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Oppfinnelsen angar en framgangsmate for framstilling av et system for administrering

av aktive medikamenter gjennom slimhinner.

Bakgrunn

EP patentseknader 023.359 og 122.023 beskriver en pulverformet farmasoytisk
blanding for anvendelse pa neseslimhinna og framgangsmater for administrering av
denne. Den farmaseytiske blandingen muliggjor effektiv absorpsjon av polypeptider og
derivater av slike gjennom neseslimhinna. Pa liknende méite beskriver US Patentskrift
4.250.163 en framgangsméte for administrering av et medikament til neseslimhinna hvor
den foretrukne sammensetning har evne til & klebe seg til slimhinna. EP patentseoknad
123.831 har beskrevet hvordan bruk av biokompatible vannlaselige amfifile steroider
forskjellig fra naturlige gallesyresalter er i stand til 4 gke gjennomtrengeligheten for
legemidler gjennom legemsoverflater innbefattet nesen. Tysk patent 26 20 446 beskriver
et vandig insulinpreparat for nasal anvendelse inneholdende et penetrerings-fremmende
middel i form av amfot®re, anioniske eller ikke-ioniske tensider, saponin,, gallesyresalter
eller surfactin. EP patentsgknad 230.264 beskriver et vandig nasalt legemiddel-
avgivelsessystem for vaksine inneholdende et legemiddel med hgy molvekt, et
geldannende middel (f.eks. hydroksyetyl-cellulose) og i noen tilfeller andre additiver
(f.eks. tensider, glycerol, polyetylenglykol).

Ingen av patentene eller sgknadene ovenfor beskriver bruk av mikrosfarer for
administrering nasalt eller kombinasjonen av mikrosfarer og en promotor eller andre
hjelpestoffer som forventes & frambringe forbedret biotilgjengelighet.

Et mikrosferisk preparat for administrering nasalt er beskrevet i PCT/GB86/00721,
men dette er imidlertid relatert til materialer med ionebytte-egenskaper og et spesifikt
legemiddel, natrium-kromoglykat for lokal effekt framfor tilforsel til det generelle

sirkulasjonssystem.

- Pa navarende tidspunkt foreslds nesen som en alternativ vei for avgivelse av legemidler

som vil virke 1 den systemiske sirkulasjon. Srlig oppmerksombhet er rettet mot produkter
fra bioteknologi, nemlig peptider og proteiner. Andre legemidler som foreslas er de som
absorberes darlig oralt eller i stor grad metaboliseres i fordeyelseskanalen eller utsettes
for forste-trinns metabolisme i leveren.

Nasaladministrering anses & vere lovende av felgende grunner.
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1. Nesen har et stort overflateareal tilgjengelig for absorpsjon av legemiddel pa grunn
av dekningen av epiteloverflaten av tallrike mikrototter.

2. Subepitellaget er svert vaskulart.

3. Blodet fra venene i nesen gar direkte inn i den systemiske sirkulasjon og unngar
derfor tapet av legemidlet ved forstetrinns metabolisme i leveren.

En lang rekke legemidler er nd utprovet pa biotilgjengelighet etter tildeling via den
nasale rute. Noen legemidler viser seg 4 bli absorbert effektivt og viser en
biotilgjengelighet sammenllignbar med den intravenose rute. Imidlertid viser de fleste
legemidler lav biotilgjengelighet nér de administreres intranasalt, men der finnes unntak.
Det naturlige steroidet progesteron er stort sett inneffektiv nar det administreres oralt.
Nar det administreres via den nasale rute absorberes den effektivt med en
biotilgjengelighet lignende den for en intravengs injeksjon; maksimal konsentrasjon
framkommer etter omtrent 6 minutter. Dersom progesteronet administreres oralt antyder
publiserte data at biotilgjengeligheten er i storrelsesorden 1,2 % sammenlignet med i.v.
administrering (1). Det andre eksemplet er betablokkeren propranolol. Dette legemidlet
metaboliseres i stor grad i leveren og muligens i tarmveggen nér det administreres oralt.
Nar legemidlet administreres intranasalt i en enkel opplesning, oppnés niva i plasma som
er identiske med de som oppnéds med intravengs administrering (2).

Insulin, et legemiddel som har gjennomgatt utstrakte studier med hensyn til intranasal
tilforsel, kan tilferes via den nasale membran, men absorpsjons-effektiviteten er normalt
omtrent 5% av den gitte dose. Absorpsjonen kan forbedres ved bruk av sakalte
absorpsjons-fremmende midler. I en studie utfort av Salzman ble insulin administrert i
narver av et tensid, Laureth 9 (3). Det ble ikke bare oppnédd en klar sammenheng
mellom dose og respons, men ogsa maksimalt niva ble oppnadd raskt. Styrken pa det
intranasale insulin var omtrent 1/10 av intravenegst administrert insulin. Det er klart at
dersom insulin kan tilferes pasienter pa sikker og palitelig méte ved nasaladministrering,
kan slike systemer ha potensiale for at administrering skjer sammen med maltidene ved
type 1.diabetes.

Chien og Chang (4) har oppsummert absorpsjonskapasiteten for den nasale rute for
forskjellige legemidler. En kan legge merke til at de materialer som har hay molvekt,
f.eks. peptider og proteiner, vanligvis absorberes darlig via den nasale rute. Det skal ogsa

bemerkes det faktum at de fleste av forbindelsene, bade de med hoy og lav
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absorpsjonseffektivitet, viser maksimale plasmaniva i lopet av omtrent 30 minutter.
Séledes synes absorpsjonen, uansett grad, & vere rask, men ha kort varighet. Dette
indikerer at legemidlet enten kan veare fjernet fra absorpsjonsstedet eller, dersom det er

tilstrekkelig labilt, degraderes for ytterligere absorpsjon inntrer.

Faktorer som pavirker systemisk absorpsjon av legemidler fra nesen.

Den raske clearance av nasalsprayer fra nesen kan muligens antas & vare en
hovedfaktor som pavirker tap av legemidler fra potensielle absorpsjonsoverflater. I
tillegg, for tilfellet med peptider og proteiner, kan en symatisk nedbrytning av legemidlet
og molekylstarrelse ogsd spille en rolle ved lav biotilgjengelighet.

