex, Velka Britanie). Velikost
vyslednych zapouzdf;en}'lch mikrog&astic byla analyzovana pouZitim zafizeni
Malvern Mastersizer/E (Malvern, Worcs., Velka Britanie) a s 1% Tween 20 ve
vodg jako disperga¢nim &inidle. Pro stanoveni obsahu peptidu byly zapouzdiené
mikro&astice také analyzovany na obsah dusiku elementérni analyzou.

Nize uvedena tabulka reprezentuje riizné provedené zapouzdiovaci experimenty

Pi.# |CEs Zapouzd- | Hmotn. Zapouzd | Stiedni | Hmotn. %
navazanym | fovaci koncentra |-fovaci |primér |navazani
peptidem, kopolymer | -ce kopoly- | Castice | peptidu
Pi - # Pi-# zapouzd- |mer:CE |-

fovaciho | snavaza- -
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kopolyme |nym
-ru v peptidem
acetonitri-
lu
Ta) |6a)2) 5a) 2431% |1:1 122,14  {5,38%
pum peptidu A
7b) | 6a)2) 5b) 2241% |1:1 120,15 6,38 %
pum peptidu A
7c) |6a)3) 5b) 12,5 % 1:1 79,30 um | 7,76 %
peptidu A~
7d) | 6a)3) 5¢) 12,5 % 1:1 77,85 pm | 8,93 %
| peptidu A
7e) | 6a)4) 5¢) 1495% |1:1 136,74 | 8,75%
pm peptidu A
7€) | 6a)l) 5¢) 14,92% [1,27:1 {80,59 um | 10,31 %
pepﬁduA )
7g) | 6b)2) 5a) 2537% |[1:1 140,58 |2,63 %
um peptidu B
7h) | 6b)2) 5b) 20 % L15:1 [96,77 ym | 5,98 %
peptidu B
7i) | 6b)3) 5b) 125% |1:1 102,56 | 7,69 %
pm peptidu B
7)) | 6b)3) 5¢) 12,5 % 1:1 83,72 um | 7,90 %
peptidu B
7k) | 6b) 4) 5¢) 1495% |1:1 135,14 | 6,69 %
pum peptidu B
71) | 6b) 1) 5¢) 1492% |1,26:1 (123,18 [10,11%
um _ |peptiduB
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Viechny vzorky byly pred testovanim in vivo a/nebo in vitro pfeséfy pres
180 pm sito (Bioblock, Illkirch, Francie).

Navazana mikro&astice nebo zapouzdiend mikrocastice miZe byt
nasledujicim zpisobem testovéna in vitro pro zhodnoceni rychlosti uvolfiovani
navazaného peptidu nebo navézaného proteinu. Alikvotni Cast navazanych
mikro&astic nebo zapouzdiench mikrogastic o hmotnosti S0 mg se umisti do
systému s kontinuélni pritokovou celou, kde protéka na pH 7,2 pufrovany a 37
°C teply fosfatovy roztok pies veSkerou hmotnost navazanych mikrocastic nebo
zapouzdrenych mikrogastic, a to rychlosti 45 ml/hodinu. Vzorky pufru ~
obsahujici uvoln&né 1é¢ivo se sbiraji pfi 4 °C a analyzuji na koncentrace peptidu
nebo proteinu v 1 nebo 2 dennich intervalech. Profil uvoliiovani kazdého druhu
" mikro&astic se uréuje v periodg 2 tydnd.

Navazana mikro&éstice nebo zapouzdfena mikroCastice miize byt
nasledujicim zptisobem testovana in vivo pro zhodnoceni rychlosti uvolnovani
navazaného peptidu nebo navazaného proteinu. Intramuskularni injekei do
stehna se podaji vzorky samci krys Wistar (Bioresources, Trinity College,
Dublin, Irsko). Suspenze se skldda z 3% karboxymethylcelulosy a 1% Tween ve
fyziologickém roztokP. Pro vzorky s navazanym peptidem A je G€inna
ekvivalentni davka 40 pg/kg/den. Davka pro vzorky s navdzanym peptidem B je
1 mg/kg/den. Vzorky se odebiraji srde¢ni punkci a hodnoty peptidu v plazmé se
sleduji pomoci radioimunoanalyzy (RIA) specificke pro peptid A a peptid B. V
piipadé vzorkd s navazanym peptidem A (peptid A je analogem LHRH) se také
pouZivéa RIA testosteronu ke sledovéani sniZeni koncentrace testosteronu. Jako
alternativa k prostfedi suspenze mohou byt v urditych pfipadech pouzita
prostfedi tvofici gely. Vysledky jsou uvedeny nize v tabulkéch A a B.

