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Anotace:

Gelotvorna farmaceutickd kompozice s prodlouzenym
uvolfiovanim a zpozdénou tvorbou gelu, ktera obsahuje a)
alginat; b) biologicky aktivni ¢inidlo; a c) alespori jeden
vazany polyvalentni ion kovu, ve farmaceuticky vhodném
nosici nebo fedidle. PouZiti této kompozice pro vyrobu 1éCiva
pro 1éceni nadmérné hmotnosti, diabetes, vysoké hladiny
krevnich lipidd, arteridlni sklerozy, arteridlnich platd, pro
sniZeni nebo prevenci tvorby zlu¢ovych kament,
nedostate¢nosti hmoty beztukové tkané, pro 1é¢eni
nedostatedné senzitivity na inzulin, mrtvice, deficience
hematopoetickych bunék, infekce, neutropenie a zanétu.
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Gelotvorna farmaceutickd kompozice s prodlouzenym uvoliiovanim a zpozdénou tvorbou
gelu

T 5 Oblast techniky

Vynalez se tyka gelotvorné farmaceutické kompozice s prodlouzenym uvoliiovanim a zpoZdénou
tvorbou gelu a 1éCiv, ktera ji obsahuji.

Dosavadni stav techniky

S pokroky v genetickém a bunétném inZenyrstvi vede dostupnost rekombinantnich proteint k po-
krokim v jejich pouziti medikamentd v terapeutickych aplikacich. Mnoho onemocnéni a stavii

15 1é¢enych proteiny uréenymi k farmaceutickému pouziti vyzaduje k dosazeni nejucinnéjsiho tera-
peutického vysledku trvalé udrZeni hladin proteini. AvSak podobné jako u vétSiny proteind
pouzivanych jako léCiva, vyzaduje jejich obecné kratky polocas Casté podavani. Tyto opakované
injekce jsou podavany v rtiznych intervalech, které vedou ke kolisani hladin 1éku a vyznamné
fyzické i financni zatézi pacientli. Protoze u mnoha onemocnéni dochazi k lepsi odpovédi pfi

20 kontrolovanych hladinach 1éku, existuje potfeba jeho kontrolovaného uvoliiovani k zajisténi del-
Sich ¢asovych intervall stalého uvoliiovéani. Takovy zplsob trvalého uvoliiovani Iéku by zajistil
pacientovi nejen profylaktické, terapeutické nebo diagnostické G¢inky, ale také snizeni Eetnosti
injekci a také celkovych naklada.

25 Soucasné pokusy udrzet hladiny 1€kt u Elovéka i zvifat mezi jednotlivymi davkami zahrnuji
pouziti biodegradabilnich polymerd jako matric ke kontrolovanému uvolnéni 1éku. Napiiklad
patent Great Britain Patent 1 388 580 ukazuje pouziti hydrogelii pro trvalé uvoliiovani inzulinu.
Patent US 4 789 550 ukazuje pouziti polylysinem potazenych mikrokapsli pro transport proteinu
enkapsulaci zivymi buiikami. V pokusech s trvalym uvoltiovanim G¢inné latky byly pouzity také

30 anionické a kationické polymerni preparaty obklopené iontovymi polymery s opaénym nabojem
pro enkapsulaci bun¢k schopnych produkce biologicky uéinnych latek. (Patent US 4 744 933).
Podobné bylo ukazano, ze n€kolikanasobné obaleni anionickymi nebo kationickymi pfemost’uji-
cimi polymery vede ke kontrolovanému uvoliiovani (Patenty US 4 690 682 a US 4 789 516).
Navic dalsi pokusy ukazuji na pouziti alginatu samotného, nebo alginatu potazeného jinymi bio-

35 degradabilnimi polymery ke kontrolovanému uvoliiovani polypeptidi nebo jejich kationickych
precipitatd (PCT WO 96/00081, PCT WO 95/29664 a PCT WO 96/03116).

Tyto pokusy vSak vedly k nedostatenému stupni trvalého uvoliiovani pozadovaného proteino-
vého farmaceutika. Je obecné zndmo, Ze pouZiti uréitych biodegradabilnich polymert, napfiklad

40 polylaktid ko—glykolidu, za podminek in vivo vykazuje vysoké pocateéni uvolnéni 1é&iva
(Johnson, O. et al., Nature Med., 2/7: 795 (1996). Dale je obecné znamo, Ze proteiny pouzivané
v souasnych formach preparati s trvalym uvolfiovanim mohou byt denaturovany a ztratit tak
svoji bioaktivitu po expozici enkapsulujicim latkam. Takové preparaty pouzivaji organicka roz-
poustédla, ktera mohou mit zhoubné efekty na zvoleny protein. Kone¢né pouziti alginatu

45 samotného, jak je diskutovano niZe, nezajistuje pozadované kontrolované uvolfiovani proteinu,
které je nezbytné k ziskani efektivnich terapeutickych vysledk.

Alginaty jsou obecn¢ dobfe znamé, ptirozené se vyskytujici, anionické polysacharidy tvofené
kyselinou 1,4—-D-manuronovou a o—L—guluronovou (Smidsrod, O. et al. Trends in Biotechno-
50 logy, 8: 71-78 (1990); Aslani, P. et al., ] Microencapsulation, 13/5: 601-614 (1996). alginaty se
typicky lisi v zastoupeni obou kyselin od 70% kyseliny manuronové a 30% kyseliny guluronové
do 30% kyseliny manuronové a 70% kyseliny guluronové (Smidsrod, viz vy3e). Kyselina algino-
vé je ve vod¢ nerozpustnd, zatimco soli tvofené monovalentnimi ionty jako je sodik, draslik a
amonium jsou ve vodé rozpustné (McDowell, R.H., ,,Properties of alginates* (London, Alginate
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Industries Ltd., 4. vydani 1977). Polyvalentni kationty reaguji s alginaty za spontanni tvorby
gelii.

Alginaty maji $iroké uplatnéni, napfiklad jako potravinova aditiva, adhesiva, farmaceutické
tablety, templaty pro bun&nou novotvorbu a k hojeni ran. Alginaty jsou také doporucovany pro

5 techniky k separaci bilkovin. Napfiklad Gray, C.J. et al., v: Biotechnology and Bioengineetring,
31: 607-612 (1988) zadrzel inzulin v gelech tvofenych zinkovym/vapnikovym alginatem a pouzil
tuto metodu k separaci inzulinu od ostatnich sérovych proteini.

Dobie bylo také popsano pouZiti alginatovych matrici jako transportnich systémd, viz naptiklad

10 patent US 4 695 463 popisujici transportni systém a farmaceutické preparaty tvorené Zvykaci
gumou s obsahem alginatu. Alginatové partikule byly také pouzity pro kontrolované uvolfiovani
riznych proteinii, jako naptiklad: receptor pro tumor necrosis faktor (TNF) v kationtovych algi-
natovych partikulich s polykationty, Wee, S. F. Proceed. Intern. Symp. Control. Rel. Bioact.
Mater., 21: 730-31 (1994); transformujici ristovy faktor (TGF) enkapsulovany do alginatovych

15 partikuli, Puolokkainen, P.A. et. al., Gastroenterology, 107: 1 319—1 326 (1994); angiogenni fak-
tory zachycené do kalcium alginatovych partikuli, Downs, E.C. et al., J. of Cellular Physiology,
152: 422-429 (1992); albumin zachyceny do chitosan—alginatovych kapsli, Polk, A.etal., J
Pharmaceutical Sciences, 83/2: 178-185 (1994), nebo chitosan—kalcium alginatové partikule
potaZzené polymery, Okhamafe, A.O. et. al. J. Microcapsulation, 13/5: 497-508 (1996); hemo-

20 globulin enkapsulovany do chitosan—kalcium alginatovych partikuli, Huguet, M.L. et al., Process
Biochemistry, 31: 745-751 (1996); a intrleukin—2 enkapsulovany do alginat—chitosanovych
mikrokuli¢ek, Liu, L.S. et. al., Proceed-Intern. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater, 22: 542-543
(1995).

Systémy pouzivajici partikule alginatového nebo alginat/kalciového gelu k zachyceni proteinti

25 neumoziuji jejich trvalé uvoliiovani v dusledku rychlého uvolfiovani proteinu z alginatovych
partikuli. Liu, L. et. al., J Control. Rel., 43: 65-74 (1997). K zabranéni tohoto rychlého uvoliiova-
ni byla vyzkousena cela fada systémi s pouZitim polykationickych polymerickych obalil (napfi-
klad polylysin, chitosan) k zpomaleni uvoliiovani protein alginatovych partikuli. Viz naptiklad
Wheatley, M.A. et. al., ] Applied Polymer Science, 43: 2123-2135 (1991); Wee, S.F. et. al. viz

30 vySe; Liu L.S. et al. viz vySe; Wee, S.F. et. al. Controlled Release Society, 22: 566567 (1995) a
Lim, et al., viz vySe.

Polykationty, jako je napfiklad polylysin, jsou pozitivné nabité polyelektrolyty, které interaguji
s negativné nabitymi molekulami alginatu, ¢imz vytvareji polyelektrolytové komplexy zabranuji-

35 ci diftzi na povrchu partikuli. Mezi problémy spojenymi s pouzitim polykationtii patii: 1) tyto
preparaty mohou byt kviili polykationtim cytotoxické (Huguet, M. L. et. al., viz vySe; Zimmer-
mannn, Ulrich, Electrophoresis, 13: 269 (1992); Bergmann, P. et. al., Clinical Science, 67:35
(1984); 2) polykationty jsou nachylné k oxidaci; 3) partikule potaZzené polykationty jsou $patné
odbouravany a hromadi se v téle; 4) tyto preparaty jsou pfipravovany pracnymi postupy, které

40 zahrnuji vicenasobné potazeni polykationtem polylysinem (Padol, et. al., Proceed Intern. Symp.
Control. Rel. Bioact. Mater, 2: 216 (1986); a 5) iontové interakce mezi proteinem a poly-
kationtem mize vést ke ztraté proteinové aktivity nebo zpuisobit jeho nestabilitu.

Spolu s vySe uvedenymi systémy existuji také transportni systémy, které vytvateji po injekéni

45 aplikaci gel, nebo jsou organické ¢i thixotropni povahy. Vytvofena depa gelu po injekéni aplikaci
preparatu mohou udrZovat uvolfiovani zachycenych I€ki. Mezi takové metody patii teplotou
indukovana tvorba gelu polooxamert (napiiklad Pluronics®, patent US 2 741 573). Tyto prepa-
raty jsou pfi nizké teploté tekuté, ale pfi teploté zvySené, jako je naptiklad teplota téla, vytvareji
gel. U téchto systémii je problémem kontrola uvoltiovani v disledku rozdilii v okolni teploté a

50  teplotach v rliznych anatomickych ¢astech téla, zejména pii pouZiti subkutanniho injekéniho
podani.

Podobné jako u gelovych systémi organické povahy nejsou tyto systémy vhodné pro kiehké
proteinové léky, které se destabilizuji v pfitomnosti organickych rozpoustédel nebo za nefyzilo-
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gickych podminek. K prodlouzeni aktivity penicilinu byly pouzity také thixotropni gely tvofené

aluminium steardtem v olejich. Buckwalter etal, J. Am. PHarm. Assoc., 137: 472 (1948);

Thompson, R.E., American Journal Clinical Nutrition, 7: 311 (1959); Thompson, Robert E.,

Sustained Release of Parenteral Drugs, Bulletin of Parenteral Science and Tech., 35, 106 (1981).
5 Proteiny maji tendenci k destabilizaci v pfitomnosti t&chto typti systémi obsahujicich ole;j.