De fleste som arbeider innen feltet nasal administrering har forsgkt & overvinne
problemet med ineffektiv absorpsjon av legemidlet ved bruk av absorpsjonsfremmende

midler, f.eks. i form av gallesyresalter eller tensider for & modifisere egenskapene til

- nese-slimhinnen for derved & forbedre opptak. Et typisk eksempel er undersekelsen
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beskrevet av Hanson et al (5) angdende nasal administrering av peptidet lakse-kalsitonin.
Her viste hun klart at en gkning i kalsitonin i plasma kunne opptre nar legemidlet ble
administrert 1 kombinasjon med et tensid. Sdledes opptradte bare spormengde av
kalsitonin i plasma uten tensider, mens AUC gkte 10 ganger ved bruk av et tensid. P
lignende méte er den pafallende effekten av gkt mengde gallesyresalter

(natriumdeoksyholat) ved absorpsjon av insulin godt beskrevet av Gordon og andre (6).

Kontrollerte avgivningssystemer for nesen:

Illum et al (7) har valgt mikrosferer laget av materialer som er kjent for & svelle i
kontakt med vann, for & danne et gel-liknende lag med gode bioadhesive egenskaper.
Séledes, pa grunn av deres hefteevne til nese-slimhinna kan de gjerne modifisere
clearance. De utvalgte materialene inkluderte albumin, stivelse og ionebytter-materialet
DEAE-Sephadex. Sterrelsen av mikrosfarene var i sterrelsesorden fra 40 til 60
mikrometer 1 diameter.

Clearance av merkede mikrosfzrer fra nesen er studert i frivillige forsekspersoner ved
bruk av en standard-teknikk gamma-skintigrafi (7). Mikrosfarene var merket med
teknetium-99m og tilfert nesen i pulverform ved bruk av en nasal insuflator.

Veaske- og pulverformuleringer ble brukt som kontroll. Stillingen pa nesene til de
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frivillige ble holdt konstant pa kolinatoren pd gamma-kameraet ved bruk av en spesielt
utformet templat. Skinti-scanninger ble registrert over en egnet tidsperiode, og
interessante omrader ble utformet rundt avsetningsstedet i det nasale hulrom. Tid-
aktivitets-profilene viste klart at nesespray og nesepulverformuleringer fjernes ganske
raskt (med en tid for 50% clearance (Tsy4) pa 15 minutter). Til sammenlikning har
mikrosfzre-systemer mye lengre clearance. Etter tre timer er fortsatt omtrent 50% av
albumin og stivelsesmikrosferene og 60% av DEAE-Sefadex-mikrosfarene fortsatt til
stede pa aplikasjonsstedet. Clearance-halveringstid fra det forste avsetningsstedet for
DEAE-Sefadex-mikrosferer ble beregnet til & vere omtrent 4 timer. Na utforskes det om
disse mikrosferesystemene vil frembringe en forbedring av biotilgjengeligheten for
utvalgte legemiddelsubstanser innbefattet peptider og proteiner. Det forventes at en
redusert clearancehastighet og mulig beskyttelse av labile legemidler mot enzymatiske
angrep vil gke absorpsjonseffektiviteten vesentlig.

I forhold til kontrollerte avgivelsessystemer og nesen er det interessant & notere seg at
Nagai og kolleger (8) har vert i stand til gke absorpsjonen av insulin etter nasal tilfering
til hunder ved bruk av en geldannende formulering. Insulin ble blandet med et
celluloselignende materiale og karbopol 934 (polyakrylsyre) og tilfért som en
pulverformet formulering. P4 lignende méte har Morimoto og kolleger (9) brukt en nasal
del (nok en gang polyakrylsyre) som et avgivelsessystem for insulin og kalsitonin i rotter.
Oppnéelsen av en vesentlig reduksjon i plasmaglykose-nivd sammenliknet med den
normale formuleringen indikerer en gkning i absorpsjonseffektiviteten.

Et hovedproblem i legemiddel-avgivelse er den effektive absorpsjonen av materialer
med hoy molvekt slik som proteiner og peptider gjennom biologiske membraner. Normalt
tas ikke slike molekyler opp av kroppen dersom de tilferes fordgyelseskanalen, pa
kinnslimhinnen, p& den rektale slimhinne, den vaginale slimhinne eller administrert som
et intranasalt system.

Som diskutert ovenfor og av Chien og Chang (4) har faste studier med insulin vist at
absorpsjonen av en slik forbindelse kan gkes dersom den tilferes sammen med et sékalt
absorpsjonsfremmende middel. Disse absorpsjonsfremmende midlene omfatter tensider av
ikke-ionisk type sdvel som forskjellige gallesyresalt-derivater. @kt membran-permeabilitet
i nervar av disse typer tensider er ikke uventet, da litteraturen innen feltet

gastroenterologi inneholder en lang rekke slike absorpsjonsfremmende midler. (se Davis
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et al (10) for en oversikt). Slike materialer trenger imidlertid ikke & vare akseptable for
den kroniske administrering av farmakologiske preparater pa grunn av deres irriterende
effekt p4 membraner. Dette omfatter ikke bare de ikke-ioniske varianter av tensider, men

ogsd gallesyresalter og gallesyresalt-derivater (f.eks. fusidinsyre).

Formaél
Det er et formél for den foreliggende oppfinnelsen & anvise en framgangsmate for
framstilling av et legemiddel-avgivelsessystem som forbedrer avgivelsen av materialer

med hey molvekt.

Oppfinnelsen

Dette formal oppnds med en framgangsméte ifelge den karakteriserende del av
patentkrav 1. Ytterligere fordelaktige trekk framgar av de tilherende uselvstendige
kravene.

Den foreliggende oppfinnelsen angdr en framgangsmate for framstilling av et system
for administrering av aktive medikamenter gjennom slimhinner. I henhold til
oppfinnelsen blandes et flertall mikrosferepartikler inneholdende et aktivt medikament
med et materiale med evne til & gke biotilgjengeligheten av det aktive medikamentet
gjennom en slimhinnemembran, hvorved materialet velges fra gruppen bestdende av
ionisk tensid, ikke-ionisk tensid, chelaterende middel, acylglycerol, fettsyre, fettsyresait,
tyloxapol, biologisk tensid, enamin, malonat, salicylat, gallesyresalt og analoge, fusidat,
mucolytisk middel, peptidase-inhibitor og lysfofosfolipid, eller innarbeide materialet og
det aktive medikamentet i mikrosferene under framstilling av mikrosferepartiklene.

