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Keksint8 koskee menetelmdd kestovaikut-
teisten biohajoavien mikrohiukkasten val-
mistamiseksi, jotka sis#dltévit vaikuttava-
na aineena terapeuttisesti vaikuttavaa
peptidid ja kantajamateriaalina PLGA:ta.
Menetelmissd peptidi

suspendoidaan tai

liuotetaan kantajamateriaalin liuokseen
tai peptidin vesipitoinen liuos emulgoi-
daan kantajamateriaalin liuokseen ja sus-
pensio, 1liuos tai emulsio suihkutetaan
alle 60 °C:n l4mpdtilassa suihkuvirtauk-
sessa, joka on yli 500 NL/h (1 NL = 22, 415

litraa).

Uppfinningen avser ett forfarande for
framstdllning av lanqverkande, bionedbryt-
bara mikropartiklar, vilka innehdller te-
rapeutiskt verksamma peptider som aktiv
substans och PLGA som bdrarmaterial. En-
ligt forfarandet suspenderas eller l6ses
peptiden i bararmateriallbsningen eller en
vattenhaltig peptidldsning emulgeras i

bararmaterialldsningen, varefter suspen-
sionen, lésningen eller emulsionen sprut-
torkas vid en temperatur under 60 °C i en
Sprutstrémning 500 NL/h (1 NL =

22,415 liter).
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Menetelmd kestovaikutteisten biohajoavien mikrohiukkasten
valmistamiseksi, jotka sisiltivdt vaikuttavana aineena
terapeuttisesti vaikuttavaa peptidi4 ja kantajamateriaa-
lina PLGA:ta

Keksintd koskee menetelm#i kestovaikutteisten bio-
hajoavien mikrohiukkasten valmistamiseksi, jotka sisalt&-
vat vaikuttavana aineena terapeuttisesti vaikuttavaa pep-
tidid ja kantajamateriaalina PLGA:ta.

Parenteraalisilla l43&keainemuodoilla on merkitystéa
nendn ja ihon kautta tapahtuvan annostelun ohella, joilla
esiintyy usein vain v#h#distd imeytymistd, ennen kaikkea
sellaisille l&8keaineille, jotka hajoavat entsymaattisesti
maha-suolistoalueella, Kkuten esim. proteiinit ja pepti-
dit.

Tiettyjen sairausten pitk#aikaishoitoon olisi toi-
vottavaa kehittdd parenteraalisia depotldskemuotoja, jotka
vapauttavat lddkeainetta jatkuvasti useamman viikon ajan.
Kirjallisuudessa t&h#n tarkoitukseen esitet#in siirrsn-
ndisten ohella (vrt. esim. EP-julkaisu B-0 058 481) myds
mikrokapseleita/mikropallosia.

Jotta vdltytddn ndiden injektiomuotojen operatiivi-
selta poistamiselta, kéytetdsn biohajoavia polymeereji.
Polyamidien, polyanhydridien, poly(orto)esterien, polyase-
taalien ohella kdytetddn ennen kaikkea polyestereiti.
Enimm8kseen kuvataan maitohappo- ja glykolihappomonomee-
reihin tai niiden kopolymeereihin pohjautuvia polyesterei-
td sopivina polymeereini.

Mikrokapseleiden/mikropallosten valmistamiseksi tu-
levat kysymykseen erilaiset menetelmidt, kuten esim. faa-
sinerotus (EP-julkaisu B-0 052 510), liuotinuutto (EP-jul-
kaisu B-0 145 240) tai suihkukuivaus (EP-julkaisu
A-0 315 875 = ZA-patenttijulkaisu 88/8 396, CH-julkaisu
666 406, A5, vrt. Derwent Ref. No. 88-228 036/33). Suihku-
kuivauksella on se etu muihin menetelmiin n&hden, ettéa

kapselointitehokkuus on siin& yleensi suurempi kuin muissa
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mainituissa menetelmissd eiksd kapseloinnissa tarvita muita
apuaineita, jotka johtaisivat sitten mahdollisiin ep&puh-
tauksiin tuotteessa. Haittapuolena on se, ettd suihkukui-
vaus tdytyy suorittaa korkeammissa ld&mpdtiloissa, ts.
vleensd paljon yli kulloistenkin liuottimien kiehumispis-
teen. Mik#dli maito- ja glykolihapon (PLGA) kopolymeerien
suspensiot, emulsiot tai liuokset saatetaan tavanomaisiin
suihkukuivausolosuhteisiin, niin t&4114in ei saada mikro-
hiukkasia, vaan lankamaisia muodostelmia, jotka eivdt so-
vellu injektoitavaan depotmuotoon (EP-julkaisu