Transportni systémy s trvalym uvoliiovanim 1€kt zahrnujici kontrolované zpozdéni tvorby gelu
v téle nejsou v oboru obecné& znamy. Tyto typy zpozdénych gelovych systémi jsou vSak znamy
v kontextu rostlinnych tkafiovych kultur, imobilizace bunék, tvorby mikrokuli¢ek, uvoliiovéani

10  insekticidd a v potravinafském primyslu. Alginaty byly napfiklad pouZzity s nerozpustnymi kom-
plexy kalcia a 8—glukonolaktonu jako donoru protonu pro uvolnéni kalciovych ionti do roztoku
pro vytvofeni gelu. Viz Draget et al, Appl. Microbiol. Biotechnol., 31: 79-83 (1989). Podobné
systémy byly pouzity i pro tvorbu alginatovych partikuli pomoci emulzifikace/vnitini tvorby
gelu. Alginatové mikrokuli¢ky byly pfipraveny za pouziti alginatu rozptyleného v rostlinném

15 oleji a pfi tvorbé gelu inicializovaném sniZzenim pH, aby doslo k uvolnéni kalcia z nerozpustného
komplexu. Viz Poncelet, D. et al, Appl. Microbiol. Biotechnol., 43: 644—650 (1995). Alginatové
systémy byly také pouzity k imobilizaci bun&k. Burke, C. ukazal v Methods of Enzymology, 135:
175-189 (1987), ze di—kalcium fosfat a 3—glukonolakton mohou byt pouzity spolu s alginatem ke
zpozdéni gelifikace bunék. Patent US 4 053 627 ukazuje pouziti diskt z alginatového gelu za

20 uelem kontroly uvoliiovani insekticidu ve vodném prostiedi. Tyto vySe zminéné moZnosti
pouziti nejsou ureny pro tvorbu depot gelu v téle za Gcelem trvalého uvolilovani biologicky
aktivnich latek, obzvlasté proteind.

Z tohoto diivodu existuje potfeba vyvoje gelovych farmaceutickych preparati se zpozdénym

25 uvoliiovanim aktivni latky pro klinické aplikace. Takového postupu by se mohlo vyuzit pro celou
fadu rekombinantnich i pfirozenych proteini, které by mohly byt konstantné a dlouhodobé€ uvol-
fovany z gelovych preparatd se zpozdénym uvoliiovanim a tim zajistit efektivné)si klinické
vysledky.

Piedkladany vynalez zajiStuje tyto vyhody. Gelové farmaceutické preparaty se zpozdénym
30  uvolilovanim aktivni latky, které jsou predmétem predkladaného vynalezu, zajistuji ochranu
proteint, snizuji jejich degradaci a zpomaluji rozpousténi se zvySenim stability a Ocinnosti
proteinu. Farmaceutické preparaty predkladaného vynalezu piedstavuji také jednoduchy, rychly a
ne piili§ drahy prostiedek kontrolovaného uvoliovani rekombinantniho proteinu vedouci
k efektivnim profylaktickym, terapeutickym nebo diagnostickym vysledkim.
35

Podstata vynalezu

Prvnim aspektem pfedmétu vynalezu je gelotvorna farmaceuticka kompozice s prodlouZzenym
40 uvoliiovanim a zpozZdénou tvorbou gelu, ktera obsahuje

a) alginat;

b) biologicky aktivni ¢inidlo; a

c) alespon jeden vazany polyvalentni ion kovu,

ve farmaceuticky vhodném nosiéi nebo fedidle.

45
Vyhodné subaspekty zahrnuji nasledujici provedeni této kompozice:
—  kompozice déle obsahuje d) alespoii jeden donor protonu schopny poskytnout hydrolyzou,
jako disledek Spatné rozpustnosti nebo pomalého rozpousténi kyselinu, jejimz plisobenim se
uvoliiuje vazany polyvalentni ion kovu;

50  — donor protonu je zvoleny z pufru, esteru, $patn€ rozpustné kyseliny, pomalu se rozpoustgjici

kyseliny nebo laktonu;

—  donorem protonu je glukonolakton;
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—  polyvalentni ion kovu je smési vazaného a nevazaného polyvalentniho iontu kovu;

—  kompozice dile obsahuje excipient nebo excipienty pro stabilizaci biologicky u¢inného
¢inidla nebo alginatu;

—  vAzany polyvalentni ion kovu je ve formé& soli vybrané z fosfatd, tartratd, sulfati, karbonati,
hydroxidi nebo soli s anionty mastnych kyselin;

—  jon kovu je vybrany z manganu, stroncia, Zeleza, hot¢iku, vapniku, barya, médi, hliniku
nebo zinku;

—  iontem kovu je vapnik;

—  alginat obsahuje alespoti 30 % guluronové kyseliny;

—  podil alginatu je alespoti 0,05 hmotnostniho procenta;

—  Dbiologicky aktivni ¢inidlo obsahuje protein;

— protein je vybrany zhematopoetickych faktord, kolonie stimulujicich faktord, faktori
uéinkujicich proti obezitg, ristovych faktort a protizanétlivych faktord;

—  protein je vybrany z leptinu, faktord stimulujicich kolonie granulocyti (G-CSF), ristovych
faktorti stimulujicich kolonie (CSF), neurotrofickych faktori odvozenych zmozkové tkané
(BDNF), neurotrofickych fakto— rii odvozenych z glii (GDNF), neurotrofického faktoru 3 (NT3),
faktorti stimulujicich kolonie granulocyti a makrofagi (GM—CSF), antagonistd receptoru inter-
leukinu 1 (IL-1ra), interleukinu 2 (IL-2), vazebnych proteini pro faktor nekrozy nadort
(TNF-bp), ristovych faktorG odvozenych z megakaryocyti (MGDF), osteoprotegerinu (OPG),
interferont, erytropoetinu, keratinocytového ristového faktoru (KGF) , inzulinu a jejich analogi
nebo derivati;

—  biologicky aktivnim ¢inidlem je komplexované biologicky aktivni Cinidlo;

~  komplexovanym biologicky aktivnim ¢inidlem je vysraZeny protein;

—  vysrazenym proteinem je leptin vysraZeny zinkem;

—  kompozice je umisténa v injekéni stiikacce.

Dalsim aspektem pfedmétu vynalezu je kompozice definovana vySe pro pouziti jako léCivo,
zejména pro 1é&eni nadmérné hmotnosti, diabetes, vysoké hladiny krevnich lipidd, arteridlni
sklerdzy, arterialnich plat, sniZeni nebo prevenci tvorby zluCovych kamenii, nedostate¢nosti

hmoty beztukové tkané&, nedostatedné senzitivity na inzulin a mrtvice; deficience hemato-
poetickych bunék, infekce a neutropenie; jakoZz i zanétu.

Podrobné;jsi popis vynalezu

Ptedkladany vynalez se tyka preparatd s trvalym uvolfiovanim ¢inné latky za pouZiti alginato-
vych gelt zpozd'ujicich jeji uvoliiovani. Gely s trvalym a zpozdénym uvolfiovanim G¢inné latky
zahrnuji zejména thixotropni alginatové gely s biologicky u¢innou latkou. Tento typ gelu zajistu-
je vyhodu ¢inné a vysoké koncentrace biologicky aktivni latky v alginatovém gelu se zpozdé-
nym uvoliiovanim, coZ umoziuje jeji trvalé uvoliiovani pfi dostatecné ochrané proteinu, snizené
degradaci, zvySené stabilité a G¢innosti aktivni latky. Navic naCasovani tvorby gelu zajistuje
vys$$i kontrolu jeho vlastnosti a podavani.

Jeden z aspektu predkladaného vynalezu tudiz zahrnuje gelovy preparét s trvalym a zpozdénym
uvolfiovanim ucinné latky, ktery je tvoreny hydrofilnim polymerem, biologicky aktivni latkou a
alespoi jednim vazanym polyvalentnim iontem kovu. Stuper tvorby gelu je kontrolovan hladinou
volného kalcia, tj. nevazanym polyvalentnim iontem kovu. Biologicky aktivni latka miZze byt ve
formé komplexu. Tvorba molekul ve form& komplexi a latky tykajici se tvorby komplexu jsou
dobfe znamy vSem znalym oboru. Vyse zminéné preparaty mohou navic obsahovat polyvalentni



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 299180 B6

iont kovu, ktery je smési vazanych a nevazanych polyvalentnich ionti kovii. V disledku ¢asové
kontroly uvoliiovani téchto gelti se zpozdénym uvolfiovanim mohou byt tyto gely umistény do
téla, kde po injek¢ni aplikaci vytvafeji gel. Navic v diisledku thixotropni povahy preparatu
v gelové formé mohou byt tyto smési injekéné aplikovany i ve formé gelu, napiiklad pisobenim
tlaku ze stfikacky, kde po podani vytvafi preparat v téle opét gel.

Dalsim aspektem pfedkladaného vynélezu je zajidténi gelového preparatu s trvalym a zpozdénym
uvoliovanim G¢inné latky tvofeného hydrofilnim polymerem, biologicky aktivni latkou, alespoi
Jednim vdzanym polyvalentnim jontem kovu a dale alespofi jednim donorem protonu schopnym
uvolnit vazany polyvalentni iont kovu. Uvolnéni protonu z jeho donoru uvoliiuje kation z vazané-
ho polyvalentniho iontu kovu.

Dal$im aspektem predkladaného vynalezu je zajisténi metod pripravy gelovych preparéti s trva-
lym a zpozdénym uvoliiovanim u¢inné latky, které jsou ptedmétem predkladaného vynalezu.
Jedna metoda se sklada z krokii smiSeni biologicky aktivni latky a hydrofilniho polymeru s roz-
poustédlem za vzniku prvni smési. Ta je pak smiSena alespoii s jednim vazanym polyvalentnim
iontem kovu za vzniku druhé smési. Alternativni metoda se sklada z krokii smiSeni biologicky
aktivni latky a hydrofilniho polymeru s rozpoustédlem za vzniku prvni smési. Ta je pak smisena
alespoil s jednim vazanym polyvalentnim iontem kovu za vzniku druhé smési, ktera je pak
smiSena s alespofi jednim donorem protonu schopnym uvolnit vazany polyvalentni iont kovu.
Vazany polyvalentni iont kovu a donor protonu mohou byt také pridany k prvni smési spole&né,
nebo miiZe byt donor protonu ptidan k prvni smési pfed p¥idanim vazaného polyvalentniho iontu
kovu. Navic je také zahrnut krok izolace gelového preparatu s trvalym a zpozdénym uvoliio-
vanim G¢inné latky.

UZivanym terminem vézany polyvalentni iont kovu je mySlen polyvalentni iont kovu ve formé
soli nebo chelatu, nebo ve formé iontového komplexu. Vazanym polyvalentnim iontem kovu
miZe byt smés vazanych a nevazanych polyvalentnich iontii kovu, z které miZe byt, jak je
uvedeno vySe, uvolnén vazany polyvalentni iont kovu. Zde uZivany termin donor protonu schop-
ny uvolnit vazany polyvalentni iont kovu se tyka silnych kyselin, slabych kyselin, nebo materialu
schopného tvorby kyseliny, napiiklad laktony nebo estery (vodnou hydrolyzou), nebo $patnd
rozpustna kyselina ¢i pomalu se rozpoustéjici kyselina, jako je naptiklad kyselina adipova.