Materialet angitt foran fremmer biotilgjengeligheten av det aktive medikament gjennom
slimhinner. '

Fortrinnsvis administreres partiklene i form. av et pulver ved spraying og har
bioadhesive egenskaper.

Tensidet ber ikke frembringe noen problemer i form av kronisk giftighet, fordi tensidet
skal vere ikke-irriterende og/eller metaboliseres raskt,.in vivo, til en normal
cellebestanddel som ikke har noen irriterende effekt av betydning. Et foretrukket tensid er
lysolecitin og andre lysofosfatidyl-forbindelser, slik som lysofosfatidyl-etanolamin,

lysofosfatsyre etc. En egnet konsentrasjon er fra 0.02 til 10%.
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Utforelsesformer av den foreliggende oppfinnelsen er beskrevet ved hjelp av eksempler
med henvisning til de vedlagte figurer hvor:

fig. 1 illustrerer i grafisk form effekten ved bruk av det naturlige tensid pd opptak av et
legemiddel i et forste eksperiment;

fig. 2 illustrerer i grafisk form effekten ved av bruk av det naturlige tensid og
administrering i form av mikrosfarer;

fig. 3 illustrerer i grafisk form effekten ved bruk av det naturlige tensid i et rottestudie-
forsek; |

fig. 4 og 5 viser plasmaglykose-niva for kaniner tilfort intranasale doser av ZnNa-
insulin;

fig. 6 viser plasmaglykose-niva oppnddd for intranasal administrering av insulin i
forskjellige former;

fig. 7 viser tilsvarende kurver for plasmainsulin-nivi;

fig. 8 viser data fra rotte-eksperimentet med liten hGH administrert intranasalt; og

fig. 9 viser data fra saue-eksperimenter med hGH administrert intranasalt.

Lysofosfatider framstilles ved hydrolyse av fosfolipider. Slike materialer er
overflateaktive og danner micelle-strukturer. I den foreliggende oppfinnelsen tilsettes
lysolecitin og andre lysofosfatider til det aktive legemidlet for & fungere som et potensielt
absorpsjonsfremmende middel for legemiddel-avgivelse. Lysofosfatdidylcholin forandrer
permeabiliteten hos membraner og muliggjer ekt opptak av proteiner og peptider
inkludert, f.eks., insulin, humant veksthormon og andre produkter fra bioteknologi og
rekombinant DNA-teknololgi. Etter administrering konverteres lysofosfatidene av cellene
i den endotele foring av slimhinnen til de intakte fosfatider som er normale
cellebestanddeler (se de Vries et al (11). (Lysolecithin i seg selv er ogsa tilstede i
cellemembraner i svert smé mengder (12)). Denne raske og effektive konvertering av
lysofosfatider til de komplette fosfatidstrukturer ferer til betydelig reduserte uheldige
reaksjoner og bieffekter i form av irritasjon og giftighet.

Legemidlet som skal administreres til en slimhinneoverflate i fordeyelseskanalen,
kjennskanalen eller nesen eller lungene administreres som et mikrosfere-system.
Fordelen ved & bruke bioadhesive mikrosfaresystemer for administrering til
slimhinneoverflaten er at slike systemer tillater lengre kontaktperioder, szrlig dersom

mikrosfarene degraderes langsomt. Dette er srlig tilfelle for nasal administrering av
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legemidler opptatt i mikrosfrer framstilt fra naturlige materialer, slik som albumin,
gelatin og serlig stivelse. I noen tilfeller kan den lengre kontakttiden alene serge for en
tilfredsstillende forbedring i biologisk tilgjengelighet.

Et foretrukket promotormateriale er materialet lysiofosfatidylcholin framstilt fra egg
eller soyalecitin. Andre lysofosfatidylcholiner som har forskjellige acylgrupper savel som
lysoforbindelser framstilt fra fosfatidyl-etanolaminer og fosfatidinsyre som har lignende
membran-modifiserende egenskaper kan brukes. Acylkarnitin (f.eks. palmitoyl-DL
kanitin-klorid) er ett alternativ.

Andre forbedringsmidler som vil vare passende for den foreliggende oppfinnelsen
omfatter chelaterende midler (EGTA,EDTA, alginater), tensider (s®rlig ikke-ioniske
materialer), acylglycerol, fettsyre og salter, tyloxapol og biologiske tensider listet i
Sigmakatalogen, 1988 side 316 til 321. Ogsi midler som modifiserer membranfluiditeten
og -permiabiliteten vil vere passende slik som enaminer (f.eks. fenylalaninenamin av
etylacetoacetat), malonater (f.eks. dietylenoksymetylenmalonat), salicylater, gallesyre-
salter og analoger, og fusidater. Egnede konsentrasjoner vil vare dpptil 10%.

Samme konseptet for avgivelse av legemidler innlemmet i eller pd en bioadhesiv
mikrosfare med et tilsatt farmaseytisk hjelpemiddel ville gjelde systemer som inneholdt
aktive legemidler og mukolyptiske midler, peptidaseinhibitorer eller irrelevant
polipeptidsubstrat alene eller i kombinasjon. En egnet mukulytt ville vare tiol-
inneholdende forbindelser slik som N-acetylcystein og derivater derav. Peptid-inhibitorer
inkludert aktinonin, amastatin, antipain, bestatin, kloracetyl-HOLeu-Ala-Gly-NH2,
diprotin A og B, ebelacton A og B, E-64, leupeptin, pepstatin A, fisforamidon, H-Thr-
(tBu)- Phe-Pro-Oh, aprotinin, kallikrein Inh. 1, chymostatin, benzamidin, chymotrypsin
Inh.1l, trypsin Inh. 111-O. Egnede konsentrasjoner vil vare fra 0.01 til 5%.

Mikrosferene ber vare av en storrelse mellom 10 og 100 mikrometer og framstilt fra
et biokompatibelt materiale som vil danne en gel i kontakt med slimhinne-overflaten.
Mikrosfarer av stivelse (kryssbundet om nedvendig) er et foretrukket materiale. Andre
mikrosferer omfatter gelatin, albumin og kollagen. Framstilling av disse
mikrosferesystemene er godt beskrevet i den farmaseytiske litteraturen (se f.eks. Davis et
al (13)). Emulsjons- og faseseparasjons-metoder er begge egnete. De ferdige
mikrosferene kan modifiseres ved kjemisk kryssbinding eller varmebehandling. Det

aktive midlet kan innarbeides i mikrosfzrene under deres framstilling eller sorberes inn i
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eller pa systemet etter framstilling. Effektiviteten til systemet kan kontrolleres ved hjelp
av den fysiske naturen til mikrosferematrisen og f.eks. kryssbindingsgrad. Mikrosfare-
avgivelsessystemet kan ogsd omfatte mikrosfarer framstilt av det aktive peptidet eller
proteinet selv slik som insulinmikrosfzrer.

