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Beschreibung
Bereich der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen Formen von Ostradiolmetaboliten mit nachhaltiger
Freisetzung, sowie Verfahren fur ihre Herstellung und Verwendung.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Ostradiol wird durch metabolische Prozesse in vivo in verschiedene Derivate umgewandelt. Zwei spe-
zielle Arten von Metaboliten sind die Katecholdstrogene und die Methoxydstradiole. Die Katecholéstrogene
2-Hydroxydstradiol und 4-Hydroxyéstradiol werden durch Hydroxylierung von Ostrogen iiber Cyto-
chrom-P450-Enzyme erzeugt. Die Katecholdstrogene kénnen durch Katechol-O-Methyltransferase methyliert
werden, um die Methoxydstradiole 2-Methoxydstradiol und 4-Methoxydstradiol zu erzeugen.

[0003] Ostradiolmetabolite wirken sich Berichten zufolge auf eine Reihe von zellulédren Prozessen aus. Sie
inhibieren anscheinend die Angiogenese und die Polymerisation und Organisation von Tubulin in aktiv wach-
senden Zellen und induzieren in einigen Zellen eine Apoptose. Dariiber hinaus scheinen 2-Hydroxydéstradiol
und 2-Methoxydstradiol den Cholesterinspiegel bei ovariektomierten Ratten zu beeinflussen und die Fettzel-
lenvermehrung in Kultur zu inhibieren, wohingegen 2-Hydroxydstradiol und 2-Methoxydstradiol anscheinend
die Effekte von Fettleibigkeit, Stoffwechselsyndrom und Gefal- und Nierendysfunktion bei fettleibigen Ratten
verringern. Ostradiolmetabolite sind Berichten zufolge auch bei der Behandlung von Nierenerkrankungen im
Endstadium und Asthma von Vorteil. Ferner scheinen Ostradiolmetabolite wirksame Antipilzmittel zu sein.

[0004] Uber vorteilhafte Effekte von Ostradiolmetaboliten wurde auch in der Krebsbehandlung berichtet.
2-Methoxydstradiol scheint das Wachstum von Lungenkrebszellen in Kultur zu verringern, wenn es mit Wildtyp
p53 verabreicht wird, das Wachstum humaner Bauchspeicheldriisen- und Prostatakrebszellen zu inhibieren
und gegenuber Osteosarkomzellen toxisch zu sein. 2-Methoxydstradiol verringerte Berichten zufolge auch die
Wachstumsrate von Neuroblastomzellen und Tumoren der Hirnanhangdriise. Ostradiolmetabolite scheinen
auflerdem die intrazellulare Akkumulation von Superoxidanionen in sich schnell teilenden Zellen zu erhéhen
und die Effekte existierender Krebsbehandlungen wie Radioimmunotherapie zu verbessern.

[0005] Folglich kénnen Ostradiolmetaboliten zur Behandlung von oder Vorbeugung gegen eine Reihe ver-
schiedener Krankheiten von Nutzen sein. Leider haben natiirlich vorkommende Ostradiolmetabolite eine
schlechte Bioverfligbarkeit und eine kurze Halbwertszeit und die vorteilhaften Effekte scheinen an einen lan-
gen Behandlungszeitraum gebunden zu sein. Es besteht ein Bedarf an pharmazeutischen Formulierungen von
Ostradiolmetaboliten, die die Wirkungsdauer der Metaboliten erhéhen, ohne dass haufige Verabreichungen
notwendig sind, die sowohl bei tierischen als auch bei menschlichen Patienten unerwiinscht waren. Die Ent-
wicklung eines nachhaltigen Freisetzungssystems fiir Ostradiolmetabolite wiirde eine verbesserte therapeuti-
sche Option zur Behandlung einer grofRen Vielfalt von Krankheiten im veterindren und humanen Bereich be-
reitstellen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Gemal dem/den Zweck(en) der vorliegenden Erfindung, wie hierin verkorpert und allgemein beschrie-
ben, betrifft die vorliegende Erfindung gemaR einem Aspekt Formulierungen von Ostradiolmetaboliten mit
nachhaltiger Freisetzung sowie Verfahren zur Herstellung und Verwendung derselben.