Zde uzivany termin rozpoustédlo se tyka vodnych i nevodnych rozpoustédel schopnych disperze
¢i rozpusténi biologicky aktivnich latek, hydrofilnich polymerd, polyvalentnich ionti kovi,
donorti protonu, nebo latek tvoficich komplexy. Takova rozpoustédla jsou dobie zndmé kazdému
znalému oboru. Zplisob tvorby prvni i druhé smési miZe byt proveden metodami znamymi
kazdému znalému oboru. Jedné se o nasledujici metody, ackoli nejen o tyto: nalévani a tfepani,
pfidavani po kapkéch, disperze, sprejovani nebo miseni pomoci sprejovych trysek, vzduchovych
trysek, atomizace a pouziti elektrického pole. Terminem disperze pro ucely piedkladaného
vynalezu se rozumi kapalné, pevné nebo plynné disperze. UZivanym terminem izolace se rozumi
izolace gelového preparatu s trvalym a zpozdénym uvoliiovanim G&inné latky, ktery je pred-
métem piedkladaného vynalezu. Tyto izolaéni a purifikaéni postupy jsou dobie znamy v oboru.

Dalsim aspektem predklddaného vynalezu je zajisténi piipravy gelovych preparatd s trvalym a
zpozdénym uvoliiovanim G¢inné latky za pomoci vy3e uvedenych metod. Dali metody zahrnuji
vySe zmin€né gelové prepardty strvalym a zpozdénym uvoliiovanim u&inné latky s farma-
ceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo adjuvantni latkou. Navic mize byt gelovy preparat se zpozdé-
nym uvolfiovanim a¢inné latky obsazen v injekéni stiikadce.

Dalsim aspektem piedkladaného vynélezu Je zajisténi metod lé¢by a indikaci pro pouziti gelo-
vych preparatd s trvalym a zpozdénym uvoliiovanim G&inné latky, obsahujicich pozadované
biologicky aktivni latky.
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Detailni popis vynalezu

Slozeni

Hydrofilni polymery zahrnujici alginaty a jejich derivaty mohou byt ziskany z riznych komer¢-
nich, pfirozenych ¢i syntetickych zdroji dobfe znamych v oboru. Zde uzivany termin hydrofilni
polymer se tyka ve vodé rozpustnych polymeri nebo polymert s afinitou k vodé. Hydrofilni
polymery jsou dobfe znamy kazdému znalému oboru a zahrnuji, adkoli nejsou limitovany na:
polyanionty, vCetn€ anionickych polysacharidd, jako jsou napiiklad, alginat, gelan, karboxy-
metylamyldza, soli kyseliny polyakrylové, soli kyseliny polymetakrylové, etylen maleic anhydrid
kopolymer (polovi¢ni ester), karboxymetylceluloza, dextransulfat, heparin, karboxymetyldextran,
karboxyceluléza, 2,3—dikarboxyceluléza, trikarboxyceluloza, karboxy arabsk4 guma, karboxy
karagenan, karboxy pektin, karboxy tragakantovd guma, karboxy xantanova guma, pentosan
polysulfét, karboxy Skrob, karboxymetyl chitin/chitisan, curdlan, inozitol hexasulfat, B—cyklo-
dextrin sulfat, hyaluronova kyselina, chondroitin-6-sulfat, dermatan sulfat, heparin sulfét,
carboxymetyl Skrob, karagenan, polygalakturonat, karboxy guarovd guma, polyfosfat, poly-
aldehydo—karbonova kyselina, poly—I-hydroxy—1-sulfonat-propen-2, kopolystyren kyseliny
maleinové, agardza, mezoglykan, sulfopropylované polyvinyl alkoholy, celuléza sulfat, protamin
sulfat, fosfoguarova guma, polyglutamova kyselina, polyaspatrtova kyselina, polyamino kyseli-
ny, jejich derivity nebo kombinace. Kazdy znaly oboru oceni i dalsi rozliéné hydrofilni
polymery, které jsou v rozsahu predkladaného vynalezu.

Podobné mohou byt i vazané polyvalentni ionty kovi ziskany zrozliénych komerénich,
pfirozenych nebo syntetickych zdroji, které jsou dobfe znamé v oboru. Vazané nebo sekvestro-
vané polyvalentni ionty kovii v rozsahu ptedkladaného vynalezu zahrnuji, ale nejsou limitovany
na: mangan, stroncium, Zelezo, hoi¢ik, kalcium, barium, mé&d’, hlinik, nebo zinek. lonty kovii
mohou byt ziskdny z rozpustnych soli latek tvoficich komplexy, acetéati, fosfat(, laktatd, tarta-
ratd, citratd, sulfatd, chloridi, karbonatd, hydroxidi, nebo anionti mastnych kyselin, jako jsou
napfiklad oledty. Kazdy znaly oboru oceni dalsi rozli¢né vazané polyvalentni ionty kovi/-
komplexy, které jsou v rozsahu predkladaného vynalezu. Vazané polyvalentni ionty kovii mohou
zahrnovat smés vazanych a nevazanych polyvalentnich iontd kovi.

Zde uZivané donory protoni se tykaji materialu, ktery miZe tvofit kyseliny. Donory protonii jsou
schopné uvolnit vazany nebo sekvestrovany polyvalentni iont kovu. Donory protonii jsou dobie
znamy v oboru a zahrnuji, ale nejsou limitovany pouze na: laktony, jako jsou napfiklad glukono-
laktony, estery, pufry a jiné pomalu se rozpoust&jici kyseliny. Zde pouZzivané pomalu se roz-
poustejici kyseliny se tykaji kyselin, jako jsou pevné kyseliny s nizkou rozpustnosti v rozpoustéd-
lech. Pomalu se rozpoustéjici kyseliny navic zahrnuji zafizeni nebo potazené materidly, které
pomalu uvoliiuji kyseliny. Dobie znamé kyseliny v rozsahu oboru zahrnuji kyselinu octovou,
adipovou, citrénovou, fumarovou, glukonovou, mlé&nou, jableénou, fosfore¢nou a vinnou. Kazdy
znaly oboru oceni rozli¢né donory protond, které jsou v rozsahu predkladaného vynalezu.

Zde uzivany termin pufr nebo pufrovaci roztok se tyka pouZiti anorganickych nebo organickych
kyselin nebo zasad, ¢i jejich kombinaci, k pfipravé roztoku pufru tak, jak je zndmo v oboru. Ty
také zahrnuji amfoterni materialy nebo aminokyseliny. Anorganické kyseliny v rozsahu predkla-
dan¢ho vynalezu zahrnuji hydrogen halid (napfiklad kyselina chlorovodikova), kyselinu fosfo-
recnou, dusicnou nebo sirovou. Dalsi anorganické kyseliny jsou dobfe znamé kazdému znalému
voboru a jejich pouZiti je zde predpokladano. Organické kyseliny v rozsahu predkladaného
vynalezu zahrnuji alifatické karboxylové kyseliny a aromatické kyseliny, jako jsou napriklad
kyselina mraven¢i, karbonova, octova, propionova, maselna, valerova, kapronova, akrylova,
malonova, jantarova, glutarova, adipovd, maleinova, fumarova, glycin nebo kyselina fenol-
sulfonova. Dalsi anorganické kyseliny jsou dobfe zndmé kazdému znalému v oboru. Organické
zasady zahrnuji TRIS®, pyridin, PIPES® a HEPES®. Aminokyselinové pufry zahrnuji glycinovy
pufr a pufr s glycinem/kyselinou fosfore¢nou.
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Zde uZivany termin biologicky aktivni latky se tyka rekombinantnich nebo ptirozené se vyskytu-
jicich proteini, humanniho i Zivo¢isného puvodu, které jsou uZite¢né v profylaktickych,
terapeutickych nebo diagnostickych aplikacich. Tento termin se dale tyka nebilkovinnych latek,
Jako napfiklad malych molekul, oligonukleotidii a anorganickych i organickych latek. Biologicky
aktivni latka miZe byt ptirozené, syntetické, semisyntetické povahy, nebo se miize jednat o jejich
derivaty. Biologicky aktivni latky, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu, mohou byt
schopny precipitace. Je pfedpokladano Siroké mnozstvi biologicky aktivnich latek. Ty zahrnuji,
ale nejsou vSak limitovany pouze na: hormony, cytokiny, hematopoetické faktory, ristové
faktory, faktory piisobici proti obezitg, trofické faktory, proti zanétlivé faktory a enzymy (viz také
patent US 4 695 463, kde jsou uvedeny dalsi ptiklady uzite¢nych biologicky aktivnich latek).
Kazdy znaly oboru bude schopen snadno pfizplsobit pozadovanou biologicky aktivni latku
preparatim, které jsou pfedmétem ptedkladaného vynalezu.

Tyto proteiny zahrnuji, ale nejsou limitovany pouze na: interferony (viz patenty US 5 372 808,
US 5541293, US 4897 471 a US 4 695 623, které jsou timto za€lenény jako reference véetné
vyobrazeni), interleukiny (viz patent US 5 075 222, ktery je timto za¢lenén jako reference véetnd
vyobrazeni), eryttropoetiny (viz patenty US4 703 008, US 5441868, US 5618698, US
5547 080, které jsou timto zaClenény jako reference v&etné vyobrazeni), kolonie granulocyti
stimulujici faktory (G-CSF) (viz patenty US 4 810 643, US 4 999 291, US 5 582 823, a PCT
publikace WO 94/171185, které jsou timto zatlenény jako reference véetné vyobrazeni), faktor
kmenovych buné€k (PCT publikace WO 91/05795, 92/17505 a 95/17206, které jsou timto
zallen€ny jako reference vetné vyobrazeni) a OB protein (viz PCT publikace WO 96/40912,
96/05309, 97/00128, 97/01010 a 97/06816, které jsou timto zallenény jako reference vietnd
vyobrazeni). Biologicky aktivni litky mohou navic také zahrnovat, ackoli nejsou pouze limitova-
ny na: produkty majici ucinky proti obezité, inzulin, gastrin, prolaktin, adrenokortikotropni
hormon (ACTH), thyroideélni stimulujici hormon (TSH), luteinizaéni hormon (LH), folikuly
stimulujici hormon (FSH), lidsky choriovy gonadotropin (HCG), motilin, interferony (alfa, beta,
gama), interleukiny (IL-1 az IL-12), tumor necrosis faktor (TNF), vazebny protein pro tumor
necrosis faktor (TNF-bp), zmozkové tkané¢ odvozeny neurotroficky faktor (BDNF), z glii
odvozeny neurotroficky faktor (GDNF), neurotroficky faktor 3 (NT3), fibroblastové ristové
faktory (FGF), neurotroficky ristovy faktor (NGF), kostni riistové faktory, jako jsou naptiklad
osteoprotegerin (OPG), inzulinu podobné riistové faktory (IGF), kolonie makrofagi stimulujici
ristovy faktor (M—CSF), kolonie granulocyti a makrofagh stimulujici faktor (GM—CSF),
z megakaryocytl odvozeny ristovy faktor (MGDF), keratynocytovy ristovy faktor (KGF),
trombopoetin, z desti¢ek odvozeny ristovy faktor (PGDF), kolonie stimulujici riistové faktory
(CSF), kostni morfogeneticky protein (BMP), superoxiddismutaza (SOD), aktivétor tkafiového
plazminogenu (TPA), urokinaza, streptokinaza a kalikrein. Zde uZivany termin proteiny zahrnuje
peptidy, polypeptidy, konzervativni molekuly, analoga, derivaty nebo jejich kombinace.