A-0 315 875). CH-julkaisussa 666 406 AS kuvatut, 59 °C:ssa
suihkukuivauksen avulla saadut mikrokapselit eivdt sis&lla
biologisesti hajoavana kantajamateriaalina PLGA:ta vaan
D,L~oligolaktoyyli-N-(L)-fenyylialaniinia.

Nyt on yll&ttdvdsti havaittu ettd PLGA-polymeeri-
liuoksia ja vastaavia vesipitoisia suspensioita ja emul-
sioita voidaan suihkuttaa mikrohiukkasiksi, kun suihkutus-
lampdtila on alle 60 °C ja suihkuvirtaus on yli 500 NL/h.
Verrattuna mikrohiukkasiin, joita valmistetaan muiden mai-
nittujen menetelmien mukaisesti, ndille mikrohiukkasille
on ominaista lis&8ksi vield pieni ja&&nndsliuottimen pitoi-
suus (orgaaninen liuotin, vesi), joka on alle 1 %. Vii-
meksi mainitulla on suurta merkitystd erityisesti injek-
toitavuudelle, silld siind asetetaan suuret vaatimukset
la8keaineen puhtaudelle.

Keksint® koskee siten mikrohiukkasten valmistamis-
ta, jotka sisdltdvdt peptidid vaikuttavana aineena ja po-
ly(laktidikoglykolidia) (PLGA) kantajamateriaalina, joille
mikrohiukkasille on tunnusomaista, ett& niitd8 saadaan
suihkukuivaamalla alle 60 °C:n ldmpdtilassa suihkuvirtauk-
sessa, joka on yli 500 NL/h (1 NL = 22,415 litraa).

Mikrohiukkasilla ymmédrret&&n edelld sekd j&ljempdnd
my®s mikrokapseleita ja mikropallosia, eli siis sekd sel-
laisia osasia, joissa vaikuttava aine on suljettu polymee-
rin sisd8n tdydellisesti tai osittain, ettd myds sellaisia
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osasia, joissa vaikuttava aine on jakautunut PLGA-matrii-
siin.

Peptideilld tarkoitetaan luonnon ja synteettisii
peptidejd sekd niiden fysiologisesti hyvi#ksyttdvi¥ suolo-
Jja.

Keksintd koskee myYs menetelmdid mikrohiukkasten
valmistamiseksi, jotka sis#ltdvidt vaikuttavana aineena
peptidid ja kantajamateriaalina PLGA:ta, jolle menetelmil-
le on tunnusomaista, ettd peptidi suspendoidaan tai liuo-
tetaan kantajamateriaalin liuokseen tai peptidin vesipi-
toinen liuos emulgoidaan kantajamateriaalin liuokseen ja
suspensio, 1liuos tai emulsio suihkutetaan alle 60 °C:n
lampdtilassa suihkuvirtauksessa, joka on yli 500 NL/h.

Keksinndn mukaisesti valmistetut mikrohiukkaset si-
sdltdvdt edullisesti vesiliukoisia peptidej&. Peptidien
molekyylipaino on edullisesti yli 800. Erityisen sopivia
peptideja ovat LHRH-agonistit ja -antagonistit kuten esim.
busereliini, HOE 013 (Ac-D-Nal-p-Cl-D-Phe-D-Trp-Ser-Tyr-
D-Ser (a-L-Rha)-Leu-Arg-Pro-Azagly-NH,, vrt. EP-julkaisu
A-0 263 521), nafareliini, triptoreliini, leuproreliini ja
gosereliini. Muun tyyppiset peptidit ovat samoin sopivia,
kuten esim. TRH, vasopressiini, kalsitoniini, insuliini
tal HOE 427 (=epiratidi, [4-metioniinidioksidi, 8-D-lysii-
ni, 9-fenyyliamiini]-a-MSH-(4-9)-(8-amino-oktyyli)amidit-
riasetaatti, vrt. EP-julkaisu A-0-179 332).