F.eks. utfores framstillingen av stivelse-insulinsystemet ved 4 tilsette de frysetarkede
stivelsesmikrosfarene til en fosfatbuffer-lesning (pH="7.3) inneholdende insulin og
forbedringssystemet, blande i 1 time og fryseterking inntil det oppnés et lett pulver. En
typisk konsentrasjon av insulin og forbedringssystem (f.eks. lysolecitin) vil vare hhv. 1
IU/mg mikrosfare og 0.08 mg/mg mikrosfere. Mikrosfarene kan tilferes bade mindre
og mer legemiddel og forbedringssystem.

Ved bruk av kombinasjonen av mikrosfarer og forbedringsmidler er det funnet at de
bioadhesive mikrosfzresystemene har evnen til & forbedre biotilgjengeligheten av polare
legemidler i stor grad nir de administreres sammen med et forbedringssystem. Denne
forbedringen er mye sterre enn forbedringen som kan oppnés ved forbedringsmidlet i seg
selv. Denne forsterkningen av forbedringsvirkningen antas & skyldes bedre retensjon av
avgivelsessystemet i nesehulen. Konseptet har vist seg & vare vellykket for forskjellige
legemidler, slik som gentamicin, insulin og veksthormon. Forbedringsmidlet valgt for
disse studiene har vart lysofosfatidylcholin (beskrevet ovenfor). Konseptet bar fungere
like godt med andre forbedringssystemer (se liste annet sted) og med andre legemidler
slik som:

insulin (heksamere/dimere/monomere former)

glukagon

veksthormon (somatotropin)

kalsitonin og syntetiske modifikasjoner derav

enkephaliner

interferoner (szrlig alfa-to interferon for behandling av vanlig forkjelelse)

LHRH og analoger (nafarelin, buserelin, zolidex)

GHRH (hormon for frigjering av veksthormon)

sekretin

nifedipin

bradykin antagonister

GRF (vekstfrigjerende faktor)
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TRH (hormon for frigjering av tyrotropin)
ACTH analoger

IGF (insulinliknende vekstfaktorer)

CGRP (kalsitonin-gen-relatert peptid)

atrial natriuretic peptid

vasopresin og analoger (DDAVP, lypressin)
antibiotika

metoklopramid

migrene-behandling (dihydroergotamin, ergometrin, ergotamin, pizotizin)
nasale vaksiner (szrlig AIDS-vaksine)
faktor VIII

Antibiotika og antimikrobielle midler slik som tetrasyklin-hydroklorid, leucomycin,
penicillin, penicillinderivater og ertromycin, kjemoterapeutiske midler, slik som
sulfatiasol og nitrofurason; lokale anestetika , slik som bensocain; vasokonstriktorer, slik
som fenyleprin-hydroklorid, tetrahydrosolin-hydroklorid, nafasolinnitrat, oksymetasolin-
hydroklorid og tramasolin-hydroklorid; kardiotoniske midler slik som digitalis og
digoksin; vasodilaterende midler, slik som nitroglyserin og papaverin-hydroklorid;
antiseptiske midler, slik som klorheksidin-hydroklorid, heksylresorcinol,
dekualiniumkiorid og etakridin; enzymer, slik som lysosym-klorid; dekstranase; hen-
metabolisme-regulerende midler, slik som vitamin D, og aktivt vitamin Ds;
kjonnshormoner; blodtrykksregulerende midler; beroligende midler; og anti-tumormidler.

Steroide anti-hetennelsesmidler, slik som hydrokortison, prednison, flutikason,
predonisolon, triamcinolon, triamcinolon-acetonid, dexametason, betametason,
beclometason, og beclometason-dipropionat; ikke-steroide anti-betennelsesmidler, slik
som acetaminofen, aspirin, aminopyrin, fenylbutazon, mefenam-syre, ibuprofen,
diklofenac-natrium, indometacin, colchicin, og probenocid; enzymatiske
betennelseshemmende midler, slik som chymotrypsin og bromelain-seratiopeptidase; anti-
histaminer, slik som difenhydramid-hydroklorid, klor-feniramin-maleat og chlemastin;
anti-allergiske midler (hostestillende, slimlgsende antiasmatiske midler), slik som

natriumkromglycat, codeinfosfat, og isoproterol-hydroklorid.
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Administrering.

Mikrosferene kan administreres via den nasale rute ved bruk av en nasal innblasnings-
anordning. Eksempel pa disse er allerede i bruk for kommersielle pulversystemer
beregnet for nasal anvendelse (f.eks. Fisons Lomudal System). Detaljer vedr. andre
anordninger kan finnes i den farmasoytiske litteraturen (se f.eks. Bell, A. Intranasal
Delivery devices, in Drug Delivery Devices Fundamentals and Applications, Tyle P.
(ed), Dekker, New York, 1988).

Studier av nasal avgivelse pa dyr.
Folgende studier av nasal administrering i dyr (rotter, kaniner og sauer) er utfert for &

dokumentere oppfinnelsen.

Gentamicin:
Legemidlet gentamicin ble valgt som en provesubstans. Denne polare forbindelsen er
kjent for & absorberes darlig nar den administreres inn i nesen (se f.eks. Duchateau et al

(17)) og den biologiske tilgjengeligheten kan forbedres ved tilsetning av gallesyresalter.

Rottestdier:

In situ rottemodellen til Hirai et al (14) ble brukt slik som modifisert av Fisher et al
(15). Hannrotter av typen Wistar pd omtrent 200 gram ble bedevet ved innsproyting av
60 mg/kg pentobarbiton (Sagaral, 60 mg/ml) i bukhinnen. Rottene ble trakeotomisert,
spisergret lukket og en kanyle ble satt inn i halsérearterien.