Derivaty biologicky aktivnich latek mohou zahrnovat slougeniny s pfipojenymi jednou nebo vice
chemickymi skupinami k molekule bilkoviny. Bylo prokazano, ze chemick4 modifikace biologic-
ky aktivnich latek za ur¢itych okolnosti, jako jsou naptiklad zvyseni stability a doby v cirkulaci
daného terapeutického proteinu, &i sniZeni imunogenity, nepfina$i dalsi vyhody. Kazdy znaly
oboru bude schopen zvolit pozadovanou chemickou modifikaci na podkladé pozadovaného
davkovani, doby cirkulace, rezistence viii proteolyze, terapeutického pouziti a dalsich faktord.
Zadouci jsou derivaty jako naptiklad polyetylen glykol a Fc fazni proteiny.

Komplexy

Biologicky aktivni latka mize byt ve formé komplexu. Ty zahrnuji precipitované formy, struktu-
rované formy a asociace s jinymi molekulami. Tyto komplexni formy G&inné latky mohou snizo-
vat stupefi difize této latky z gelu a tudiz udrzovat jeji uvoliiovani. Tyto komplexni formy
zahrnuji, ackoli nejsou limitovany pouze na: biologicky aktivni latky v komplexu s protilatkami,
substraty, receptory, lipidy, polymery a precipitujici latkami.
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Biologicky aktivni latky, analoga, nebo derivaty mohou byt napiiklad podavany v komplexu
s vazebnou sloZkou. Takova vazebna slozka ve spojeni s vySe uvedenymi prospéinymi vlast-
nostmi miize vést k prodlouzeni cirkulaéni doby Gginné latky, analoga nebo derivatu, nebo ke
zvySeni aktivity biologicky ucinné latky. Témito slozkami mohou byt proteiny (nebo peptidy),
derivaty, analoga, nebo kombinace nebilkovinnych latek.

Pro ilustraci, vazebny protein pro OB protein je receptor pro OB protein, nebo jeho &4st, jakou je
naptiklad jeho rozpustna Cast. Dalsi vazebné proteiny mohou byt nalezeny zkoumanim OB
proteinu nebo zvoleného proteinu v séru, nebo mohou byt zjistény empiricky zkoumanim piitom-
nosti vazebnych vlastnosti. Tyto vazebné vlastnosti nebudou typicky interferovat se schopnosti
OB proteinu nebo analoga ¢i derivatu vazat se na endogenni receptor pro OB protein a/nebo
ovliviiovat signalni transdukci. Kromé& OB proteinu je mozno pouzit vazebné komplexy také u
Jjinych terapeutickych proteint, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu. Vsichni znali
oboru budou schopni zjistit pfislusné vazebné proteiny pro pouziti s predkladanym vynalezem.

Podobné mohou byt ziskany také precipitatni latky pouzivané k precipitaci biologicky aktivni
latky, a to z rliznych komer¢nich, pfirozenych nebo syntetickych zdroji, které jsou dobie znamy
v oboru. Precipitujici latky zahrnuji, a¢koli nejsou limitovany pouze na: polyvalentni ionty kovii
nebo jejich soli, jako jsou acetaty, citraty, chloridy, karbonaty, hydroxidy, oxalaty, tartaraty, nebo
Jejich hydroxidy, kyseliny, nebo ve vodé rozpustné polymery. lonty kovii zahrnuji zejména,
ackoli nejsou limitovany pouze na: ionty hliniku, baria, vapniku, Zeleza, manganu, hoiciku,
stroncia a zinku. lont kovu je nejlépe zinek nebo jeho soli, jako naptiklad acetat chloridové soli.
Mohou byt také pouzity ve vodé rozpustné malé molekuly a soli, jako jsou napiiklad amonium
sulfat, aceton, etanol a glycerol.

Podobné¢ jako pro ve vod€ rozpustné polymery zahrnuji vy3e uvedené molekuly, atkoli nejsou
limitovany pouze na: polyetylen glykol, etylen glykol/propylen glykol kopolymery, hydroxy-
metylcelul6zu, dextran, polyvinyl alkohol, polyvinyl pyrolidon, poly 1,3 dioxolan, poly— 1,3,6—
trioxan, etylen/maleic anhydrid kopolymery, polyaminokyseliny, dextran, poly (n—vinyl pyroli-
don), polyetylen glykol, propylen glykol homopolymery, polypropylen oxid/etylen oxid kopoly-
mery, polyoxyetylované polyoly, polyvinyl alkohol sukcinat, glycerin, etylen oxidy, propylen
oxidy, poloxamery, alkoxylované kopolymery, ve vod& rozpustné polyanionty, jejich derivaty &
kombinace. Ve vodé rozpustny polymer miize mit jakoukoli molekulovou vahu a mize byt
vétveny i nevétveny. Preferovand molekulova vaha polyetylen glykolu je kuptikladu okolo
700 kDa a zhruba 100 kDa pro usnadnéni manipulace a Giéinnosti precipitace.

Mohou byt pouzity i jiné velikosti a typy precipitujicich latek v zavislosti na pozadovaném
terapeutickém profilu (napf. trvani pozadovaného trvalého uvoliiovani, aginky, pokud jsou, na
biologickou aktivitu, jednoduchost manipulace, stupeii &i chybéni antigennich vlastnosti a dalsi
znamé Cinky poZzadované precipitujici latky vii&i terapeutickému proteinu nebo analogu). Kazdy
znaly oboru oceni dalsi precipitujici latky, které jsou v rozsahu piedkladaného vynalezu.

Navic preparaty pfedkladaného vynalezu mohou také zahrnovat extra excipientni latky nezbytné
pro stabilizaci biologicky aktivni latku a/nebo hydrofilni polymer. Tyto excipientni latky mohou
byt obsazeny v pufru a mohou zahrnovat konzervaéni latky, a&koli nejsou limitovany pouze na
ne.

Farmaceutické preparaty

Farmaceutické preparaty s trvalym uvoliiovanim &inné latky, které jsou predmétem predkla-
daného vynalezu mohou byt podavany perorélng (napf. tekuté preparaty umoziiujici tvorbu gelu
v zaludku nebo ve stfevs), anebo jako preparaty, které nejsou ureny k peroralni aplikaci
(napfiklad preparaty intramuskularni, subkuténni, transdermaln, visceralni, IV (intravendzni), IP
(intraperitonealni), intraartikularni, nitrousni, ICV (intracerebroventrikularni), IP (intraperitoneal-
ni), intraarterialni, intrathekalni, intrakapsularni, intraorbitalni, injekéni, plicni, nosni, rektalni a
délozné transmukosélni. Ptedkladany vynélez zahrnuje obecné gelové farmaceutické preparaty
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s trvalym a zpozdénym uvoltiovanim 0¢inné latky, které obsahuji a¢inna mnoZzstvi proteinu, nebo
jeho derivati, s trvalym uvolfiovanim preparatd, které jsou pfedmétem piedkladaného vynalezu,
spolu s farmaceuticky pfijatelnymi diluenty, konzervaénimi, solubilizaénimi, emulzifikujicimi a
adjuvantnimi latkami, a/nebo nosici pottebnymi pro aplikaci. (viz PCT WO 97/01331, ktery je
timto zaClenén jako reference). Optimalni farmaceuticky preparat uréeny pro pozadovanou
biologicky aktivni latku se urCi v zavislosti na zpisobu podani a pozadované davce. Piiklady
farmaceutickych preparati jsou uvedeny v publikaci Remington’s PH armaceutical Sciences
(Mack Publishing Co., 18. vydani, Easton, PA, strany 1 4351 712 (1990)).

V dusledku thixotropni povahy gelovych preparati se zpozdénym uvoliiovanim uginné latky,
mize byt pouZzito injek¢ni stifkacky k subkutannimu podani. Preparat mize vytvofit v injekéni
stifkaCce gel pro pozdéjsi pouziti. Tvorba gelu miZe probihat s uréitym zpozdénim. Toto &aso-
vani je kontrolovano vhodnou Upravou mnozstvi latky zpisobujici tvorbu gelu a také donoru
protonu, pokud je pouzivan, stejné tak jako velikosti ¢astic polyvalentniho iontu kovu a teploty
smési. Takové preparaty jsou uréeny pro pozdéjsi znovu—tvorbu gelu v téle po injekéni aplikaci.
Zde uZzivany termin thixotropni se tyka viskozity smési gelu, ktera se sniZuje pfi piisobeni tlaku,
napiiklad pti stlaceni pistem stiikacky, kdy muZe smés téci, naptiklad skrz jehlu stéikacky, a poté
znovu vytvofit gel v misté injekéniho podani.

Koncepce zpozdéné tvorby gelu miize byt také aplikovana na napli stiikacky, kdy je strikacka
naplnéna gelovym preparatem s trvalym uvolfiovanim G8inné latky, a v uréitém &ase vytvaii
preparat ve stfikace gel, napfiklad jiz po nékolika minutach &i az po mnoha hodinich po
naplnéni. Tento fakt zabrafiuje problémim s naplni stfikacky materialem, ktery jiz vytvofil gel.
Tyto predplnéné stiikacky mohou byt skladovany pro pozd&jsi injekéni podani pacientiim.

Komponenty, které mohou byt potfebné pro aplikaci zahrnuji diluenty nebo pufry o riizném pH a
iontové sile (naptiklad Tris HCI, acetat); aditiva, jako naptiklad surfaktanty a solubilizujici latky
(napfiklad Tween 80, HCO-60, Polysorbate 80), lipidy, lipozomy, antioxida&ni latky (napiiklad
kyselina askorbova, glutathion, metabisulfit sodny), dodate¢né polysacharidy (napiiklad karboxy-
metylceluléza, alginat sodny, hyaluronat sodny, protamin sulfét, polyetylen glykol), konzervaéni
latky (napriklad Thimersol, benzyl alkohol, metyl paraben, propyl paraben) a stavebni substance
(naptiklad laktoza, manitol); inkorporaci materialu se specifickymi preparaty tvofenymi polymer-
nimi slou¢eninami, jako jsou napiiklad polymery nebo kopolymery kyselin polymlé&né/polygly-
kolové atd., nebo kombinace s lipozémy. Jako komponenta vhodna pro aplikaci miZe byt pouzita
také kyselina hyaluronova, coz miize dokonce dale podpofit setrvani aktivni latky v cirkulaci.
Preparaty s trvalym uvolfiovanim G¢inné latky, které jsou ptedmétem piedkladaného vynalezu
mohou byt navic také rozptyleny v olejich (napfiklad v sezamovém, kukuti¢ném nebo rostlinném
oleji), nebo v jejich smési s fosfolipidy (napfiklad lecitinem), nebo s triglyceridy tvofenymi mast-
nymi kyselinami se stfedné dlouhym fetézcem (napfiklad Miglyol 812) k vytvoreni olejové sus-
penze. Preparaty pfedkladaného vynalezu mohou byt také rozptyleny v disperznich latkach, jako
Jsou napfiklad ve vodé rozpustné polysacharidy (napfiklad manitol, laktéza, glukéza, $kroby),
hyaluronova kyselina, glycin, fibrin, kolagen a anorganické soli (naptiklad chlorid sodny).