[0007] In bestimmten Ausgestaltungen kénnen die Zusammensetzungen und Verfahren einen Ostradiolme-
tabolit und ein Material umfassen, das eine nachhaltige Freisetzung erbringt. Ein solches Material fur eine
nachhaltige Freisetzung kann ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus Mikropartikeln, Nanoparti-
keln, Patches, Kristallen, Gelen, Staben, Stints, Pellets, Scheiben, Pastillen, Plattchen, Kapseln, Filmen, Mi-
krokapseln, Nanokapseln, Hydrogelen, Liposomen, Implantaten und Vaginalringen. Daruber hinaus sieht die
Erfindung ferner hydrophile Polymere vor. In bestimmten Ausgestaltungen stellt die vorliegende Erfindung
Stoffzusammensetzungen oder Verfahren unter Verwendung von Prodrogen von Ostradiolmetaboliten bereit.
Solche Prodrogen kénnen Esterderivate von Ostradiolmetaboliten sein. In anderen Ausgestaltungen kann der
Ostradiolmetabolit derivatisiert sein.

[0008] Hydrophile Polymere zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kénnen unter anderem Poly(ethy-
lenglykol), Poly(propylenglykol) und Copolymere von Poly(ethylenglykol) und Poly(propylenglykol) einschlie-
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Ren.

[0009] In einer besonderen Ausgestaltung sind Ostradiolmetabolite Katecholéstrogene oder Methoxydstradi-
ole. In bestimmten Ausgestaltungen sind sie ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 2-Methoxyéstradiol,
2-Hydroxyéstradiol, 4-Methoxyodstradiol und 4-Hydroxydstradiol.

[0010] In anderen speziellen Ausgestaltungen kénnen Mikropartikel oder Nanopartikel ein biologisch abbau-
bares Polymer umfassen, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Poly(lactid)en, Poly(glycolid)en, Po-
ly(lactid-co-glycolid)en, Poly(milchsaure)n, Poly(glycolsaure)n, Poly(milchsdure-co-glycolsaure)n, Polycapro-
lacton, Polycarbonaten, Polyesteramiden, Polyanhydriden, Poly(aminosauren), Polyorthoestern, Polyacetylen,
Polycyanoacrylaten, Polyetherestern, Poly(dioxanon)en, Poly(alkylenalkylat)en, Copolymeren von Polyethy-
lenglykol und Polyorthoester, biologisch abbaubaren Polyurethanen, Gemischen und Copolymeren davon.