Tabulka A




io HS T TR T
Piiklady s peptidem A ‘Dny s peptidem A Dny s te;tosteronem
> 150 pg/ml) (< 1 rig/ml)
Ta) 20 21
7b) 10 10
7c) 2 11
7d) 2 11
7e) 2 13
79) 2 16
7a) v gelu 25 44
Tabulka B
Piiklady s peptidem B Dny s peptidem B (>1000 pg/ml)
7g) netestovano
7h) netestovano
71) netestovano
7)) 15
7k) 10
71) 10
Piiklad 8
Priklad 8a)

Zml¥ovani pomoci acetonitrilu jako rozpoustédla a isopropanolu o laboratorni

teploté jako rozpoustédla, v némz nedochazi k rozpousténi

1,06 g kationtového ménide piikladu 1c) (nenavazaného na polypeptid)

bylo dispergovano v roztoku 25,24 hmotn. % zapouzdfovaciho kopolymeru

prikladu 5a) v acetonitrilu (Labscan, Dublin, Irsko) tak, Ze hmotnostni pomér
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kationtového ménide k zapouzdfovacimu kopolymeru byl 1,03:1. Dispergovani
bylo dosaZeno homogenizaci 5 min pii 9500 otackéch za minutu zafizenim
Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen Némecko).

Po dispergovéni bylo disperzi naplnéno atomiza¢ni tryskové zatizeni
Vibra-Cell VC50 (Bioblock, Ilkirch, Francie) se zvukovou frekvenci 16 kHz
pomoci keramické pistové pumpy (FMI, Oyster Bay, New York, USA) pii
priitokové rychlosti 2 ml/min. Po dosaZeni trysky byla disperze zmlZena pii
laboratorni teploté (17 aZ 22 °C) do IPA (Labscan, Dublin, Irsko). IPA fungoval
jako sbérné prostiedi, ve kterém se disperze nerozpousti a byl michan pomoci
michatky Heidolph (Heidolph Elektro GmbH, Kelheim, Némecko) pii300
ota&kach za minutu. KdyZ bylo zmlZovéni ukongeno, disperze se ponechala
michat dal§ich 60 minut pfi laboratorni teploté pfed tim, neZ se zapouzdrené
Zéstice opét ziskaly filtraci za sniZeného tlaku pfes filtratni papir Whatman €. 1
(Whatman Intl. Ltd, Maidstone, Kent, Velk4 Britanie). Filtracni kola¢ byl promyt
deionizovanou vodou, zmraZen a lyofilizovan v lyofilizaénim zafizeni Edwards
SuperModulyo (Edwards, Crawley, West Sussex, Velka Britanie). Vysledné
&astice byly analyzovény na velikost &astice pomoci zatizeni Malvern
Mastersizer/E (Malvern, Worcs., Velkd Britanie) a s 1% Tween 20 ve vodé jako
dispergaénim ¢&inidle. Vysledné Sastice mély stfedni velikost &astice (d(0,5))
84,75 pm.

Piiklad 8b)
ZmlZovéani pomoci ethylacetétu jako rozpoustédla a isopropanolu o laboratorni
teploté jako rozpoustédla, v némz nedochazi k rozpousténi

ZmlZovani bylo provedeno vpodstaté podle postupu piikladu 8a), ale
pouzitim 0,99 g kationtového ménice pfikladu 1c) (nenavazaného na polypeptid)
dispergovaného v roztoku 24,88 hmotn. % zapouzdiovaciho polymeru piikladu

5a) v ethylacetatu (Riedel de-Haen, Seelze, Némecko) tak, Ze hmotnostni pomér

&
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kationtového ménide k zapouzdfovacimu kopolymeru byl 0,96:1. Vysledné
astice mély stiedni velikost €astice (d(0,5)) 100,56 pm. |
Priklad &c)
Zml¥ovéani pomoci ethylacetatu jako rozpoustédla a sondy s vyssi frekvenci