Pro aplikaci preparatt s trvalym uvolilovanim &inné latky jsou zamyslena navic také zafizeni
uzivana pro transport terapeutickych produktd do plicni tkan& zahrnujici, agkoli se neomezuji
pouze na: nebulizatory, davkovaci inhalatory a praskové inhalatory, zafizeni znama kazdému
znalému oboru.

Komponenty uZivané pro aplikaci mohou ovlivnit fyziklni vlastnosti, stabilitu, stupeii uvoltiova-
ni in vivo a také stupeii odstrafiovani in vivo proteini a jejich derivati. Kazdy znaly oboru oceni
pfislusné komponenty uréené pro aplikaci a/nebo piisluina mechanickéa zafizeni v zavislosti na
terapeutickém pouziti, zpiisobu podani, pozadovaném davkovani, cirkulaéni dobé, rezistenci
k proteolyze, stabilité proteinu a dal3ich faktorech.
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Metody pouziti

Terapeutické. Terapeuticka pouZziti zavisi na pouzité biologickyaktivni latce. Kazdy znaly oboru
bude snadno schopen ptizplisobit pozadovanou biologicky uéinnou latku piedkladanému vynale-
zu pro zamyslené terapeutické pouziti. Terapeuticka pouZiti takovych latek jsou detailnéji uvede-
na v nasledujicich publikacich, které jsou timto zadlenény jako reference v&etné vyobrazeni.
Terapeuticka pouziti zahrnuji, ale nejsou limitovana na: pouZiti proteind jako jsou interferony
(viz patenty US 5372808, US 5541293, US4897471 a US4 695623, které jsou timto
zatlenény jako reference vcetné vyobrazeni), interleukiny (viz patent US 5 075 222, ktery je
timto zaClenén jako reference véetné vyobrazeni), erytropoetiny (viz patenty US 4 703 008,
US 5441 868, US 5618698, US 5547933 a US 5621 080, které jsou timto zallenény jako
reference veetn€ vyobrazeni), kolonie granulocytii stimulujici faktory (viz publikace WO
94/17185, které jsou timto zaélenény jako reference v&etné vyobrazeni), faktor kmenovych bunék
(PCT publikace WO 91/05795, 92/17505 a 95/17206, které jsou timto za&lenény jako reference
vCetné vyobrazeni), a OB protein (viz PCT publikace WO 96/40912, 96/00128, 97/01010 a
97/06816, které jsou timto zaclenény jako reference véetné vyobrazeni).

Terapeutické pouziti, které je pfedmétem predkladaného vynalezu navic zahrnuje pouziti
biologicky aktivnich latek, které zahrnuji, ackoli nejsou pouze limitovany na: produkty majici
ucinky proti obezit€, inzulin, gastrin, prolaktin, adrenokortikotropni hormon (ACTH), thyroideal-
ni stimulujici hormon (TSH), luteinizani hormon (LLH), folikuly stimulujici hormon (FSH),
lidsky choriovy gonadotropin (HCG), motilin, interferony (alfa, beta, gama), interleukiny (IL—1
az ILK~12), tumor necrosis faktor (TNF), vazebny protein pro tumor necrosis faktor (TNF-bp),
z mozkové tkané odvozeny neurotroficky faktor (BDNF), z glii odvozeny neurotroficky faktor
(GDNF), neurotroficky faktor 3 (NT3), fibroblastové ristové faktory (FGF), neurotroficky
rustovy faktor (NGF), kostni rlistové faktory, jako jsou napiiklad osteoprotegerin (OPG), inzulinu
podobné riistové faktory (IGF), kolonie makrofagi stimulujici ristovy faktor (M—CSF), kolonie
granulocyti a makrofagl stimulujici faktor (GM—CSF), z megakaryocyti odvozeny ristovy
faktor (MGDF), keratynocytovy ristovy faktor (KGF), trombopoetin, z destitek odvozeny
rastovy faktor (PGDF) kolonie stimulujici ristové faktory (CSF), kostni morfogeneticky protein
(BMP), superoxiddismutaza (SOD), aktivator tkafového plazminogenu (TPA), urokinaza,
streptokinaza a kalikrein. Zde uzivany termin proteiny zahrnuje peptidy, polypeptidy, konzerva-
tivni molekuly, analoga, derivaty nebo jejich kombinace. Pfedkladané preparaty mohou byt také
pouZity pro vyrobu jednoho nebo vice 1é¢iv pro 1é&bu nebo zmirnéni piiznakti onemocnéni, ke
kterému je pouZiti biologicky aktivni latky zamysleno.

Kombinacni lécba. Predkladané preparaty a metody mohou byt pouzity ve spojeni s jinymi
terapeutickymi moZnostmi, jako jsou napiiklad dietni opatfeni a cvigeni. Jiné 1éky, jako jsou
napiiklad Iéky pouzivané pro 1é¢bu diabetu (napfiklad inzulin, ptipadné amylin), léky snizujici
hladinu cholesterolu a krevni tlak (jako napiiklad 1éky snizujici hladiny krevnich lipidii, nebo jiné
kardiovaskularni 1¢ky), léky zvysujici aktivitu (napfiklad amfetaminy), diuretika (pro vyloueni
tekutin) a léky potladujici chut’ k jidlu. Podani téchto 16kt mize byt soudasné nebo miize byt in
seriatim. Pfedkladané metody mohou byt navic pouzity ve spojeni s chirurgickymi zkroky, jako
Jsou naptiklad kosmetické chirurgické zakroky pozmétiujici celkovy vzhled tdla (napfiklad lipo-
sukce nebo laserové zakroky snizujici télesnou hmotu, nebo implantaéni chirurgické zakroky
zvysujici télesnou hmotu). Zdravotni prospéch z kardialnich srde¢nich zakroku, jako jsou napfi-
klad by-passové operace nebo jiné zakroky zmiriiujici zavazny stav zplsobeny blokadou
krevnich cév depozity tuku, jako je napiiklad arteridlni plat, mize byt zvysen soucasnym pouzi-
tim pfedkladanymi preparaty a metodami. Metody na odstranéni Zzludovych kamen, jako jsou
napfiklad ultrazvukové a laserové metody mhou byt také pouzity, a to bud’ pied, b&hem, nebo po
pouziti pfedkladanych terapeutickych metod. Pfedklddané metody mohou byt navic pouzity jako
dopln€k k chirurgickym zékrokiim nebo 1é¢bé zlomenin kosti, poskozeni svald, nebo jinym
terapeutickym postuplim, jejichz i¢inek by byl zlepsen zvySenim hmoty zdravé tkang.
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Davkovani

Kazdy znaly oboru bude schopen urcit efektivni davkovani podle pozorovani pozadovaného tera-
peutického G¢inku po podani G¢inné latky. Davka preparatu s trvalym uvoliiovanim G&inné latky
Jje mnoZstvi latky nezbytné k dosazeni (i¢inné koncentrace biologicky G¢inné latky in vivo pro
dany Casovy usek. Davka a preferovana Castost podavani preparatd strvalym uvoliiovanim
G¢inné latky zavisi na typu biologicky @¢inné latky, pozadovaném trvani uvolfiovéni, typu
onemocnéni, pozadované Castosti podavani, zivo¢isném druhu a jinych faktorech. Pfednostni
davkovani molekuly bude takové, Zze davka mezi 0,10 ug/kg/den a 100 mg/kg/den piinese
pozadovany terapeuticky efekt.

Efektivni davkovéani miize byt ureno za pouziti diagnostickych metod. Piikladem je davkovani
OB proteinu, které je uvadéno v predkladaném vynalezu. Nejprve by mélo byt stanoveno mnoz-
stvi endogenniho OB proteinu v krvi (nebo plazmé &i séru) pomoci uréitého diagnostického
zpiisobu. Takovym zplisobem je napfiklad pouziti testu s protilatkou, jako je naptiklad sendvico-
vy test s protilatkou. MnoZzstvi endogenniho OB proteinu je iniciiln& kvantifikovano a je uréena
vychozi hodnota. Terapeutickd davka je uréena jako mnoZstvi endogenniho a exogenniho OB
proteinu (coz znamena proteinu, jeho analoga &i derivatu detekovaného v téle, bud'to vlastni
produkce nebo aplikovaného), které je zméfeno v prib&hu terapie. Kupiikladu miZe byt na
pocatku terapie potfeba vySSi relativni davky az do dosaZeni terapeutického ug&inku, a poté je
mozno pouzit niz§ich davek k udrZeni tohoto a¢inku.

Material a Metodika

Materidl. Alginat ve formé alginatové soli miZe byt ziskan ze zdrojii, nebo miize byt ptipraven
metodami dobfe zndmymi v oboru. Leptin, G-CSF a interferon jsou od spole&nosti Amgen Inc.
Ostatni chemikalie jsou ze zdroji dobfe znamych v oboru.

Ptiprava gelii se zpozdénym uvolfiovanim G&inné latky — Uvod. Gel se zpozdénym uvoliiovanim
acinné latky je pfipraven kombinaci biologicky aktivni latky a anionického polymeru (napiiklad
alginétu), smési s polyvalentni kationickou soli (napfiklad CaCO;) a donorem protonu (napiiklad
okyseleny pufr nebo pomalu se uvoliiujici nebo rozpoustgjici se kyselina, jako napiiklad 3—glu-
konolakton), pokud je pouzit. Ve vSech p¥ipadech miize byt anionicky polymer, protein a jakékoli
precipitanty/excipienty pfipraveny jako jedna smés. Tvorba gelu je zahajena piidanim
polyvalentni kationické soli a zdroje protonu, pokud je pouzivan, do této smési. P¥idani protonu,
polyvalentniho iontu kovu ke smési polymeru a biologicky aktivni latky miize prob&hnout
soucasné€, nebo separatné s pfidanim nejprve donoru protonu nebo nejprve polyvalentniho iontu
kovu. Pro pufrem indukovanou tvorbu kovu miize byt polyvalentni kationicka siil a zdroj protont
smiSen jako vodna suspenze pfedem pied vznikem gelu. Po zahajeni tvorby gelu jsou naplnény
injekeni stiikacky pfed vytvofenim gelu (typicky 5 az 10 minut). Injekce miize byt aplikovana
pfed tvorbou gelu (pro in situ gelifikaci), nebo poté, co probéhne vytvofeni gelu.

Protein-algindtova smés. Je pfipravena smés rozpoustédla a precipitantu/excipientu (naptiklad
zinkové soli, pufry, atd.). V rychlém sledu je rychle smiSen roztok proteinu (napiiklad leptinu
v 10 mM Tris HCI, pH 8) a sterilniho alginatu (napfiklad autokldvovany 10% roztok). V p¥ipadg,
Ze je biologicky aktivni latka pfipravena jako jemna suspenze (napiiklad zinek/leptinovy
komplex je typicky utvafen v koncentraci 10 az 15 mg/ml), je zadouci suspenzi zakoncentrovat.

Kalciova sil. Kalciova siil miize byt pfipravena jako autoklavovana suspenze jemného prasku ve
vodé (napriklad 9,1% CaCO; ve vods).

Zdroj protonu. Pro pufrem indukované gely miize byt suspenze kalciové soli zkombinovana
s pufrem, jako je naptiklad 1M Tris HCI, pH 7,0 nebo 0,5 M PIPES, pH 6,7.