Biologisesti hajoava kantajamateriaali on PLGA.
Vaikutusaineen vapautumiseen mikrohiukkasista ei wvaikuta
vain vaikutusaineen fysikaalis-kemialliset ominaisuudet,
vaan my0s polymeerin tai polymeeriseosten ominaisuudet
kuten molekyylipaino, moolinen koostumus, maitohappo- ja
glykolihappoyksikéiden j&rjestys polymeeriss#. Kantajama-
teriaali voi koostua esimerkiksi PLGA:n 50:50 ja PLGA:n
40:60 seoksesta. Mitd korkeampi molekyylipaino tai sis#i-
nen viskositeetti on, sitd kauemmin vaikuttavan aineen
vapautuminen kest#8. Sis#dinen viskositeetti (20 °C, kloro-
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formi, 0,1 %) on edullisesti 0,1 - 0,8 dl/g. Laktidin moo-
lisuhde glykolidiyksik&éihin n&hden on esimerkiksi 85:15 -
40:60, edullisesti kdytet#dsn poly(d,l-laktidikoglykolidia)
50:50, jonka viskositeetti on 0,1 - 0,7 dl/g, erityisesti
0,1 - 0,5 di/g.

Polymeerin kulloisistakin ominaisuuksista riippuen
keksinnén mukaisen menetelm&n mukaisesti valmistetut mik-
rohiukkaset vapauttavat vaikutusaineen aikajaksona, joka
on edullisesti 2 viikosta 3 kuukauteen. Vaikuttavan aineen
mddrdlld8 on samoin, joskin toissijainen, vaikutus vaikut-
tavan aineen vapautumisen kestoon. Keksinn¥n mukaisella
menetelmdlld saadaan edullisesti mikrohiukkasia, joissa
peptidin m38ra on alle 20 %, edullisesti alle 12 %.

Hiukkaskoko, joka samoin vaikuttaa vapautumiseen,
on keksinndn mukaisen menetelmén mukaisesti valmistetuilla
mikrohiukkasilla pienempi kuin 200 pm, edullisesti pienem-
pi kuin 100 pm. Erityisesti hiukkaskoko on pienempi Kkuin
50 pm.

Mikrohiukkasten wvalmistus tapahtuu suihkuttamalla
polymeeriliuoksessa olevan vaikuttavan aineen liuosta,
emulsiota tai suspensiota. Liuottimena voidaan kayttai
esimerkiksi kloroformia, metyleenikloridia, DMF:84, aseto-
nia, etikkahappoetyyliesterid, j&detikkaa ja vettd tai
niiden seoksia. Edullisesti kdytet#ds8n metyleenikloridia,
j88etikkaa ja vettd.

Keksinndn mukaisessa menetelmdssd peptidi liuote-
taan edullisesti veteen ja saatetaan PLGA:n liuokseen esi-
merkiksi metyleenikloridissa. T&l1l6in muodostuva emulsio
edullisesti suihkutetaan. Suihkutus voi tapahtua myds esi-
merkiksi metanolin lis&&misen j&lkeen, jolloin syntyy li-
uos.

Suihkutuslampdtila on edullisesti 50 - 30 °C, eri-
tyisesti 40 - 30 °C. Suihkutusnopeus ei saa olla liian
alhainen, silld muutoin voi tapahtua langanmuodostusta.
Suihkutusnopeus on edullisesti noin 800 NL/h, silld suu-
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remmassa suihkutusnopeudessa kuivumisominaisuudet ovat
paremmat.

Suihkutusvdliaineen, kuten ilman tai typen paineen
tulisi olla 3 - 8 baaria kdytettdessd laboratoriosuihku-
tuslaitetta (esimerkiksi Biichi Mini Spray Dryer 190).
Suihkutuslaitteen pumpunteho tulee sovittaa tilanteeseen
sopivaksi (3 - 20 ml/min). Vastaavalla aspiraattorin s#i-
dbl1l8 esimerkiksi asteikkolukemaan 18 taataan, ettd kaikki
suihkutusvdliaineessa oleva ilma tai typpi poistuu.