1,02 g kationtového ménie pfikladu 1c) (nenavazaného na polypeptid)
bylo dispergovano v 15,14 hmotn. % roztoku zapouzdiovaciho kopolymeru
prikladu 5a) v ethylacetatu (Riedel de-Haen) tak, Ze hmotnostni pomér
kationtového mé&nice k zapouzdfovacimu kopolymeru byl 1,05:1. Dispergace
bylo dosaZeno homogenizaci 5 min pii 9500 otiCkach za minutu zafizenim
Ultra-turrax T25 (IKA, Staufen Némecko). _

Po dispergaci byl disperzi naplnén zmlzova¢ Martin Walter 400 GSIP
(Sodeva, Le Bouget du Lac, Francie) s nastavenim ultrazvukové frekvence na
34,6 kHz pomoci keramické pistové pumpy (FMI, Oyster Bay, New York, USA)
s pritokovou rychlosti 5 ml/minutu. Po dosaZeni trysky byly disperze zmlZena
do IPA (Labscan, Dublin, Irsko) ochlazeného na -77 °C piidavkem peletek
suchého ledu (A.I.G., Dublin, Irsko). Tento IPA fungoval jako sbérné prostredi,
ve kterém nedochézi k rozpousténi a byl michan michackou Heidolph (Heidolph
Elektro GmbH, Kelheim, Némecko) pii 300 otackach za minutu. KdyZ bylo
zmlZovani ukonceno, pokryté mikro&astice se opét ziskaly filtraci za snizeného
tlaku pres filtracni paioir Whatman ¢&. 1 (Whatman Intl. Ltd, Maidstone, Kent,
Velka Britanie). Filtraéni kola¢ byl promyt deionizovanou vodou, zmraZen a
lyofilizovén v lyofilizaénim zafizeni Edwards SuperModulyo (Edwards,
Crawley, West Sussex, Velka Britanie). Vysledné Castice byly analyzovany na
velikost &astice pomoci zafizeni Malvern Mastersizer/E (Malvern, Worcs., Velka
Britanie) a s 1% Tween 20 ve vods jako dispergaénim inidle. Vysledné Castice

mély stfedni velikost ¢astice (d(0,5)) 95,69 um.
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Priklad 9

Navazovani na kationtovy méni& a nasledné zapouzdrovani peptidi C a D, které
jsou analogy somatostatinu
Priklad 9a)

Navazovani peptidu C

1,01 g sodné soli z ptikladu 1c) dispergované v roztoku obsahujicim 0,25 -
g volné baze peptidu C, ktery ma strukturu N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany _
disulfidovou vazbou (Kinerton Ltd., Dublin, Irsko), se rozpustilo ve 40 ml
deionizované vody. Disperze byla inkubovana za michéni 2 hodiny pfed
zfiltrovanim pfes filtraéni papir Whatman ¢. 1 (Whatman Intl., Maidstone, Kent,
Velka Britanie) o primé&ru 9 cm. Filtraéni kola¢ byl promyt dalsi deionizovanou
~ vodou, zmraZen a lyofilizovan v zafizeni Edwards SuperModulyo (Edwards,
Crawley, West Sussex, Velkd Britanie). Vzorek byl poté odeslan k analyze na
dusik ke stanoveni mnoZstvi navazaného peptidu, 20 21 %.
Piiklad 9b) '
Navazovani peptidu D

Pomoci postupu prikladu 9a), ale uZitim 2,04 g sodné soli z pfikladu Ic),
dispergované v roztolzu obsahujicim 0,51 g volné baze peptidu D, ktery ma
strukturu N-hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-
Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou
(Kinerton Ltd., Dublin, Irsko), rozpusténé v 80 ml deionizované vody. Vzorek
byl poté odeslan k analyze na dusik ke stanoveni mnoZstvi navazaného peptidu,

19,53 %.

Ptiklad 10
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Navazané mikro&astice z prikladd 9a) a 9b) byly zapouzdfeny, jak bylo pbpséno

v ptikladu 7, pfi¢emz byly ziskany nésledujici vysledky.