Et volum av gentamicin-opplgsningen inneholdende 0.5 % av legemidlet med og uten
tilsetning av lysofosfatidylcholin (LPC) (0.2 %) ble dryppet inn i nesehulen. Blodprever
ble trukket ut fra halspulséren ved 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 og 120 min. etter
administrering av legemidlet. Innholdet av gentamicin ble bestemt ved EMIT-metoden
(16). Effekten av LPC-promotoren er vist i fig. 1. Administreringen av gentamicin-
opplesning alene resulterte i darlig biotilgjengelighet, mens tilsetningen av
promotorsystemet frambrakte en femdobling av det maksimale nivd. AUC'ene (fra t=0
til t=120 min.) var henholdsvis 128 og 557 mikrogram min/ml.
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Sauestndier:

Sauer av krysningsrase (Suffolk og Texel) ble delt inn i grupper pa 3 og 2.
Gjennomsnittsvekta av sauene var omtrent 40 kg.

Dyrene ble ikke fastet for administrering av gentamicin. Et iboende Viggo secalon
universalt sentralt venekateter med indre diameter 1.2 mm med en secalon universal-
stremningsbryter ble plassert i den hayre halsvenen pa hvert dyr pa den ferste dagen av
studien og ble ndr ngdvendig holdt pen ved skylling med heparinisert normal saltvaske
(50 TU/ml). Kateteret ble fjernet etter at studien var ferdig. For intranasal administrering
ble sauen bedevet med en i.v. dose av Ketamin-hydroklorid pd 2 mg/kg for & forhindre
nysing under administrering. Bedevelsen varte i omlag 3 min. Dyrene som fikk
gentamicin intravengst ble ogsa bedovet.

For den intranasale administrering av opplesningene, ble en "blueline” navlestreng-
kanyle med lengde 35 cm (storrelse 6 FG) satt inn i neseboret til sauen til en
forhandsbestemt dybde pa 10 cm fer tilfering av opplosningen fra en sproyte pd 1 ml.
For intranasal administrering av de pulverformede formuleringene, ble en BOC
luftrarslange (red gummi, oppbrettet) pd 6.5 mm fylt med pulverformuleringen og
deretter innsatt i neseboret til sauen til en forhdndsbestemt dybde p& 6 cm fer pulveret ble
blést inn i nesehulen.

Den forste gruppen sauer (n=2) ble gitt 0.25 ml gentamicin-opplesning (386
mg/ml)(5.0 mg/kg) i hvert nesebor. Den andre gruppen (n=3) fikk 0.25 ml gentamicin-
opplesning (386/ml) (5.0 mg/kg) inneholdende 2 mg/ml LPC i hvert nesebor. Den tredje
gruppen (n=3) fikk 5.0 mg/kg gentamicin og 0.2 mg/kg LPC i kombinasjon med
stivelsesmikrosfeerer (1.9 mg gentamicin/mg stivelsesmikrosfarer). Den siste gruppen
med sauer (n=3) ble gitt 2 mg/kg gentamicin administrert intravengst som en opplesning
(40 mg/ml) gjennom halsvenen. Blodprever (2 ml) ble tatt fra halsvenen ved 0, 8, 16,
24, 32, 45, 60, 90, 120, 180 og 240 min. etter legemiddeltilforsel. Serumet ble separert
ved sentrifugering og provene lagret ved minus 20°C inntil de ble analysert. Intet heparin
ble tilsatt til noen av prevene. Gentamicin-nivaet ble bestemt ved EMIT-teknikken (16).

En dramatisk effekt kan observeres nar gentamicinet og promotoren administreres 1
form av stivelses-mikrosfeere-formuleringen, med heyeste niva i blodet pa 6.3 pg/ml
sammenlignet med 0.4 pg/ml for gentamicinopplesning. Kombinasjonen av mikrosfarer

pluss LPC-forbedrende midler frembringer en profil for blodniva versus tid som er svart
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lik den som oppnés nir gentamicin tilfores intravengst (fig. 2).
Som et resultat av dosene gitt, er biotilgjengeligheten for intranasalt tilfert gentamicin i
kombinasjon med LPC-promotoren og geldannende mikrosferesystem 57.3%

sammenlignet med gentamicin gitt ved i.v. tilfersel.

Insulin
I alle dyrestudiene ble glykoseplasma-nivéet analysert ved hjelp av glykose-oksidase-
metoden. Plasmainsulin-nivdene ble bestemt i kanin- og saue-eksperimentene ved hjelp av

radioimmunologiske forsek ved bruk av en dobbel-antistoff-teknikk.

Rottestudier:

In situ modellen til Hirai (sorn modifisert av Fisher) ble brukt for & studere
nasalabsorpsjonen av insulinet ved bruk av ikke-diabetiske Wistar-hannrotter pa 150 gr.
fastende natten over. Rottene ble anestisert med en liten i.p. injeksjon pa 0.25 ml med
Pentobarbiton (60 mg/ml).

En 250 IU/ml opplesning av sink (Zn)-humaninsulin ble framstilt i en buffer (1/75 M
Na,HPO,) med pH 7.3. I noen forsgk ble 0.2% LPC eller for sammenligning 1%
glykodeoksycholat (GDC) tilsatt til blandingen som absorpsjonsfremmende midler.
Eksperimentene ble reprodusert (n=4). 10 ml ble tilfert i nesehulen tilsyarende 16.67
IU/kg (2.5 IV/rotte). Blodprever 0.2 ml) ble samlet i 5 ml fluoridoksalat-rer ved 10.6 og
2 minutter for tilforsel og ved 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240 og 300 min. etter
tilforsel. Blodet ble erstattet med saltopplesning tilfert gjennom halsvenen.

Fig. 3 viser glykosenivaene for rotter gitt intranasale doser av Zn-insulinopplesning,
Zn-insulinopplesning i kombinasjon med 0.2% LPC eller Zn-insulinopplesning i
kombinasjon med 1% GDC. Resultatene indikerer at insulin gitt intranasalt som en enkel
opplesning ikke medferer noen effektiv reduksjon i plasmaglykosenivaet, mens tilsetning
av et promotorsystem, slik som LPC, forarsaker en rask og betydelig reduksjon i malte
plasmanivaer. LPC-promotorsystemet 1 en konsentrasjon pa 0.2% kan sees & ha
tilsvarende effekt som 1% gallesalt i denne in situ-modellen hvor flimmerhar-
rensemekanismen er svekket.