-11-
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Pro pomalu se rozpoustéjici, nebo pomalu se uvoliiujici zdroje kyselin (8—glukonolakton) je
rozpusténo ve vodé ve zvoleném Case krétce pred pouzitim dané mnoZstvi prasku. Ke zjedno-
dudeni procesu mize byt také pouzita pfedem navazena smés suchého sterilniho prasku zdroje
kyseliny a kalciové soli.

Rozpoustédlo. Rozpoustédlo miize byt vodné, nevodné, nebo smés obou. Piikladem nevodného
rozpoustédla je dimetylsulfoxid, dimetylformamid, glycerol, polyetylen glykol, Pluronics® atd.

Tvorba gelu. Tvorba gelu smési polymer—lék miZe byt zahijena pridanim kalciové sole. Ke
kontrole rychlosti tvorby gelu mohou byt pouzity teplota smési, a mnozstvi a velikost &astic soli.
Pokud se navic pouziva donor protonu miZe byt tvorba gelu zahdjena piidanim budto
1) suspenze kalciové soli a okyseleného pufru (oddélené nebo spole¢ng), 2) suspenze kalciové
soli a nasledné Cerstvym roztokem/suspenzi pomalu se uvolfiujiciho se zdroje protont nebo vice
versa, nebo 3) prasku kalciové soli a zdroje protoni, bud’to spole&n&, nebo oddélené. Po piidani
kalciové soli mohou byt ke smési pfidany dalsi precipitanty/excipienty (naptiklad zinkové soli,
pufry atd.). Po dplném a rychlém promichani mize byt smés nanesena do stiikacky jesté pied
vytvofenim gelu.

NanaSeni gelu. NanaSeni proteinu je obecné znamo. Nanaseni gelu, které neni znamé, miize byt
uréeno nasledujicimi metodami.

Metoda piimého ureni proteinu v gelu (Burst metoda). Do eppendorfky je naneseno 0,1 az 2 ml
(pfesné zvazeno) gelu a poté rozpusténo v 1 ml 0,1M citratu sodného. Smés je inkubovéana pfi
pokojové teploté a jemné promichavana az dojde k dezintegraci gelu (obvykle doba od 2 hodin az
pfes noc). Po centrifugaci vysledné suspenze pii 8000 ota¢kach za minutu po dobu 2 minut
(eppendorfka 5415 C) je odectena absorbance supernatantu pii vinové délce 280 nm. Rezidualni
sediment je rozpustén v I ml 7Murey a je odedtena absorbance tohoto roztoku. Z téchto
absorbanci miize byt vypocteno mnoZstvi proteinu na gram gelu.

Kumulativni metoda. Tato metoda je pouzivana ve spojeni se studiemi zamé&Fenymi na uvoliio-
vani GCinné latky za podminek in vitro. Je vypodteno celkové mnozstvi uvolnéného proteinu
z gelu zahrnujici maximalni uvolnéni na konci studie. Detaily jsou uvedeny v kapitole Studie
zaméfené na uvolfiovani Gcinné latky za podminek in vitro.

Studie zaméfené na uvoliovani G¢inné latky za podminek in vitro. Gel je vytvofen bud’to
v eppendorfee (,,odlitkové™ vzorky), nebo v injekéni stiikadce, odkud je poté vytladen do
eppendorfky (,,vytlacené“ vzorky). Obecné je vytvofeno ve formé odlitku, nebo je vytlateno
okolo 0,1 az 0,2 ml gelu (mnoZstvi je pfesné zvazeno) Uvoliiovani je zahajeno pFidanim pufru
(10 mM Tris HCI, pH 8 pro leptin, pH 7,4 pro GCSF) ke kazdé zkumavce s naslednym
umisténim do inkubacni tfepacky (New Brunswick Scientific) p¥i teploté 37°C a 100 az
200 otackach za minutu. Ve zvolenych &asovych intervalech je vzorek vyjmut z inkubétoru.
Pokud je gel intaktni, je odebran supernatant a zcentrifugovan (eppendorfka, 8000 otacek za
minutu, 2 minuty) a supernatant je staen. Sediment je suspendovan v 1 ml erstvého Tris pufrua
roztok je vracen do pivodni ,,uvoliiovaci“ zkumavky. Pokud je gel z velké &asti poskozen, je cely
obsah zkumavky zcentrifugovan, supernatant je stazen a sediment resuspendovan v 1 ml pufru
k opétovnému uvoliiovani. Supernatant mize vyzadovat dalsi centrifugaci (8000 az 13 000
otafek za minutu, 8 minut) k jeho vy&isténi pred UV detekci. MnoZstvi uvolnéného proteinu je
uréeno z absorbance supernatantu. Poté, co je odebran posledni vzorek s uvolnénym proteinem,
je obsah proteinu v piivodni zkumavce uréen pomoci Burst metody (viz vyse). Procento uvolné-
ného proteinu v daném Case je uréeno z kumulativniho uvolnéného proteinu vyjadfeného jako
Cast bud'to pivodniho proteinu umisténého v gelu (vypocet podle vahy gelu a jeho slozenf), nebo
z konetného celkového uvolnéného mnozstvi proteinu (vietnd proteinu uvolnéného metodou
s citrat—ureou).
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In vivo studie.

Ubytek hmotnosti mysi. Sest az osm tydnl staré samice mysi, typ C57/BLC byly ziskany od
spole¢nosti Charles River and Taconic Inc. VSechny vazily 20 grami. Kazd4 skupina lisici se
davkou byla tvofena péti mySmi. Injekce byly subkutanni.

Krysi PK studie. V této studii byly pouzivany samci krys vazici typicky 250 az 300 gramd.
Injekce byly provedeny podobnym zpisobem jako je popsano u experimenti s tibytkem hmot-
nosti mysi. Krev byla odebirdna katetrem v riiznych Easovych intervalech po injekénim podani a
vzorky byly analyzovany na pfitomnost leptinu pomoci ELISA analyzy.

Ptiklady provedeni vynalezu

Nasledujici ptiklady jsou uvedeny, aby detailngji ilustrovaly vyndlez, ale nejsou predkladany
jako limitujici rozsah pfedkladaného vynalezu. Navic s ohledem na vyse uvedené skute¢nosti &i
ptiklady uvedené nize, kazdy znaly oboru bude schopen provést zmény nezbytné pro pfipravu
velkych objemil.

Priklad 1

Tento in vivo pfiklad ukazuje, Ze leptin v pufrem indukovaném gelu se zpoZdénym uvoliiovanim
ucinné latky je aktivni a vykazuje trvalé uvoliiovani ve srovnéani s roztokem leptinu. Tento pti-
klad také ilustruje systém, ktery napomaha tvorbé gelu po injekénim podani zviieti. Sterilni
suspenze kalcium karbonatu byla pfipravena z prosetého materialu o velikosti mens§i ne¥
75 mikronii. Smés tohoto materialu s Tris pH 7 byla pfidana k lept inu v alginatu (v 10 mM Tris
PpH 8) tak, Ze finalni koncentrace latek byly: 2 % alginatu (sterilni, zfiltrovany), 10 mg/ml leptinu,
7 mM Tris pH 8, 150 mM Tris pH 7 a 24 mM CaCO; (za predpokladu kompletniho rozpusténi).
Tato smés vytvérela gel béhem osmi az deviti minut. Pokud byl vynechan leptin, byla doba
tvorby gelu mirné prodlouzena (10 az 12 minut), coz umoZnilo nanést gel do st¥ikacek.

Gelovy preparat se zpozdénym uvoliiovanim G&inné latky byl injekéné aplikovan (stéle jests za
nepfitomnosti gelu) jedné skupiné mysi kazdy v davce 100 mg/ml 50 mg/kg (2 dny v davee
50 mg/kg). Druhé skupiné byl injekéné aplikovan roztok leptinu (v Tris pufru v koncentraci
10 mg/ml) denné v koncentraci 50 mg/ml a tfeti skupina obdrzela roztok leptinu kazdy druhy den
v davce 100 mg/den. Mysi byly denné vazeny a zm&na hmotnosti byla vyjadiena jako procento
pivodnich hmotnosti mysi.

Obden davkovaci schéma s poddvanim gelu se zpozdénym uvoltiovanim G&inné latky vedlo
teméf ke stejnému Gbytku hmotnosti jako v pfipad® denniho injekéniho podavani leptinu (8 az
9 %). Na druhou stranu roztok leptinu aplikovany obden vedl k nizsimu abytku hmotnosti (6 %),
které bylo kratSiho trvani. Tato skupina se vratila ke své piivodni hmotnosti za 8 dnii, zatimco
ostatni skupiny dosahly svych piivodnich hmotnosti az za 10 aZ 11 dnu.

Priklad 2

Tento pfiklad ukazuje, Ze produkce pufrem indukovaného kalcium alginatového gelu se zpozdé-
nym uvolfiovanim ¢inné latky miize prodlouZit za podminek in vitro trvalé uvoliovani G&inné
latky ve srovnani s preparaty nevytvarejici gel. Suspenze kalcium karbonatu byla pfipravena jako
10 mg/ml suspenze velmi jemného prasku. Smés tohoto materialu s PIPES pufrem o pH 6,7 byla
pfidana k suspenzi zinek—leptin v alginatu. (v Tris pufru pH 8), kter4 byla vytvotfena z koncentro-
van¢ho roztoku leptinu (83 mg/ml v Tris pH 8 v ¢ase, kdy byl pfidan zinek). Jeden ml takové
smési byl nanesen do 10 ml nadoby. Finalni koncentrace viech slozek byly nasledujici: 2%
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alginat (z autoklavovaného 10% roztoku Keltone LVCR), 15 mM Tris pH 8, 50 mg/ml leptinu,
1 mM CaCO; (za predpokladu uplného rozpusténi) a 93 mM PIPES pH 6,7. Za nepfitomnosti
leptinu doslo k vytvofeni gelu z této smési za 7 minut. Po tvorbé gelu, kterd probihala pfes noc,
byly 0,2 g ¢asti gelu zvazeny a umistény do scintilaénich vialek uréenych pro uvoliiovani a¢inné
latky, které byly dany na tfepacku pii 37 °C. Uvolniovani G¢inné latky bylo srovnavano s uvolfio-
vanim z téhoZ preparatu bez kalcia a PIPES (nejednalo se o kalcium alginatovy gel). Po uvolfio-
vani obohaceného preparatu osahujici zinek—leptin alginat byla hodnota 75 % s postupnym uvol-
fiovanim do 90 % po tfech dnech. OvSem zinek—leptin v kalcium alginatovém gelu se zpozdénym
uvolfiovanim — 35 % za 65 hodin, 60 % za jeden den poté mnohem postupnéjsi uvoliiovéani az na
70 % po péti dnech.