Pt. & | CE s Potahovaci | Hmotn. % | Potahovaci | Stfedni | Hmotn.
navézanym | kopolymer |potahovaci- |kopolymer | velikos %
peptidem ho kopoly- |:CEs t navaza-

meru v navazanym | Castice |ného
acetonitrilu | peptidem | (um) | peptidu

10a) | 9a) 5¢) 12,51 % 1:1 83,33 19,48%

10b) [9b) 5¢) 12,48 % 0,98 : 1 7215 |8,87% |

10c) | 9b) 5d) 12,35 % 0,98:1 86,03 [6,74%

Piiklad 11

Vyroba piipravku tvoficiho gel

Zapouzdiené mikroastice pfikladu 7a) (0,3 g) byly smichéany s kapalnou
latkou tvotici gel (2,0 ml smési 50 : 50 slozky A z ptikladu 1 a slozky C z
ptikladu 3, jeZ jsou ob& popsany v US patentu &. 5 612 052, v Sml plasti
stiikagky pomoci mechanického mikromixéru pfi 20 otackach za minutu po dobu
10 minut. Latka tvoFici gel byla predsterilizovana suchym sélanim a michani se
provad&lo pomoci sterilizovaného michadla v digestofi s laminarnim proudénim.
Pfipravek byl vytladen z Sml stifkacky (pouZitim pistu) do mensi stiikacky, ktera
se pouZiva pfi podavéni pfipravku. J ednotnoét pfipravku byla kontrolovdna
pomoci 6ptické mikroskopie. Malé stfikacky byly uzplsobeny pro skladovani v

suchém baleni a udrZovany do pouziti p¥i 4 °C.
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PATENTOVE NAROKY

1. Navazané mikro&astice, vyznadujici se tim,Ze obsahuje
absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem a jeden nebo vice
peptidi, jeden nebo vice proteint nebo jejich kombinaci, imobilizované na
uvedeném absorbovatelném polymernim jadfe s heterogennim fet€zcem,

kde kaid}'/ peptid se nezavisle vybere ze skupiny sestévajici z peptidu
stimulujiciho produkci ristového hormonu (GHRP), hormonu stimulujiciho
produkei luteinizagniho hormonu (LHRH), somatostatinu, bombesinu, peptidu
stimulujiciho produkci gastrinu (GRP), kalcitoninu, bradykininu, galaninu,
melanocyt stimulujiciho hormonu (MSH), faktoru stimulujiciho produkei
ristového hormonu (GRF), amylinu, tachykinint, sekretinu, parathormonu
(PTH), enkefalinu, endothelinu, peptidu stimulujiciho produkeci kalcitoninového
- genu (CGRP), neuromedind, proteinu pfibuznému parathormonu (PTHrP),
glukagonu, neurotensinu, adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), peptidu YY
(PYY), peptidu stimulujiciho produkeci glukagonu (GRP), vasoaktivniho
intestinalniho peptidu (VIP), peptidu aktivujiciho adenylatcyklasu hypofyzy
(PACAP), motilinu, sloudeniny P, neuropeptidu Y (NPY), TSH a jejich analogi
a fragmentti nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli a |

kde kazdy pro{ein se nezdvisle vybere ze skupiny sestavajici z riistového
hormonu, erythropoietinu, faktoru stimulujiciho kolonie granulocyti, faktoru

stimulujiciho kolonie granulocyt-makrofag a interferont.

2. Navéazana mikro&astice podle naroku I, vyznacujici se tim,Ze
uvedeny peptid, protein nebo jejich kombinace nebo jejich farmaceuticky

piijatelna stil tvoii 0,1 aZ 30 % z celkové hmotnosti navdzané mikrocastice.
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3. Navazana mikro&astice podle naroku 2, vyznacujici se tim,Ze
uvedené absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fet€zcem obsahuje

glykolatové jednotky.

4. Navazana mikro&astice podle ndroku3,vyznacujici se tim,ze

absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem dale obsahuje citratove

zbytky.

5. Navézana mikro&astice podle ndroku 4, vyznacujici se tim,ze

pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytktim je 7:1 aZ 20:1.

6. Navazana mikro&astice podle ndroku3,vyznacujici se tim,ze

absorbovatelné polymerni jadro dale obsahuje vinanové zbytky.

7. Navazana mikro&astice podle ndroku'6,vyznacujici se tim,ze

pomér glykolatovych jednotek k vinanovym zbytktim je 7:1 az 20:1.

8. Navézana mikro&astice podle naroku 3, vyznacujici se tim,Ze
absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem dale obsahuje

jable¢nanové zbytky.

9. Navazana mikro&astice podle ndroku 8, vyznacujici se tim,ze

pomér glykolatovych jednotek k jableCnanovym zbytklim je 7:1 az 20:1.