Kaninstndier
Preparater av ZN-insulin (hovedsakelig heksamer form) eller Na-insulin (hovedsakelig




10

15

20

25

30

178564

13

monomer/dimer-former) ble tilfort nasalt til kaniner enten som fritt insulin eller som et
mikrosfere-avgivelsessystem med lysofosfatidylcholin (LPC) som promotor.
Eksperimentene ble reprodusert (n=4).

Ikke-fastende New Zealand hvite hunnkaniner med gjennomsnittsvekt pd 3.5 kg ble
brukt i denne studien.

En 40 TU/ml Zn- eller Na-humaninsulin-opplesning ble framstilt i en buffer (1/75 M
Na,HPO,) med pH 7.3-7.4. I noen eksperimenter var det tilsatt 0.2 % LPC.

Totalt 200 mikroliter av opplesningen (100 mikroliter i hvert nesebor) ble tilfort
intranasalt tilsvarende omtrent 2.3 IU/kg ved hjelp av en Eppendorf-pipette.

Kaninene ble administrert s.c. med insulin ved 0.8 IU/kg eller 0.6 IU/kg fra
henholdsvis en 14 TU/ml eller 10 IU/ml vandig opplesning. Dosene av
stivelsesmikrosferer og insulin var fastsatt til henholdsvis 2.5 mg/kg og 2.5 TU/kg.
Dosene av LPC var 0.2 mg/kg. Den gjennomsnitlige vekten av kaninene var 3.5 kg.

25 mg mikrosferer ble plassert i en liten glassampulle og 250 mikroliter av en 100
IU/ml insulinopplesning (Na- eller Zn-insulin) ble tilsatt etterfulgt av 2 mg LPC og 250
mikroliter destillert vann, Mikrosfarene fikk deretter st i to timer ved romtemperatur i
kontakt med insulinopplasningen for fryseterking.

Omtrent 15 mg av det frysetorkede pulveret fra hver enkelt ampulle ble fylt 1
tilferselsroret, og dette ble lagret i en eksikator inntil bruk.

Kaninene ble gitt de foreslatte doser i nesehulen uten sedatering. Hver kanin ble holdt
pé rygg under, og i 10 sekunder etter tilferingen for & forsikre avgivelsen av den
pulverformede formuleringen. Blodpreve pa 200 mikroliter og 2 ml for henholdsvis
glykose- og insulin-bestemmelse, ble tatt fra erekantvenen 10 og 5 minutter for tilfarselen
og 3, 15, 30, 45, 60, 90, 120 og 180 minutter etter administrering. For insulinanalysene
ble blodprevene blandet forsiktig i S ml hepariniserte (Li Haparin) ror. For
glykoseanalyser ble blodprevene blandet forsiktig i 5 ml fluoridoksalatrer. Blodprevene
for glykoseanalyser ble lagret bé. knust is i pavente av umiddelbare analyser. Blodprevene
for insulinanalyser ble sentrifugert ved 3000 opm og plasma samlet ble lagret ved minus
20°C i pavente av analyser.

Fig. 4 og 5 viser plasmaglykose-nivaene for kaniner gitt intranasale doser av stort sett
n-insulin eller Na-insulin, henholdsvis som enkle opplesninger, i enkle opplesninger med

tilsetning av 0.2% LPC eller i kombinasjon med stivelsesmikrosferer og LPC. Det er
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ogsa vist plasmaglykoseniva for kaniner injisert s.c. med Zn-insulin eller Na-insulin.
Resultatene viser at for begge typer av insulin (heksamer og monomer/dimer form)
senkes plasmaglykosenivaene vesentlig ved administrering av insulin i kombinasjon med
LPC-promotorsystemet sammenlignet med de enkle insulinopplesningene. Imidlertid
observeres enda mer drastiske reduksjoner i plasmaglykosenividene nér insulinet
administreres i kombinasjon med mikrosfzrene og promotorsystemet. Formen pa
plasmaglykosekurvene for de sistnevnte systemer er overraskende lik de som
fremkommer for s.c. administrering, selv om dosene er 2.5 IU/kg sammenlignet med 0.6

1U/kg for s.c. administrering.

Sauestudier

Zn-krystallisert hoyt renset halvsyntetisk humaninsulin, hvor hvert mg rent protein er
ekvivalent med 28 IU insulin. Insulinopplesninger ble framstilt i 1/75 M fosfatbuffer (pH
7.3).

15 sauer av krysningsrase (Suffolk og Texel) ble brukt i denne studien. Dyrene ble
gremerket og veiet for studien:

Gjennomsnittsvekten av sauene (+SD) var 35.9 kg (+ 2.7 kg). Dyrene ble ikke fastet
for tilfersel av insulin p& grunn av at det er vanskelig 4 oppna dette i praksis og pa grunn
av muligheten for 3 indusere insulinresistens i dyrene. Det siste uttrykket betyr at under
slike betingelser vil ikke saueblod-glykosenivaene reagere sé raskt pa det tilforte insulin.

Et Viggo cecalon universalt sentrait venekateter med 1.2 mm indre diameter med en en
secalon universal stromningsbryter ble plassert i den heyre halsvenen pa hvert dyr den
forste dagen av studien og ble nar nedvendig holdt &pen ved skylling med heparinisert
normal saltveske (50 IU/ml). Kateteret ble fjernet etter fullfering av studien.

E T sl i ]
Insulinbasis-opplesninger ble framstilt i 1/75 M fosfatbuffer (pH 7.3). Disse ble sa

brukt som flytende formuleringer for intravengs og intranasal administrering, og ogsd ved
framstilling av de lyofiliserte mikrosfereformuleringene. De sistnevnte ble framstilt ved &
dispergere den nedvendige mengde av mikrosfarer i insulinopplesningen (+ eventuell
LPC), omroring i en time ved romtemperatur, og deretter fryseterking for & oppna

pulverformuleringen.
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Insulin ble administrert i 0.1 IU/kg intravenest, i 0.2 TU/kg subkutant, og i to IU/kg
nasalt. 3 sauer ble brukt for hvert forsek:

(1) intravenes tilforsel av insulin som en vandig opplesning framstilt i 4 IU/ml: sauene
J.K, og L den 24/11/87. A

(2) intranasal tilfersel av en vandig opplesning, ﬁamsﬁlt 1 200 TU/ml: sauene A,B og C
den 24/11/87.