[0011] Ostradiolmetabolite zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kénnen ausgewéhlt werden aus
der Gruppe bestehend aus 2-Methoxyéstradiol, 2-Hydroxyostradiol, 4-Methoxydstradiol und 4-Hydroxydstra-
diol. In einer bestimmten Ausgestaltung ist das Esterderivat eines Ostradiolmetabolits ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus 3-Benzoyl-2-methoxyéstradiol; 17-Benzoyl-2-methoxyoéstradiol; 17-Acetyl-2-methoxy-
Ostradiol; 3-Acetyl-2-methoxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-2-methoxyéstradiol; 3,17-Diacetyl-2-methoxydstradiol;
3-Benzoyl-4-methoxyodstradiol; 17-Benzoyl-4-methoxydstradiol; 17-Acetyl-4-methoxydstradiol; 3-Acetyl-4-me-
thoxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-methoxydstradiol; 3,17-Diacetyl-4-methoxy6stradiol; 3-Benzoyl-2-hydroxyd-
stradiol; 17-Benzoyl-2-hydroxyostradiol; 17-Acetyl-2-hydroxyostradiol; 3-Acetyl-2-hydroxyoéstradiol; 3,17-Di-
benzoyl-2-hydroxyéstradiol; 3,17-Diacetyl-2-hydroxydéstradiol; 2,3-Dibenzoyl-2-hydroxydstradiol; 2,17-Diben-
zoyl-2-hydroxyostradiol; 2,17-Diacetyl-2-hydroxyéstradiol; 2,3-Diacetyl-2-hydroxyéstradiol; 2,3,17-Tribenzo-
yl-2-hydroxydstradiol; 2,3,17-Triacetyl-2-hydroxydstradiol; 3-Benzoyl-4-hydroxyéstradiol; 17-Benzoyl-4-hydro-
xyostradiol; 17-Acetyl-4-hydroxydstradiol; 3-Acetyl-4-hydroxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-hydroxyéstradiol;
3,17-Diacetyl-4-hydroxyéstradiol;  3,4-Dibenzoyl-4-hydroxydstradiol;  4,17-Dibenzoyl-4-hydroxyéstradiol;
4,17-Diacetyl-4-hydroxyéstradiol;  3,4-Diacetyl-4-hydroxydstradiol;  3,4,17-Tribenzoyl-4-hydroxydstradiol;
3,4,17-Triacetyl-4-hydroxydstradiol.

[0012] Zu Derivaten gehdéren unter anderem Dicarbonsaureverbindungen, zweiwertige Sauren, polare Ver-
bindungen und ionische Verbindungen.

[0013] Die erfindungsgemalen Zusammensetzungen kénnen transdermal appliziert werden, wie zum Bei-
spiel durch bukkale, orale, Okulare, nasale, rektale oder vaginale Applikation. Die Zusammensetzungen und
Verfahren der vorliegenden Erfindung kénnen auch Ostradiolmetabolite in einem eutektischen Gemisch nut-
zen.

[0014] Die Zusammensetzungen und Verfahren der vorliegenden Erfindung kénnen nachhaltige Freiset-
zungsformen von Ostradiolmetaboliten nutzen, die durch jedes beliebige in der Technik bekannte Verfahren
produziert werden. In speziellen Ausgestaltungen beinhalten solche Produktionsverfahren unter anderem das
Spriihtrocknen einer Lésung des Polymers und Ostradiolmetabolits, gelést in einem organischen Lésungsmit-
tel; eine Nassemulgierung, einschlief3lich einer kontinuierlichen und diskontinuierlichen Phase, gefolgt von L6-
sungsmittelbeseitigung; eine selektive Extraktion von Olphasenlésungsmittel und Emulsion. Jedes der Produk-
tionsverfahren kann ferner einen Annealing-Schritt vorsehen.

[0015] Die Zusammensetzungen und Verfahren der vorliegenden Erfindung kénnen zur Behandlung eines In-
dividuums von Nutzen sein.

[0016] Zusatzliche Vorzuge der Erfindung sind zum Teil in der folgenden Beschreibung dargelegt und zum
Teil anhand der Beschreibung offensichtlich oder werden bei der Umsetzung der Erfindung erkannt. Die Vor-
zuge der Erfindung werden mit den Elementen und Kombinationen, die speziell in den angefligten Anspriichen
aufgezeigt werden, realisiert und erzielt. Es ist zu verstehen, dass sowohl die vorangehende allgemeine Be-
schreibung als auch die folgende ausfiihrliche Beschreibung nur beispielhaft und erlauternd sind und die Er-
findung, wie beansprucht, nicht beschranken.

Beschreibung der Erfindung
[0017] Die vorliegende Erfindung ist moglicherweise unter Bezugnahme auf die folgende ausfiihrliche Be-

schreibung spezieller Ausgestaltungen der Erfindung und die darin enthaltenen Beispiele leichter zu verste-
hen.
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[0018] Bevor die vorliegenden Verbindungen, Zusammensetzungen und/oder Verfahren offenbart und be-
schrieben werden, ist zu verstehen, dass die vorliegende Erfindung nicht auf spezifische Syntheseverfahren,
spezifische Reagenzien oder Labor- oder Herstellungstechniken begrenzt ist, da diese naturlich variieren kén-
nen, sofern nicht anders angegeben. Es ist auch zu verstehen, dass die hierin benutzte Terminologie nur der
Beschreibung spezieller Ausgestaltungen dient und nicht begrenzend sein soll.