PLGA-polymeeri tulisi liuottaa mahdollisimman v&-
hdiseen mddrd8n liuotinta, jolloin polymeerit, joissa lak-
tidin osuus on suuri, vaativat suuremman m##r#n liuotinta.
Periaatteessa polymeerin konsentraatio suihkutettavassa
liuocksessa, emulsiossa, suspensiossa tulee valita siten,
ettd suihkutus valituissa olosuhteissa on mahdollista.
Edullisesti PLGA:n konsentraatio metyleenikloridissa on
alle 15 paino-% metyleenikloridista laskettuna.

Keksintdd8 kuvataan seuraavien esimerkkien avulla.

Esimerkeissd PLGA:lle annettu viskositeetti on
0,1-prosenttisen kloroformiliuoksen sis#dinen viskositeetti
20 °C:ssa, jolloin viskositeetti on mitattu tavanomaisten
menetelmien mukaisesti.

Suihkutusparametri a) aspiraattori ja b) pumpunteho
sdddetddn kaikissa esimerkeissd asteikkolukemaan 18 (aspi-
raattorille) ja vastaavasti asteikkolukemaan 6 (pumpunte-
holle).

Esimerkki 1

Suihkutusvidliaine - jiietikka

a) 0,064 g busereliiniasetaattia liuotetaan
2,0 g:aan vettd. Vesiliuos sekoitetaan liuoksen kanssa,
jossa on 1,936 g PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl/g) ja 40 g
jadetikkaa, ja suihkutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s&idetiin seuraavasti:

1. tulol&mpbtila 50 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h
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Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumisky-
kyisend jauheena. Saanto: 1,2 g = 60 $ teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 3 %

Jadanndsliuottimen pitoisuus: j&#etikka 0,8 %

b) Samalla tavalla valmistetaan mikrohiukkasia
kayttamdlld 0,192 g busereliiniasetaattia ja 1,808 g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl1/g). Saanto: 1,2 g = 60 % teo-
reettisesta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 9 $
Jadnndsliuottimen pitoisuus: jadsetikka 0,8 %

20 mg:lle mikrohiukkasia m##ritettiin in vitro
-vapauttamismddrit seuraavasti:

20 mg mikrohiukkasia saatetaan 2,0 ml:aan fosfaat-
tipuskuriliuosta, jonka pH on 7,4, ja eluoidaan 24 tunnin
ajan +37 °C:ssa. Kun eluaatti on erotettu mikrohiukkasis-
ta, testataan eluaatti HPLC-menetelm#&n avulla busereliini-
pitoisuuden suhteen. Jdljelle j&&neet mikrohiukkaset 1li-
uotetaan uudestaan 2,0 ml:aan fosfaattipuskuria ja eluoi-
daan jdlleen 24 tunnin ajan 37 °C:ssa. T4t48 prosessia jat-
ketaan analogisesti 56 padivii.

Eluaateista méadritetyt busereliiniasetaattim#dirit

on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:

Vaikuttavan aineen Vaikuttavan aineen
pitoisuus pitoisuus
3 % 9 %
2. paiva 5,8 ug 23,2 ug
9. pé&iva <0,7 ng 57,7 ug
16. paiva 13,4 ug 51,9 ug
23. pdiva 20,3 ug 16,7 pg
30. pdiva 13,2 ng 8,4 ug
37. paiva 4,1 pg 3,4 pg
44. p&iva 2,5 pg 1,5 ng
51. pdiva 0,7 npg 0,7 ng

56. paiva 0,7 ug 0,7 ng
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Esimerkki 2

Suihkutusvdliaine - kloroformi

a) 0,108 g busereliiniasetaattia liuotetaan
2,0 g:aan vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-
homogenoimislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,892 ¢g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl/g) ja 92 g kloroformia, ja
suihkutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s##idet#ddn seuraavasti:

1. tulol&mpdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvit valkoisena, valumisky-
kyisend jauheena. Saanto: 0,9 g = 45 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 5 %

b) Samalla tavalla valmistetaan mikrohiukkasia
kdytt&médlla 0,152 g busereliiniasetaattia ja 1,848 ¢g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl/g). Saanto: 1 g = 50 § teoreet-
tisesta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 7 $

20 mg:1le mikrohiukkasia mairitettiin in vitro
-vapauttamismddrdt kuten esimerkiss# 1 35 p#ivén aikana.