(3) intranasal tilforsel av en vandig opplosning, framstilt i 200 TU/ml i kombinasjon
med 0.2% LPC (0.02 mg/kg): sauene B;E og F den 24/11/87.

(4) intranasal tilforsel av insulin i kombinasjon med stivelsesmikrosferer (2.5 mg/kg)
og LPC (0.20 mg/kg) som et lyofilisert pulver. For & framstille formuleringen ble 500
mg av Spherex dispergert i 30 ml 1/75 M fosfatbuffer (pH 7.3) inneholdende 400 IU
insulin og 40 mg LPC, blandet i en time, og deretter frysetorket: sauene MN og O den
26/11/87.

(5) intranasal tilforsel av stivelsesmikrosfarer (2.5 mg/kg) uten insulin. For &
framstille formuleringen ble 500 mg Spherex dispergert i 30 ml 1/75 M fosfatbuffer (pH
7.3), blandet i 1 time, og deretter frysetorket: sauene G,H og I den 24/11/87.

(6) Subkutan tilfersel av insulin som en vandig opplesning framstilt i 4.2 ITU/ml.

For intranasal tilfersel av opplesningene ble en "blueline" navlestrengkanyle pa 35 cm
lengde (sterrelse 6 FG, Portex Ltd., Hythe, Kent, England) satt inn i neseboret pa sauen
til en forhandsbestemt dybde pa 10 cm for avgivelsen av opplesningen fra en 1 ml
sproyte. For intranasal administrering av pulverformede formuleringer ble en BOC
lufrgrslange (red gummi, oppbrettet) pa 6.5 mm fylt med den pulverformede
formuleringen og deretter satt inn i neseboret til sauen til en forhdndsbestemt dybde pd 6
cm for pulveret ble blast inn i nesehulen.

For intranasal administrering ble sauen bedgvet med i.v. dose av ketaminhydroklorid i
2 mg/kg. Dette var ment som en motvirkning mot nysing hos dyret under
administreringen. Bedovingen varte i omtrent 3 min. Dyrene som mottok insulin via i.v.
ruten ble ogsi bedgvet for & motvirke enhvér mulig effekt av ketamin pa de malte
blodglykose- eller insulin-nivéene.

Blodprever p& 5 ml ble samlet opp pa knust is fra halsvenen til sauen med kanylen 15
og 5 minutter for administrering av insulinet og S, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 75, 90,
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120, 150, 180 og 240 minutter etter administrering. Hver blodpreve ble delt i 2 deler.
For insulinanalyéer ble det oppsamlete blodet (2.5 ml) blandet forsiktig i 5 ml
heparinisert (Li heparin) ror. For glykoseanalyser ble det oppsamlete blodet (2.5 ml)

‘blandet forsiktig i 5 ml fluoridoksalat-ror. Alle blodprevene ble etter provetaking

bibeholdt pa knust is, i pavente av sentrifugering som s ble utfert ved 4°C og 3000
opm. Det oppsamlede plasma ble lagret ved minus 20°C i pavente av insulin- og glykose-
analyser (radioimmunologisk analyse for insulin). '

Fig. 6 viser plasmaglykose-niviene oppnidd ved intranasal administrering av en enkel
gitt insulinopplesning, av rene stivelsesmikrosfarer, av insulinopplesning med tilsetning
av 0.2% LPC, insulin som en mikrosfere-formulering i kombinasjon med LPC og
intravenegs tilfersel av insulin. Fig. 7 viser tilsvarende kurver for plasmainsulin-nivéer.
Som en kan se fra rotte- og kaninstudiene har ikke insulinet tilfort intranasalt som en
enkel opplesning noen effekt av betydning pa plasmaglykosenivéet, og mengden insulin
som blir absorbert via denne ruten er faktisk sveart lav. Ved tilsetning av
promotorsystemet (LPC) til formuleringen gker mengden insulin som fremkommer i
sirkulasjonen og resulterer folgelig i et noe lavere plasmaglykoseniva. Tilferselen av
insulinet i kombinasjonen med stivelsesmikrosfzrene LPC resulterer i en 693 % okning i
AUC av plasmainsulin sammenlignet med en enkel nasal insulinopplosning. Samtidig
okes det maksimale insulinnivdet med 1040%. Den skarpe nivatoppen opptrer etter 15-20
minutter og avtar raskt, slik som for intravenest insulin. Den relative biotilgjengelighet

for dette systemet er omtrent 25% sammenlignet med subkutan injisering av insulin.

Humant veksthormon

For alle eksperimenter ble det brukt biosyntetisk hGH. Plasmanivaene ble analysert ved
bruk av en fast fase 2-punkts sandwich-ELISA-teknikk. Plasma ble analyserti 2
paralleller i en fortynning pd 1/10 mot en standardopplosning av B-hGH (0.17-7.0 ng/ml)
framstilt i en antigen-inkubasjonsbuffer og ogsé framstilt i den tilsvarende fortynning av

plasma.

Rottestudier

Som tidligere ble eksperimentene utfort ved bruk av in situ rotte-modellen beskrevet av
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Hirai og modifisert av Fisher.

Ikke fastende Wistar hannrotter pa omtrent 200 g ble delt inn i grupper pa 4 og bedevet
ved en 1.p. injeksjon av 0.35 ml pentobarbiton (60mg/ml).

3 forskjellige hGH preparater ble administrert til rottene, nemlig en 10 mg/ml
opplesning av hGH i kaliumfosfatbuffer (1/75 M), pH=7.2, som tidligere med tillegg av
0.05% LPC og som for med tillegg av 0.5% LPC.

20 ml (1 mg/kg) av hvert av de tre preparatene ble administrert intranasalt ved hjelp av
en plastslange. -

Alle eksperimentene ble reprodusert. Blodpraver pa 20 driper ble samlet opp og lagret
pa is ved tidspunktene 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 180, 240 og 300 minutter
etter administrering. Plasmaet ble separert og lagret ved minus 20°C inntil analysering.

Fra fig. 8 kan en se at hGH gitt intranasalt som en opplosning uten et promotor-system
ikke absorberes i noen betydelig grad via nesemembranen. Ved tilsetning av 0.5% LPC

~ til opplesningen ble imidlertid de resulterende maksimale plasmaniva oket fra omtrent 3.5
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mg/ml til omtrent 57 nanogram/ml med en svart markant gkning i AUC. Tilsetningen av
en svert lav konsentrasjon (0.05%) av LPC har tilsynelatende ingen effekt p& absorpsjon
av hGH.