Priklad 3

Tento priklad ukazuje, 3—glukonolaktonem indukovany gel obsahujici leptin jako jemny zinkovy
precipitat uruje uvoliiovani leptinu. Leptin (zhruba 14 mg/ml v Tris pH 8) byl pfidan do roztoku
PIPES o pH 6,7 a poté byl okamzZité vmiSen roztok ZnCl, rychle nasledovéan roztokem alginatu
(autoklavovany 10% roztok), tak ze finalni koncentrace slozek byla 1,1 mM ZnCl,, 2,2% alginat,
10 mM Tris (pH 8) a 22 mM PIPES (pH 6,7). Smés byla zakoncentrovana centrifugaci aZz do
dosazeni koncentrace leptinu 46 mg/ml. Gelova smés byla poté vytvofena promichanim v sus-
penzi CaCO; (jemny prasek) s rychlym pfidanim roztoku 8—glukonolaktonu. Finalni koncentrace
slozek byla: 2% alginat, 20 mM PIPES, 9 mM Tris, 1 mM ZnCl,, 16 mM (za ptedpokladu aplné-
ho rozpusténi) CaCO; a 79 mM S-glukonolaktonu. Smés byla pienesena do injekénich stiikadek
pfed vytvofenim gelu a tvorba gelu zadala ve stiikackach po 10 minutach. Po noénim skladovani
(3 hodiny pfi pokojové teploté a poté pfi 4 °C) byl gel injekéné aplikovan mysim. Byl monito-
rovan ubytek hmotnosti ve srovnani s kontrolnim pufrem.

P&t dnd byl leptin injek¢né aplikovan v davee 50 mg/kg/den, tj. 250 mg/kg jako bolus v gelu, a
vysledek byl srovnan se stejnou davkou volného leptinu v roztoku. Volny leptin vedl pouze
k mirné ztraté hmotnosti, s maximem 4,4 az 4,8% za 2 az 3 dny, a s pribyvanim hmotnosti za
5 dnii. Zinek-leptinovy komplex vedl pii srovnani za 2 az 4 dny k 9 % ubytku hmotnosti. Za p&t
dnt byl abytek hmotnosti stile 5 % a zistal nad vychozi hodnotou ubytku hmotnosti jesté po
ukonceni experimentu po 7 dnech.

Priklad 4

Tento ptiklad ukazuje, Ze pokud je koncentrace proteinu v alginat-leptin—zinkové smési dosta-
te¢né vysokd, vytvaii smés gel v neptitomnosti kalcia, které zapficifiuje trvalé uvoliiovani. Leptin
(zhruba 14 mg/ml v Tris pH 8) byl pfidan do roztoku pufru a poté byl okamzité vmiSen roztok
ZnCl, rychle néasledovén roztokem alginatu (autoklavovany 10% roztok), tak Ze finalni koncen-
trace slozek byla 1,1 mM ZnCl,, budto 1,1%, nebo 2,2% alginat, 10 mM Tris (pH 8) a 22 mM
PIPES pH 6,7 (pokud byl piitomen). Tato smés byla zakoncentrovana centrifugaci az do dosaZeni
poZadované koncentrace leptinu. Preparat se zhruba 50 mg/ml obsahoval PIPES a 2,2% alginat.
Preparat se zhruba 100 mg/ml neobsahoval PIPES a obsahoval 1,1% alginat.

Finalni koncentrace slozek byla pro 50 mg/ml kalciovy gel uvedeny v piikladu 3: 2% alginat,
20 mM PIPES, 9 mM Tris, 1 mM ZnCl,, 16 mM (za ptedpokladu tiplného rozpusténi) CaCO; a
79 mM &-glukonolaktonu. Pro 100 mg/ml kalciovy gel bylo sloZeni stejné s vyjimkou finalni
koncentrace slozek, ktera byla 1% alginat, byl vynechan PIPES, 13 mM CaCO; a 67 mM
d—glukonolakton.

Pro gely s kalciem byly smési preneseny do injekénich stfikatek pred vytvorenim gelu a tvorba

gelu zacala ve stiikatkach po 10 minutach. V ptipadé gela bez kalcia byla smés Zn—leptin—
alginatu pfenesena do injekénich stfikagek a byla umoznéna tvorba gelu. Ukézalo se, 7e preparat
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s 50 mg/ml bez kalcia nevytvafi gel. Po no¢nim skladovani (3 hodiny p¥i pokojové teploté a poté
pii 4 °C) byly gely injekéné aplikovany mysim. Byl monitorovan ubytek hmotnosti ve srovnani
s kontrolnim pufrem.

P&t dni byl leptin injekéné aplikovan v davee 50 mg/kg/den, tj. 250 mg/kg jako bolus v gelu.
Kalciové gely z Piikladu 3 vedly k 9% tbytku hmotnosti béhem 2 az 4 dnli. Za pét dnd byl
ubytek hmotnosti stile 5% a zistal nad vychozi hodnotou ibytku hmotnosti jesté po ukonéeni
experimentu po 7 dnech. Ve srovnani, 50 mg/ml preparat bez kalcia vedl k 3% tbytku hmotnosti
ve dnech 2 az 4, avSak paty den byl ubytek hmotnosti roven nule. Preparat se 100 mg/ml bez
kalcia byl v3ak alespoii stejné aktivni jako preparat se 100 mg/ml leptinu s kalciem. Maximalni
ubytek hmotnosti pro gel se 100 mg/ml bez kalcia byl 9% &tvrty den experimentu, bytek
hmotnosti pro gel se 100 mg/ml s kalciem byl 6%, také &tvrty den experimentu. V obou piipa-
dech doslo k pribyvani hmotnosti 9. den experimentu.

Priklad 5

Tento priklad ukazuje, Ze za podminek in vitro miize byt trvalé uvoltiovani leptinu z alginatového
gelu se zpozd€énym uvoliiovanim uginné latky pfipraveno bez prvotni tvorby leptin—zinkového
Jemného precipitatu. Leptin (100 mg/ml; 10 mM Tris HCI, pH 8,8; pH upraveno z 8,0 na 8,8
pomoci 1M NaOH) a 6% alginat (10 mM Tris HCI, pH 8,6) byly ochlazeny v ledové lazni. k 6%
alginatu (0,18 ml) byl ptidan leptin (0,5 ml) a sm&s byla michéna v ledové 1azni po dobu 10 az
15 minut; findlni pH bylo 8,6 az 8,8. K této smési byla ptidéna suspenze 1M CaCO; (16 mcl) a
vysledna suspenze byla pfidana po kapkach. K této suspenzi byl za stdlého michani ptidan po
kapkach roztok 0,1 M ZnCl, (100 mcl) a poté byla ptiddna voda do celkového objemu | ml.
Smés suspenze byla iplné promichana a uchovana v ledové 1azni po dobu 10 az 20 minut. Poté
byl do této smési ptimichan 1,68 M 8—glukonolakton (56 mcl). 0,1 ml finalni smési (50 mg/ml
leptinu, 1% alginat) byla pfenesena do eppendorfky a ponechana pies noc pfi teploté 4 °C.

Po této inkubaci bylo provedeno in vitro uvolnéni G&inné latky v 10 mM histidinu, pH 7,4. Gel
v eppendorfce vykazoval pouze malé okamZité uvolfiovani leptinu a pomé&mé& konstantni
uvolfiovani s 50% uvolnénim leptinu za 6 dni.

Priklad 6

Tento piiklad ukazuje, Ze 3—glukonolaktonem indukovany gel obsahujici leptin ve form& jemné-
ho zinkového precipitatu vykazuje trvalejsi uvolfiovani leptinu neZ totozna zinkové suspenze
v alginatu, ktera nevytvafi gel. Gel se zinek leptinem byl pfipraven tak, jak je uvedeno v P¥ikladu
3. Suspenze zinek—leptinu v alginatu, kterd nevytvaii gel, byla pfipravena stejnym zpiisobem,
kromé& vynechani CaCO; a 8—glukonolaktonu. Mysim byla injekéné aplikovana davka 250 mg/kg
ve form& bolu a Gbytek hmotnosti byl stanoven tak, jak je popsano v P¥ikladu 3. Suspenze
nevytvarejici gel vedla pouze k 3% tbytku hmotnosti za 2 a2 4 dny, zatimco suspenze tvotici gel
vedla k 9% ubytku hmotnosti béhem stejného asového tseku. Hmotnost zvifat v experimentu se
suspenzi nevytvarejici gel se vratila k vychozi hodnoté 5. den, zatimco v experimentu se suspenzi
vytvafejici gel zistala pod vychozi hodnotou sedm dnt, kdy byl experiment ukonden.

Priklad 7

Tento priklad ukazuje ve farmakokinetické/farmakodynamické studii na samcich krys kinetiku
uvoliiovani nultého fadu a zarovei ukazuje trvalé uvoliiovani u¢inné latky se soucasnym trvalym
ucinkem leptinu (tj. ibytek hmotnosti), ktery je transportovan prostrednictvim gelového prepara-
tu popsané¢ho v Pfikladu 3. Koncentrace leptinu byla 47 mg/ml a leptin byl gelifikovan v injekéni
stifkatce tak, jak je popsdno v Piikladu 3. Krysiém byla aplikovana bolusovd davka 0 mg/kg
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(kontrola), 50 mg/ml a 250 mg/kg a poté byla monitorovana hladina v krvi a Gibytek hmotnosti po
dobu Sesti dnii. Leptin—zinkovy precipitat bez gelu byl také krysdm injek¢éné aplikovan v davce
100 mg/kg.

Skupina s vysokym obsahem leptinu v gelu vykazovala stalou hladinu v krvi zhruba 2000 ng/ml
v priibéhu celého obdobi, zatimco skupina s niz§im obsahem leptinu méla zhruba 1/5 hladinu po
dobu 4 dnli. Ve srovnani, skupina s leptinem v preparatu netvoficim gel vykazovala hladinu
v krvi 2300 mg/ml, kterd vrcholila za 12 hodin a poté se 100 nasobné sniZila za stejnou dobu
sledovani. Hmotnost krys (vs kontroly) se ve skupiné krys s vysokym obsahem leptinu stale
snizovala. Hmotnost krys ve skuping s niz§im obsahem leptinu méla stejny priib&h po téméi pé&t
dni. V tomto okamziku doslo také ke sniZeni hladiny leptinu v krvi u této skupiny zvifat na
davce s niz$im obsahem leptinu.

Biodostupnost leptinu jako Iéku byla posuzovana grafickym srovnanim davky na typu preparatu:
preparatu s leptinem tvoficim gel, preparatu s leptinem netvoficim gel, a preparatu s leptinem
aplikovanym intraven6zn¢. Biodostupnost gelového preparatu s leptinem byla 80% ve srovnani
s 63% biodostupnosti preparatu s leptinem netvoficim gel.

Ptiklad 8

Tento ptiklad ukazuje za podminek in vitro trvalé uvoliiovani GCSF z gelovych nosici se
zpozdénym uvolfiovanim G€inné latky. Jsou uvedeny ptiklady pro ,odlitkové® i ,protladené
materialy. G-CSF byl promichan ve vodé o pH 3,4 s koncentrovanym alginatem (10%) za vzniku
mlhavé viskozni suspenze. Tato smés byla gelifikovana pomoci CaCO; a 8-glukonolaktonu
v koncentracich 16 mM a 79 mM, respektive. Ped tvorbou gelu byly alikvéty materialu bud’to
preneseny do zkumavek, nebo do injekénich stiikacek. Po jedné hodiné p¥i pokojové teploté byly
gely pfes noc inkubovany pii 4 °C. Pfed zahajenim studie na uvolfiovani u&inné latky byl gel ve
stifkaCkach protlacen do zkumavek a ponechan se ustavit po dobu 20 minut. Poté byl pfidan
uvolfiovaci puftr. Z protlaceného gelu G-CSF uvoliiovan po dobu 3 dnd, tj. 11 % za jednu hodinu,
35 % za jeden den, 75 % za dva dny, a zhruba 90 % za tfi dny. Z odlitkového gelu byla u¢inna
latka uvoliiovana nasledovné: 22 % za jednu hodinu, 80 % za jeden den a 94 % za dva dny.