Eluaateista m#&ritetyt busereliiniasetaattim#irit
on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:

Vaikuttavan aineen Vaikuttavan aineen
pitoisuus pitoisuus
5 % 7 %
2. péivd 44,7 pg 56,2 pg
9. pé&aivi 7,3 pg 10,1 ng
16. paiva 30,3 pg 37,8 ug
23. pdivi 30,0 pg 38,6 pg
30. pdiva 10,9 ng 13,6 ng

35. paivi 11,5 ug 14,5 ng
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Esimerkki 3

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi/vesi/metanoli

a) 0,128 g busereliiniasetaattia liuotetaan
2,0 g:aan vettd. Vesiliuos sekoitetaan liuoksen kanssa,
jossa on 1,872 g PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl1/g) ja 46 g
metyleenikloridia. Seokseen lisdté8&8n 9 g metanolia. Syn-
tyy kirkas liuos, joka suihkutetaan laboratoriosuihkukui-
vaimessa.

Suihkutusparametrit s&ddetddn seuraavasti:

1. tulolampdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumisky-
kyisend jauheena. Saanto: 1,2 g = 60 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Jaadnndsliuvottimen pitoisuus:

vesi 0,9 %

metyleenikloridi 0,06 %

metanoli <«0,01 %

20 mg:lle mikrohiukkasia mddritettiin in vitro
~vapauttamism8drat kuten esimerkissd 1 28 pdivén aikana.

Eluaateista m&dritetyt busereliiniasetaattimddridt

on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:

Vaikuttavan aineen pitoisuus

6 %
2. paiva 93,7 ug
9. péaiva 5,1 ug
16. p&iva 7,4 pg
23, paiva 12,1 pg
28. péaivia 12,1 pg

Esimerkki 4
Suihkutusviliaine - metyleenikloridi/vesi/metanoli
a) 0,084 g busereliiniasetaattia liuotetaan

4,0 g:aan vettd. Vesiliuos sekoitetaan liuoksen kanssa,
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jossa on 1,916 g PLGA:ta 50:50 (IV = 0,42 dl/g) ja 65 ml
metyleenikloridia. Seokseen lis&t#dsn 25 g metanolia. Syn-
tyy kirkas liuos, joka suihkutetaan laboratoriosuihkukui-
vaimessa.

Suihkutusparametrit s#didetdin seuraavasti:

1. tulolampdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyv&t valkoisena, valumisky-
kyisen& jauheena. Saanto: 0,8 g = 40 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 4 %

b) Samalla tavalla valmistetaan mikrohiukkasia
kayttamdlld 0,168 g busereliiniasetaattia ja 1,832 g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,42 dl/g). Saanto: 0,8 g = 40 % teo-
reettisesta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 8 %

20 mg:1lle mikrohiukkasia m##ritettiin in vitro
-vapauttamismddrdt seuraavasti:

20 mg mikrohiukkasia liuotetaan 2,0 ml:aan fosfaattipus-
kuriliuosta, jonka pH on 7,4, ja eluoidaan 24 tunnin ajan
+37 °C:ssa. Kun eluaatti on erotettu mikrohiukkasista,
testataan eluaatti radioimmunologisen m&dritysmenetelm&n
(RIA) avulla busereliinipitoisuuden suhteen. Jidljelle ja&-
neet mikrohiukkaset liuotetaan uudestaan 2,0 ml:aan fos-
faattipuskuria ja eluoidaan j&lleen 24 tunnin ajan

37 °C:ssa. T&t& prosessia jatketaan analogisesti 63 p&ivin
ajan.

Eluaateista m#&ritetyt busereliiniasetaattimiirit

on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:
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10
Vaikuttavan aineen Vaikuttavan aineen
pitoisuus pitoisuus
4 % 8 %

2., pdaiva 129,3 ug 280,1 ng
9. péaiva 1,7 pg 4,7 ug
16. pdaiva 1,9 ug 5,7 ug
23. pdiva 6,3 ug 3,0 pg
30. p&iva 6,4 nug 8,1 pug
37. paiva 3,1 ug 5,6 ug
44. pdaiva 1,6 ug 3,9 ug
51. paiva 3,1 pg 2,4 pg
58. pdiva 0,7 ug 1,4 pg
63. p&divi 0,7 ng 1,4 pg

Esimerkki 5

Suihkutusvdliaine - kloroformi/vesi/dimetyylifor-
mamidi

a) 0,13 g busereliiniasetaattia liuotetaan
2,0 g:aan vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staatto-
rihomogenoimislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,87 g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl1/g), 41,4 g kloroformia ja 4,6 g
dimetyyliformamidia, ja suihkutetaan laboratoriosuihkukui-
vaimessa.