Sauestudier

12 sauer av krysningsrase (Suffolk og Texel) ble brukt i denne studien. Dyrene ble
eremerket og veid for studien: Gjennomsnittsvekten av sauene (+SD) var 35.8 kg (+3.0
kg).

Et Viggo cecalon universalt sentralt venekateter med 1.2 mm indre diameter med en en
secalon universal strgmningsbryter ble plassert i den hgyre halsvenen pa hvert dyr pa den
forste dagen av studien og ble nar nodvendig holdt dpen ved skylling med heparinisert
normal saltvaeske (50 IU/ml). Kateteret ble fjernet etter fullfering av studien.

hGH ble administrert i 34.2 mikrogram/kg (0.1 IU/kg) via den subkutane rute og i
307.5 mikrogram/kg (0.9 IU/kg) via den nasale rute. 3 sauer ble brukt i hvert
eksperiment: ‘

(1) subkutan administrering av hGH som en vandig opplesning framstilt i 1.37 mg/ml
(4 TU/ml).

(2) intranasal administrering av hGH som en vandig opplesning framstilt i 17.57
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mg/ml (51.43 TU/ml). En sau pé 40 kg ville sdledes bli gitt 0.35 ml av formuleringen i
hvert nesebor (0.70 ml totalt).

(3) intranasal administrering hGH i kombinasjon med stivelsesmikrosferer (2.5 mg/kg)
og LPC 80.20 mg/kg) som et lyofilisert pulver. For & framstille formuleringen ble 500
mg Spheriks dispergert i 30 ml sterilt destillert vann inneholdende 61.5 mg hGH (180 IU)
og 40 mg LPC, blandet i 1 time, og deretter frysetorket:

For den intranasale administrering av opplasningene, ble en "blueline”
navlestrengkanyle med lengde 35 ¢cm (storrelse 6 FG) satt inn i neseboret til sauen til en
forhdndsbestemt dybde pad 10 cm fer tilforsel av opplesningen fra en sproyte pa 1 ml. For
intranasal tilforsel av de pulverformede formuleringene, ble en BOC luftrorslange (red
gummi, oppbrettet) pd 6.5 mm fylt med pulverformuleringen og deretter innsatt i
neseboret til sauen til en forhdndsbestemt dybde pa 6 cm fer pulveret ble blést inn i
nesehulen.

For de intranasale studiene er det nedvendig & bedeve sauen ved bruk av en i.v. dose
av ketamin-hydroklorid i 2 mg/kg. Dette er ment & motvirke at dyret nyser under
administreringen. Bedovingen varte i omtrent 3 minutter.

Dyrene som ble gitt hGH subkutant ble ogsi bedovet for & motvirke enhver mulig
effekt av ketamin pa blodnivdene av hGH malt.

Blodpreve pa 2 ml ble samlet opp i hepariniserte (Li heparin) ror p& knust is fra
halsvenen til sauen med kanylen for administrering av hGH og 10, 20, 30, 40, 50, 60,
75, 90, 120, 150, 180, 240 og 300 minutter etter administrering. Plasma som ble samlet
opp ved sentrifugering (3000 opm ved 4°C) ble lagret ved minus 20°C i pévente av
analysering ved ELISA-teknikken.

Fig. 9 viser de oppnaddde hGH-niviene for intranasal administrering av en enkel hGH-
opplesning, intranasal administrering av hGH i kombinasjon med mikrosferer og LPC og
subkutan injeksjon av hGH. Det kan fra resultatene konkluderes at hGH administrert
intranasalt som en enkel obplasning ikke absorberes 1 noen vesentlig utstrekning. Nar
hGH administreres i kombinasjon med mikrosferer og LPC-promotor-systemet gker
imidlertid hGH-plasmanivaet betydelig. Sdledes gkes det maksimale plasmanivaet fra
omtrent 10 ng/ml til omtrent 55 nanogram/ml. Biotilgjengeligheten sammenlignet med

subkutan injeksjon kan beregnes til omtrent 20%.
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Patentkrav

1. Framgangsmate for framstilling av et system for administrering av aktive
medikamenter gjennom slimhinner, karakterisert ved & blande et flertall
mikrosfaerepartikler inneholdende et aktivt medikament med et materiale med evne til &
oke biotilgjengeligheten av det aktive medikamentet gjennom en slimhinnemembran,
hvilket materiale velges fra gruppen bestiende av ionisk tensid, ikke-ionisk tensid,
chelaterende middel, acyl-glycerol, fettsyre, fettsyresalt, tyloxapol, biologisk tensid,
enamin, malonat, salicylat, gallesyresalt og analoge, fusidat, mucolytisk middel,
peptidase-inhibitor og lysfofosfolipid, eller innarbeide materialet og det aktive
medikamentet i mikrosferene under framstilling av mikrosferepartiklene.

2. Framgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert vedatdetanvendes mikrosfaerer med en storrelse mellom 10 og
100 pm.

3. Framgangsmaéte ifolge krav 1 eller 2,
karakterisert vedatmedikamentet og materialet absorberes i eller adsorberes

pa mikrosfarepartiklene etter framstilling av sistnevnte.
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4. Framgangsmate ifglge et av kravene 1 til 3,
karakterisert ved at mikrosfzrene framstilles av stivelse, stivelsesderivater,
gelatin, albumin, kollagen, dextran eller dextranderivater.
5. Framgangsmate ifelge krav 1,
karakterisert ved at mikrosfzrene framstilles av selve det aktive medikament.
6. Framgangsmate ifolge et av kravene 1 til 5,
karakterisert vedatmikrosferenc modifiseres ved kryssbinding.
7. Framgangsmate ifelge et av kravene 1 til 6,
karakterisert ved at materialet anvendes i form av lysofosfatidylcholin.
8. Framgangsmate ifelge et av kravene 1 til 7,
karakterisert ved atdet som medikament anvendes et biologisk aktivt
polypeptid eller derivater av dette med en molvekt fra 1000 til 300 000.
9. Framgangsmate ifolge krav 8,

" karakterisert ved at det som polypeptid anvendes insulin eller veksthormon.

10. Framgangsmadte ifelge et av kravene 1 til 9,

karakterisert ved at systemet framstilles for intranasal administrering.
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