Priklad 9

Tento priklad ukazuje za podminek in vitro trvalé uvoliiovani leptinu z alginatového gelu se
zpozdénym uvoliiovanim ¢inné latky pfipraveného z kalciové soli (CaSO,) bez p¥idani donoru
protonu. Ke vzniku zinek-leptinové suspenze ve 2% alginatu byl pouzit nepufrovany leptin pfi
pH 8. Finélni koncentrace ZnCl, a leptinu byly 1 mM a 55 mg/ml, respektive. Se zinek—leptin-
alginatovou suspenzi byl smichan jemny pragek CaSO, takovym zplisobem, Ze koncentrace
finalni smési byla 10 mM v CaSO,. Alikvoty materialu byly pteneseny do eppendorfek. Gel se
vytvofil za 4 az 5 minut.

Po nocni inkubaci pfi pokojové teploté byla provedena studie na uvoliiovani a&inné latky.
Uvolnény protein z gelu vykazoval pouze nizké okamzité uvolfiovani (méné nez 5 %) za
1 hodinu. Za jeden den doslo k uvolnéni 11 % leptinu. Uvoltiovani leptinu bylo postupné, 1,1%
za den, po dobu dal$ich sedmi dn.

Piiklad 10

Tento priklad ukazuje za podminek in vitro trvalé uvoliiovani leptinu z alginatového gelu se
zpozdénym uvoltiovanim G&inné latky ptipraveného z kalciové soli v nevodném rozpoustédle bez
piidan{ donoru protonu. Lyofilizovany pragek leptinu byl suspendovan v 2% alginatu v suchém
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dimetylsulfoxidu. K alginatleptinové suspenzi byl pfimichan jemny prasek kalcium oleatu tak,
aby finalni koncentrace byla 10 mM v kalciu. Alikvoty materialu byly preneseny do zkumavek.
Casem doslo k vytvoreni gelu.

Po nocni inkubaci pfi pokojové teploté byla provedena studie na uvolfiovani uginné latky.
Uvolfovani proteinu z gelu bylo postupné a trvalé po dobu dalsich sedmi dng.

Priklad 11

Tento priklad ukazuje za podminek in vivo trvalé uvoliiovani leptinu z alginatového gelu se
zpozdénym uvolfiovanim u¢inné latky pripraveného z kalciové soli tak, jak je popsano v Ptikladu
10. Po jedné injekci mySim tohoto leptin obsahujiciho gelu v koncentraci 250 mg/kg byla prove-
dena studie na stanoveni ibytku hmotnosti. Ubytek hmotnosti byl mé&fen po dobu n&kolika dni.

Priklad 12

Tento pfiklad ukazuje za podminek in vitro trvalé uvoliiovani GCSF z algindtového gelu se
zpozd&nym uvoliiovanim u¢inné latky pripraveného z kalciové soli v nevodném rozpoustédle bez
ptidani donoru protonu. Lyofilizovany prasek G-CSF byl suspendovan v 2% alginatu v suchém
dimetylsulfoxidu. K alginat-G—CSF suspenzi byl pfimichan jemny prasek kalcium oleatu tak,
aby finalni koncentrace byla 10 mM v kalciu. Alikvoty materidlu byly pieneseny do zkumavek.
Casem doslo k vytvofeni gelu.

Po nocni inkubaci pfi pokojové teploté byla provedena studie na uvoliiovani uginné latky.
Uvolfiovani proteinu z gelu bylo postupné a trvalé.

Priklad 13

Tento pfiklad ukazuje za podminek in vitrotrvalé uvoliiovani klasického interferonu, jak je
popsan v patentu US 4 695 623 viz vyse, z alginatového gelu se zpozdénym uvoliiovanim G&inné
latky. K alginitovému roztoku byla pfimichana voda, ZnCl,, Tris pufr a Klasicky interferon
(v 10 mM Tris pH 7,5). Smés byla poté smichana s CaCO; a 3—glukonolaktonem tak, aby finalni
koncentrace slozek byla 1 mg/ml klasického interferonu, 10 mM ZnCl, 1% alginatu, 20 mM
Tris, 10 mM CaCO; a 40 mM 3-glukonolaktonu. Smés byla prenesena do eppendorfek (0,4 ml
na jednu zkumavku), vytvofeni gelu bylo uskute&néno za pokojové teploty a poté byla provedena
inkubace pfes noc pfi 4 °C. Po no&ni inkubaci pti pokojové teploté byla provedena v 10 mM
histidinovém pufru, pH 7,4 studie na in vitro uvolitovani (¢inné latky. Uvolnény protein z gelu
vykazoval pouze nizké okamZité uvoltiovani, které bylo 3 za jednu hodinu a 14 % za jeden den.
Do ¢tyf dni bylo uvolnéno 70 % uginné latky. Paty a Sesty den doslo ke zpomaleni uvolitovani na
méné nez 5 % za den.

Priklad 14

Tento priklad ukazuje, Ze alginatové gely se zpozdénym uvoliovanim G&inné latky mohou byt
pouZzity pro trvalé uvolfiovani klasického interferonu. Alginatovy gel se zpozdénym uvoliiovanim
ucinné latky obsahujici klasicky interferon byl pfipraven podle Prikladu 13 s vyjimkou finalnich
koncentraci, které byly nasledujici: 0,2 mg/ml klasického interferonu, 10 mM ZnCl,, 2% algina-
tu, 20 mM Tris, 10 mM CaCO; a 40 mM §-glukonolaktonu. Dalsi preparat byl pfipraven stejnym
zplisobem s vyjimkou koncentrace klasického interferonu, kteri byla 1 mg/ml. Smési byly
pfeneseny do injekénich stiikagek a po dvou hodinach doslo k vytvoteni gelu. Preparat obsahujici
0,2 mg/ml byl subkutanni injekei aplikovan sameim Syrskych kiecki v davce 1 mg/kg a preparat

-17-



20

25

30

35

40

45

50

CZ 299180 B6

obsahujici 1 mg/ml byl témto zvifatim aplikovan v davce 1 mg/kg a 5 mg/kg. Krev byla odebra-
na srde¢ni punkci a bylo provedeno stanoveni klasického interferonu k posouzeni trvalého
uvolfiovani Iéku.

PATENTOVE NAROKY

1. Gelotvorna farmaceutickd kompozice s prodlouzenym uvoliiovanim a zpozdénou tvorbou
gelu, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

a) alginat;
b) biologicky aktivni ¢inidlo; a
c) alespoii jeden vazany polyvalentni ion kovu,

ve farmaceuticky vhodném nosi¢i nebo fedidle.

2. Kompozice podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze dale obsahuje

d) alespori jeden donor protonu schopny poskytnout hydrolyzou, jako disledek $patné rozpust-
nosti nebo pomalého rozpousténi kyselinu, jejimz plisobenim se uvoliiuje vazany polyvalentni
ion kovu.

3. Kompozice podle naroku 2, vyzna€ujici se tim, e donor protonu je zvoleny
z pufru, esteru, Spatné rozpustné kyseliny, pomalu se rozpoustéjici kyseliny nebo laktonu.

4. Kompozice podle niroku 3, vyznalujici se tim, e donorem protonu je
lakton kyseliny glukonové.

5. Kompozice podle kteréhokoliv z pfedchazejicich naroki, vyznaéujici se tim, ze
vazany polyvalentni ion kovu je smési vazaného a nevazaného polyvalentniho iontu kovu.

6. Kompozice podle kteréhokoliv z predchéazejicich narokii, vyznaéujici se tim, e
dale obsahuje excipient nebo excipienty pro stabilizaci biologicky aktivniho &inidla nebo alginatu.

7. Kompozice podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, vyznadujici se tim, ze
vazany polyvalentni ion kovu je ve form& soli vybrané z fosfata, tartratli, sulfatii, karbonatd,
hydroxidii nebo soli s anionty mastnych kyselin.

8. Kompozice podle kteréhokoliv z pfedchéazejicich narokil, vyzna&u jici se tim, Ze
ion kovu je vybrany z manganu, stroncia, zeleza, hoi&iku, vapniku, barya, mé&di, hliniku nebo
zinku.

9. Kompozice podle naroku 8, vyzna&ujici se tim, Zeion kovu je vapnik.

10. Kompozice podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokii, vyzna&u jici se tim, Ze
alginat obsahuje aspoii 30 % guluronové kyseliny.

11. Kompozice podle kteréhokoliv z predchazejicich naroki, v yznacdujici se tim, Ze
biologicky aktivni ¢inidlo obsahuje protein.

12. Kompozice podle naroku 11, vyznaéujici se tim, Ze protein je vybrany z hema-
topoetickych faktort, kolonie stimulujicich faktort, faktord ucinkujicich proti obezité, ristovych

-----

faktoru a protizané&tlivych faktori.
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13. Kompozice podle naroku 11 nebo 12, vyznadujici se tim, Ze protein je vybrany
z leptinu, faktorG stimulujicich kolonie granulocyti (G-CSF), ristovych faktorG stimulujicich
kolonie (CSF), neurotrofickych faktorii odvozenych z mozkové tkané (BDNF), neurotrofickych
5 faktord odvozenych z glii (GDNF), neurotrofického faktoru 3 (NT3), faktori stimulujicich kolo-
nie granulocytd a makrofagi (GM—CSF), antagonistii receptoru interleukinu 1 (IL-1ra), inter-
leukinu 2 (IL-2), vazebnych proteinii pro faktor nekrozy nadori (TNF-bp), riistovych faktord
odvozenych z megakaryocyti (MGDF), osteoprotegerinu (OPG), interferonii, erytropoetinu,
keratinocytového ristového faktoru (KGF), inzulinu a jejich analogi nebo derivati.

14. Kompozice podle kteréhokoliv znaroki 1 az 10, vyzmnacujici se tim, ze
biologicky aktivnim ¢inidlem je komplexované biologicky aktivni ¢inidlo.

15. Kompozice podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze komplexovanym biologicky
15 aktivnim ¢inidlem je vysrazeny protein.

16. Kompozice podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze vysrdZenym proteinem je
leptin vysrazeny zinkem.

20 17. Kompozice podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokli, vyznacujici se tim, Ze
je umisténa v injekéni stiikacce.

18. Pouziti kompozice podle kteréhokoliv z naroku 1 az 16 ve farmaceuticky vhodném nosici,
fedidle nebo adjuvans pro vyrobu 1é¢iva pro Ié¢eni urcité poruchy nebo choroby.

25
19. Pouziti podle naroku 18, kde porucha nebo choroba je zvolena znadmémé hmotnosti,
diabetes, vysoké hladiny krevnich lipidd, arteridlni skler6zy, arterialnich plati, 1é¢enim se sleduje
sniZzeni nebo prevence tvorby zluCovych kameni, nedostateGnost hmoty beztukového tkéné,
nedostate¢nd senzitivita na inzulin a mrtvice.

30
20. Pouziti podle naroku 18, kde porucha nebo choroba je zvolena z deficience hemato-
poetickych bungk, infekce a neutropenie.
21. Pouziti podle naroku 18, kde poruchou nebo chorobou je zanét.

35

Konec dokumentu
40
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