Suihkutusparametrit sdddetddn seuraavasti:

1. tulolémpdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvét valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 1,2 g = 60 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

20 mg:1lle mikrohiukkasia m#édritettiin in vitro
-vapauttamismddrdt kuten esimerkissd 4 63 pdivan aikana.

Eluaateista mé&ritetyt busereliiniasetaattimi&rit
on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:
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Vaikuttavan aineen pitoisuus

6 %
2., paivs 32,1 pg
9. pdivi 16,8 pg
16. p&diva 49,1 pg
23. pidivi 39,1 ug
30. p&iva 17,5 npg
37. paivi 5,7 pg
44. pdivid 2,5 yg
51. pdivi 2,5 pug
58. p&ivi 1,4 ug
63. pdivi 1,4 pug

Esimerkki 6

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi

a) 0,085 g busereliiniasetaattia liuotetaan
2,0 g:aan vettsd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-
homogenoimislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,915 g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl/g) ja 46 g metyleenikloridia,
ja suihkutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit siidetdsn seuraavasti:

1. tulolamp&tila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvit valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,6 g = 30 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 4 %

b) Samalla tavalla valmistetaan mikrohiukkasia
kdyttdmsélls 0,128 g busereliiniasetaattia ja 1,872 g
PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl1/g). Saanto: 0,7 g = 35 % teo-
reettisesta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Cc) sekd kdyttdmdlls 0,170 g busereliiniasetaattia
ja 1,872 g PLGA:ta 50:50 (1IV = 0,4 dl/g). Saanto: 0,4 g =
20 % teoreettisesta.
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Vaikuttavan aineen pitoisuus: 8 %
20 mg:lle mikrohiukkasia mé&ritettiin in vitro
-vapauttamismédrdt kuten esimerkissd 4 63 pdivan aikana.
Eluaateista mddritetyt busereliiniasetaattimddrdt
on koottu yhteen seuraavaan taulukkoon:

Vaikuttavan ai- Vaikuttavan ai- Vaikuttavan ai-

neen pitoisuus neen pitoisuus neen pitoisuus

4 % 6 % 8 %
2. péaiva 39,4 ng 49,8 png 88,0 ng
9. pédiva 1,1 ug 2,7 ug 4,7 ug
16. pdiva 5,9 pg 34,3 ug 21,7 pg
23. pdiva 17,1 ug 51,5 ug 28,0 pg
30. pdivéa 4,2 ng 18,4 ug 3,2 pg
37. pdivéd 1,5 ug 5,8 pg 2,2 ng
44. pdiva 1,7 ug 2,5 pg 2,8 pg
51. pdiva 0,4 ug 0,8 nug 2,4 ug
58. pdiva 0,3 ug 0,7 ug 2,5 ug
63. pdiva 0,3 png 0,3 ng 2,5 ug

Esimerkki 7

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi/vesi

0,032 g busereliiniasetaattia liuotetaan 1,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 0,968 g PLGA:ta
85:15 ja 23 g metyleenikloridia, ja suihkutetaan laborato-
riosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit sd&detd8s8n seuraavasti:

1. tuloldmpdtila 40 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,7 g = 70 ¥ teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 3 %
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Esimerkki 8

Suihkutusvdliaine - metyleenikloridi/vesi

0,064 g busereliiniasetaattia liuotetaan 2,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,936 g PLGA:ta
50:50 (IV = 0,7 dl/g) ja 92 g metyleenikloridia, ja suih-
kutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s#dddet&dsn seuraavasti:

1. tulolémpdttila 40 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyv&t valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,9 g = 45 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 3 %

Vaikuttavan aineen vapautumisen m#&ritys on analo-

ginen esimerkin 1 kanssa.