10. Navazana mikro&astice podle ndroku 3,vyznacujici se tim,ze

uvedené glykolatové jednotky jsou zakongeny karboxylovou skupinou.
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11. Navazana mikro&astice podle ndroku 3, vyznadujici se tim,zZe

uvedené glykolatové jednotky jsou zakonCeny aminoskupinou.

12. Zapouzdiena mikrogastice, vyznacujici se tim,Ze obsahuje jednu
nebo vice navazanych mikrodéastic zapouzdfenych v absorbovatelném
zapouzdfovacim polymeru,

kde uvedenou navazanou mikro&astici tvori absorbovatelné polymerni
jadro s heterogennim fetézcem a jeden nebo vice peptidd, jeden nebo vice
proteinti nebo jejich kombinace, imobilizované na uvedeném absorbovatelném
polymernim jadfe s heterogennim fetézcem, )

kde kazdy peptid se nezavisle vybere ze skupiny sestdvajici z peptidu
stimulujiciho produkeci riistového hormonu (GHRP), hormonu stimulujiciho
produkei luteiniza&niho hormonu (LHRH), somatostatinu, bombesinu, peptidu
stimulujiciho produkei gastrinu (GRP), kalcitoninu, bradykininu, galaninu,
melanocyt stimulujictho hormonu (MSH), faktoru stimulujiciho produkei
ristového hormonu (GRF), amylinu, tachykinind, sekretinu, parathormonu
(PTH), enkefalinu, endothelinu, peptidu stimulujiciho produkci kalcitoninového
genu (CGRP), neuromedini, proteinu piibuznému parathormonu (PTHrP),
glukagonu, neurotensinu, adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), peptidu YY
(PYY), peptidu stim:ﬂujiciho produkei glukagonu (GRP), vasoaktivniho
intestinalniho peptidu (VIP), peptidu aktivujiciho adenylatcyklasu hypofyzy
(PACAP), motilinu, slougeniny P, neuropeptidu Y (NPY), TSH a jejich analogl
a fragmentt nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli a

kde kazdy protein se nezavisle vybere ze skupiny sestavajici z ristového
hormonu, erythropoietinu, faktoru stimulujiciho kolonie granulocytd, faktoru

stimulujiciho kolonie granulocyt-makrofég a interferonti a kde uvedené
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absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem obsahuje glykolatové

jednotky.

13. Zapouzdfena mikro&astice podle ndroku 12, vyznacujici se tim,Ze
uvedeny peptid, protein nebo jejich kombinace nebo jejich farmaceuticky
pFijatelna stl tvoii 0,1 aZ 30 % z celkové hmotnosti navazané mikroCastice a kde
uvedené absorbovatelné polymerni jadro s heterogennim fetézcem dale obsahuje -

citratové zbytky, vinanové zbytky nebo jable¢nanové zbytky.

14. Zapouzdfena mikro&astice podle ndroku 13, vyznacujici se tim,zZe
pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytkim, vinanovym zbytkim nebo
jable¢nanovym zbytkam je 7:1 az 20:1 a uvedené glykolatové jednotky jsou

zakonéeny karboxylovou skupinou nebo aminoskupinou.

15. Zapouzdfena mikro&astice podle ndroku 14, vyznacujici se tim,Ze
uvedeny absorbovatelny zapouzdfovaci polymer obsahuje

a) jednotky odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych
jednotek,

b) jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych
jednotek, \

c) jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek nebo

d) jednotky odvozené od L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych
jednotek.

16. Zapouzdiend mikro¢astice podle naroku 15, vyznacCujici se tim,Ze
pomér jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu
je 75:25 a7z 90:10.
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17. Zapouzdiena mikro&astice podle ndroku 15, vyznadujici se tim,Ze
pomdr jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkam odvozenym od D,L-
laktidu je 80:20.

18. Zapouzdiena mikro&astice podle naroku 15,vyznacujici se tim,Ze

pomér jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od
glykolidu je 75:25 az 90:10.

19. Zapouzdiena mikro&astice podle naroku 14,vyznadujici se tim,Ze
absorbovatelny zapouzdfovaci polymer tvoii 5 az 70 % z celkové hmotnosti

zapouzdiené mikrocCastice.

20. Zapouzdiena mikro&astice podle naroku 19, vyznadujici se tim,Ze
absorbovatelny zapouzdiovaci polymer tvoii 20 az 60 % z celkové hmotnosti

zapouzdiené mikrocastice.