Vaikuttavan aineen pitoisuus

3%
2. pdiva 48,1 pg
23. paivi 3,9 ug
37. p&ivi 7,1 pug
44. paiva 3,9 pg
51. pdiva 1,0 pg

Esimerkki 9

Suihkutusvdliaine - metyleenikloridi/vesi

0,106 g busereliiniasetaattia liuotetaan 1,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 0,894 g PLGA:ta
50:50 (Iv = 0,1 dl/g) ja 23 g metyleenikloridia, ja suih-
kutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s&#det#8n seuraavasti:

1. tulolémp&tila 40 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h
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Mikrohiukkaset esiintyvédt valkoisena, valumiskykyi-
send8 jauheena. Saanto: 0,3 g = 30 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 10 %

Vaikuttavan aineen vapautumisen md&ritys on analo-
ginen esimerkin 1 kanssa.

Vaikuttavan aineen pitoisuus

10 %
2. paiva 32,7 pg
9. pdiva 19,6 ug
16. paiva 20,6 ug
23. pdiva 15,4 pg
28. pdivi 15,4 pug

Esimerkki 10

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi/vesi

0,13 g busereliiniasetaattia liuotetaan 2,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,87 g PLGA:ta
75:25 (IV = 0,5 dl/g) ja 46 g metyleenikloridia, ja suih-
kutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit sdddetd&n seuraavasti:

1. tulol&mpdttila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 1,2 g = 60 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Esimerkki 11

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi/vesi

0,128 g busereliiniasetaattia liuotetaan 2,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,872 g PLGA:ta
75:25 (IV = 0,8 dl/g) ja 138 g metyleenikloridia, ja suih-

kutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.
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Suihkutusparametrit s#didetdsn seuraavasti:

1. tulolémpdtila 30 °C

2. suilhkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,9 g = 45 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Esimerkki 12

Suihkutusvdliaine - metyleenikloridi/vesi

0,13 g busereliiniasetaattia liuotetaan 2,0 g:aan
vetta. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 1,87 g PLGA:ta
47:53 (IV = 0,3 dl/g) ja 46 g metyleenikloridia, ja suih-
kutetaan laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit siidetdsn seuraavasti:

1. tulol&ampdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 1,3 g = 65 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Esimerkki 13

Suihkutusviliaine - metyleenikloridi

0,13 g busereliiniasetaattia suspendoidaan rootto-
ri-staattori-homogenoimislaitteen avulla liuokseen, jossa
on 1,87 g PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl1/g) ja 46 g metyleeni-
kloridia. Suspensio suihkutetaan laboratoriosuihkukuivai-
messa.

Suihkutusparametrit s&ddetdi8n seuraavasti:

1. tulolémpdtila 40 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvét valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,5 g = 25 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Esimerkki 14

Suihkutusvidliaine - metyleenikloridi/vesi

a) 0,2 g reagenssia Hoe 427 liuotetaan 1,0 g:aan
vettd. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoi-
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mislaitteen avulla liuokseen, jossa on 3,8 g PLGA:ta 50:50
(IV = 0,4 dl1/g) ja 92 g metyleenikloridia, ja suihkutetaan
laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s&8detdsn seuraavasti:

1. tuloldmp&dtila 40 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 1,9 g = 48 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 5 %

b) Samalla tavalla valmistetaan mikrohiukkasia
kdyttdm8lld 0,6 g reagenssia Hoe 427 ja 3,4 g PLGA:ta
50:50 (IV = 0,4 d1/g). Saanto: 2,8 g = 70 % teoreettises-
ta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 15 %

c) sekd kdyttdm&lld 0,4 g reagenssia Hoe 427 ja 3,6
g PLGA:ta 50:50 (IV = 0,4 dl/g). Saanto: 2 g = 50 % teo-
reettisesta.

Vaikuttavan aineen pitoisuus: 10 %

Esimerkki 15

Suihkutusvdliaine - metyleenikloridi/vesi

0,08 g reagenssia Hoe 013 liuotetaan 1,0 g:aan vet-
td. Vesiliuos emulgoidaan roottori-staattori-homogenoimis-
laitteen avulla liuokseen, jossa on 0,92 g PLGA:ta 50:50
(IV = 0,4 d1/g) ja 23 g metyleenikloridia, ja suihkutetaan
laboratoriosuihkukuivaimessa.