21. Zapouzdiena mikro&éstice podle ndroku 20, vyznadujici se tim,Ze
absorbovatelny zapouzdfovaci polymer tvoii 30 aZz 50 % z celkové hmotnosti

zapouzdiené mikroCastice.

22. Farmaceuticky pfipravek, vyznacujici se tim,ze obsahuje

navézané mikro&astice podle naroku 1 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

23. Farmaceuticky piipravek, vyznadujici se tim,Ze obsahuje
navazané mikro&astice podle niroku 1, nevodny, absorbovatelny, kapalny

polyester tvofici gel a vyhodné farmaceuticky pfijatelny nosic.
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24. Farmaceuticky piipravek, vyznadujici se tim,Ze obsahuje

zapouzdiené mikro¢astice podle naroku 12 a farmaceuticky piijatelny nosic.

25. Farmaceuticky pfipravek, vyznadujici se tim,Ze obsahuje
zapouzdiené mikro&éstice podle naroku 12, nevodny, absorbovatelny, kapalny

polyester tvotici gel a vyhodné farmaceuticky pfijatelny nosic.

26. Navazanéa mikro&astice podle naroku 4, vyznacujici se tim,Ze

peptidem je analog LHRH. .

27. Navézana mikro&astice podle naroku 26, vyznacujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytkim absorbovatelného
polymerniho jadra s heterogennim fetézcem je 7:1 aZ 20:1 a kde analogem

LHRH je p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,.

28. Navézan4 mikrodastice podle naroku 6, vyznacujici se tim,ze

peptidem je analog LHRH.

29. Navazana mikrogastice podle naroku 28, vyznacujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k vinanovym zbytkdm je 7:1 aZ 20:1 a analogem

LHRH je p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,.

30. Navazana mikrogastice podle naroku4,vyznadujici se tim,Ze

peptidem je analog somatostatinu.
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31. Navazana mikro&astice podle naroku 30, vyznad ujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytkim je 7:1 aZ20:1 a anaiogem
somatostatinu je H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys
zbytky jsou vézany disulfidovou vazbou, N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany
disulfidovou vazbou nebo N-hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-
Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany

disulfidovou vazbou.

32. Navézand mikro&éstice podle naroku 6, vyznadujici se t im,Ze _

peptidem je analog somatostatinu.

33. Navéazana mikro¢astice podle naroku 32, vyznacujici se tim,Ze

_ pomdr glykolatovych jednotek k vinanovym zbytkiim je 7:1 aZ 20:1 a analogem

somatostatinu je H-B-D-Nal-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys

zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou, N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-
Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany
disulfidovou vazbou nebo N-hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-
Tyr-D-Trp-Lys—Abu-vglys-Thr-NH% kde dva Cys Zbytky jsou vazany

disulfidovou vazbou.

34, Zapouzdfend mikrodastice, vyznadujici se tim,Ze obsahuje jednu
nebo vice navazanych mikro&astic podle naroku 26, zapouzdienych v-
absorbovatelném zapouzdiovacim polymeru, ktery obsahuje a) jednotky
odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, b) jednotky
odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, c) jednotky




51

odvozené od D,L-laktidovych jednotek nebo d) jednotky odvozené od L-
laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek. ‘

35. Zapouzdfena mikro&astice podle ndroku 34, vyznacujici se t im, Ze
pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytklim absorbovateln¢ho
polymerniho jdra je 7:1 aZ 20:1, analogem LHRH je p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-
Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, a kde pomér N
a) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkédm odvozenym od glykolidu je
75:25 a7 90:10,

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkém odvozenym od glykolidu je
75:25az90:10 a

¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je

80:20.

36. Zapouzdiena mikro&astice, vyznddujici se tim,Ze obsahuje jednu
nebo vice navazanych mikro&astic podle naroku 28, zapouzdienych v
absorbovatelném zapouzdfovacim polymeru, ktery obsahuje a) jednotky
odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, b) jednotky
odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, ¢) jednotky
odvozené od D,L-lak;idovych jednotek nebo d) jednotky odvozené od L-
laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek.