Suihkutusparametrit s#dddetd&n seuraavasti:

1. tuloldmpdtila 30 °C

2. suihkutusnopeus 800 NL/h

Mikrohiukkaset esiintyvdt valkoisena, valumiskykyi-
send jauheena. Saanto: 0,5 g = 50 % teoreettisesta.
Vaikuttavan aineen pitoisuus: 6 %

Vaikuttavan aineen vapautumisen mé&ritys on analo-

ginen esimerkin 1 kanssa.
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Vaikuttavan aineen pitoisuus
6 %

13,9 ug
5,9 ug
3,1 pg
3,7 ug
2,2 ng
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi kestovaikutteisten biohajoavien mikro-
hiukkasten valmistamiseksi, jotka sisdltdvdt vaikuttavana
aineena terapeuttisesti vaikuttavaa peptidid ja kantajama-
teriaalina PLGA:ta, tunnettu siitd, ettd pepti-
di suspendoidaan tai liuotetaan kantajamateriaalin liuok-
seen tai peptidin vesipitoinen liuos emulgoidaan kantaja-
materiaalin liuokseen ja suspensio, liuos tai emulsio
suihkutetaan alle 60 °C:n l&mpdtilassa suihkuvirtauksessa,
joka on yli 500 NL/h.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd vaikuttavana aineena kdytetaan ve-
siliukoista peptidii.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd se tdyttdd yhden tai useampia seu-
raavista ehdoista:

a) peptidi on LHRH-agonisti tai LHRH-antagonisti,

b) kantajamateriaali on PLGA 50:50,

c) PLGA:n sis#inen viskositeetti on 0,1 - 0,5 dl/g
(20 °C, kloroformi, 0,1 %),

d) liuotin on kloroformi, metyleenikloridi, jaa-
etikka, metanoli, dimetyyliformamidi tai vesi tai v&hin-
t44n kahden t#lldisen liuottimen seos ja

e) suihkutusnopeus on noin 800 NL/h.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmsd, t u n-
nettu siiti, ettid se tdyttdsd yhden tai useampia seu-
raavista ehdoista:

a) peptidi on busereliiniasetaatti tai HOE 013,

b) kantajamateriaali on PLGA 50:50,

c) PLGA:n sisdinen viskositeetti on 0,1 - 0,5 di/g
(20 °C, kloroformi, 0,1 %),

d) liuotin on metyleenikloridi, j&é&etikka tai vesi
tai kahden t#llidisen liuottimen seos ja

e) suihkutusnopeus on noin 800 NL/h.
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Patentkrav

1. Fo6rfarande f6r framst#llning av langverkande,
biologiskt netbrytbara mikropartiklar, vilka som aktiv
substans innehdller en terapeutiskt verksamm peptid och
som bdrarmaterial PLGA, k 4 nne tecknat av, att
peptiden suspenderas eller ldses i en bdrarmaterialldsning
eller en vattenhaltig peptidl®sning emulgeras i birarmate-
rialldsningen och suspensionen, l&sningen eller emulsionen
sprutas vid en temperatur under 60 °C i en sprutstrdmning
6ver 500 NL/h.

2. F6rfarande enligt patentkrav 1, k 8 nn e -
tecknat av, att man anvidnder en vattenldslig peptid
som aktiv substans.

3. Forfarande enligt patentkrav 1, k 8 n n e -

t ecknat av, att man anvdnder ett eller flera av
f6ljande villkor:

a) peptiden 4r en LHRH-agonist eller en LHRH-anta-
gonist,

b) bararmaterialet &r PLGA 50:50,

c) inre viskositeten hos PLGA 4r 0,1 - 0,5 dl/g
(20 °C, kloroform, 0,1 %),

d) lbsningsmedlet &r kloroform, metylenklorid, is-
dttika, metanol, dimetylformamid eller vatten eller en
blandning av minst tvd av dessa och

e) sprutstrdmningshastigheten &r cirka 800 NL/h.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, k 4 n n e -
tecknat av, att man uppfyller ett eller flera av
f6ljande villkor:

a) peptiden 4r buserelinacetat eller HOE 013,

b) b&rarmaterialet &r PLGA 50:50,

c) l8sningsmedlet &r metylenklorid, is#ttika eller
vatten, dimetylformamid eller vatten eller en blandning av
tva av dessa och

e) sprutstrdmningshastigheten &r cirka 800 NL/h.
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