37. Zapouzdien4 mikroastice podle ndroku 36, vyznacujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k vinanovym zbytkiim absorbovatelného
polymerniho jédra je 7:1 aZ 20:1, analogem LHRH je p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-
Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, a kde pomér




52

a) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkam odvozenym od g]ykolidu je
75:25 a2 90:10, o

* b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkam odvozenym od glykolidu je
75:25az90:10 a

¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je

80:20.

38. Zapouzdiend mikrogastice, vyznacujici se tim,Ze obsahujejednu
nebo vice navazanych mikro¢astic podle naroku 30, zapouzdfenych v
absorbovatelném zapouzdfovacim polymeru, ktery obsahuje a) jednotky
odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, b) jednotky
odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, c) jednotky
odvozené od D,L-laktidovych jednotek nebo d) jednotky odvozené od L-

~ laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek.

39. Zapouzdiena mikro&éstice podle naroku 38, vyznacujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k citratovym zbytktim absorboffatelného
polymerniho jadra je 7:1 az 20:1, analogem somatostatinu je H-B-D-Nal-Cys-
Tyr-D-Tm-Lys-Val—st-Thr-NH2, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou
vazbou, N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-
Thr-NH,; kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou nebo N-
hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-
NH,, kde dva Cys zbytky jsou vézany disulfidovou vazbou a kde pomér

a) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkém odvozenym od glykolidu je
75:25 az 90:10,

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkém odvozenym od glykolidu je
75:25az90:10 a
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¢) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkam odvozén}'lm od D,L-laktidu je
80:20. '

40. Zapouzdfend mikrodastice, vyznacujici se tim,Ze obsahuje jednu
nebo vice navazanych mikro¢astic podle naroku 32 a absorbovatelny
zapouzdrovaci polymer, ktery obsahuje

a) jednotky odvozené od L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, b)
jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek a glykolidovych jednotek, c)
jednotky odvozené od D,L-laktidovych jednotek nebo d) jednotky odvozené od
L-laktidovych jednotek a D,L-laktidovych jednotek. ~
41. Zapouzdiend mikro¢astice podle naroku 40, vyznacujici se tim,Ze
pomér glykolatovych jednotek k vinanovym zbytkiim absorbovatelného

~ polymerniho jadra je 7:1 az 20:1, analogem somatostatinu je H-B-D-Nal-Cys-
Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou
vazbou, N-hydroxyethylpiperazinyl-acetyl-D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-
Thr-NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou nebo N-
hydroxyethylpiperazinyl-ethylsulfonyl-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Abu-Cys-Thr-
NH,, kde dva Cys zbytky jsou vazany disulfidovou vazbou a kde pomér

a) jednotek odvozen)?;h od L-laktidu k jednotkam odvozenym od glykolidu je
75:25 a7 90:10, ‘

b) jednotek odvozenych od D,L-laktidu k jednotkdm odvozenym od glykolidu je
75:252a290:10 a

c) jednotek odvozenych od L-laktidu k jednotkdm odvozenym od D,L-laktidu je
80:20.
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42. Zpiisob vyroby zapouzdiené mikro¢astice podle naroku 12,
vyznadujici se tim,Ze obsahuje krok zapouzdfeni navazané

mikro¢astice absorbovatelnym zapouzdfovacim polymerem.

43. Zptsob podle naroku 42, vyznadujici se tim,Ze disperze
uvedenych navazanych mikrogastic v roztoku obsahujicim uvedeny
absorbovatelny zapouzdfovaci polymer a rozpoustédlo se nakapne do
predchlazeného média, pfi¢emZ uvedené médium neni rozpoustédlem uvedeného

absorbovatelného zapouzdfovaciho polymeru.

44, Zptisob podle naroku 43, vyznadujici se tim,Zeroztok
absorbovatelného zapouzdiovaciho polymeru sestava z 5 az 30 %
absorbovatelného zapouzdfovaciho polymeru, pfedchlazenym médiem je alkohol
se dvéma nebo vice uhlikovymi atomy a teplota média je laboratorni teplota aZ

-80 °C. )

45. Zptsob podle naroku 44, vyznadujici se tim,Ze teplota

predchlazeného média je -60 aZ -80 °C a médiem je isopropylalkohol.

46. Zpasob vyroby zapouzdiené mikro¢astice podle niroku 12,
vyznadéujici se tim,Ze obsahuje krok zapouzdreni navazané
mikro¢astice absorbovatelnym zapouzdfovacim polymerem pomoci emulzniho

zpusobu.
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