Definitionen
[0019] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung haben die folgenden Begriffe die folgende Bedeutung.

[0020] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff ,biologisch abbaubar" auf Polyme-
re, die in vivo innerhalb eines Zeitraums, der in einer speziellen therapeutischen Situation akzeptabel ist, auf-
gel6st oder abgebaut werden. Dieser Zeitraum liegt typischerweise bei weniger als finf Jahren und gewdhnlich
weniger als einem Jahr nach der Einwirkung eines physiologischen pH-Wertes und einer Temperatur, wie zum
Beispiel ein pH-Wert von 6 bis 9 und eine Temperatur von 25°C bis 38°C.

[0021] Der Begriff ,Analog" und verwandte Begriffe bezieht/beziehen sich auf jedes beliebige Molekil, das
Ostradiolmetabolitaktivitdt demonstriert. Ein solches Molekdil kann ein synthetisches Analog, ein Fragment ei-
nes Ostradiolmetabolits oder ein anderes endogenes biologisches Molekiil als ein Ostradiolmetabolit sein, das
zu einer dstradiolmetabolitartigen Aktivitat in der Lage ist. Insgesamt bezieht sich Ostradiolmetabolitanalog auf
jedes Molekiil, das Bioaktivitat demonstriert, die einem Ostradiolmetabolit selbst &hnlich ist oder dariiber hin-
aus geht.

[0022] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff ,Prodroge" auf jede beliebige Mo-
difikation eines Ostradiolmetabolits, einschlieRlich einer physikalischen oder chemischen Veranderung, die in
einer erhdhten Plasmazirkulationszeit, einer erhéhten Verkapselungseffizienz und/oder einer erhéhten Was-
serldslichkeit resultiert. Die chemische(n) Modifikation oder Modifikationen am Wirkstoff sind nach der Verab-
reichung an ein Individuum durch endogene Mechanismen reversibel. Das Produkt solcher endogener Mecha-
nismen ist ein Ostradiolmetabolit.

[0023] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung beinhaltet der Begriff ,Ostradiolmetabolit" jedes beliebige
Molekiil, das sich aus dem metabolischen Abbau von Ostradiol ergibt, und jedes beliebige Molekiil, das von
einem Ostradiolmetabolit gewonnen wird, wie eine Prodroge, oder ein Analog.

[0024] Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung kann sich der Begriff ,Wirkstoff" auf jeden Ostradiolmeta-
bolit, jedes Ostradiolmetabolitanalog oder eine Ostradiolmetabolitprodroge beziehen.

[0025] Ferner bezieht sich fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung das Wort ,eine" Entitat auf eine oder
mehrere von dieser Entitat; z.B. bezieht sich ,eine Prodroge" oder ,ein Ostradiolmetabolitmolekiil" auf eine
oder mehrere dieser Verbindungen oder auf wenigstens eine Verbindung. Somit kbnnen die Woérter ,ein/e/er",
~einfeler oder mehrere" und ,wenigstens ein/e/er" hierin untereinander austauschbar verwendet werden. Es ist
auflerdem zu beachten, dass die Woérter ,umfassend", ,einschliellich" und ,aufweisend" untereinander aus-
tauschbar verwendet werden kdénnen. Ferner bezieht sich eine Verbindung ,ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus" auf eine oder mehrere der nachfolgend aufgelisteten Verbindungen, einschlieBlich Gemische
(d.h. Kombinationen) von zwei oder mehr der Verbindungen.

[0026] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung besteht ein ,eutektisches" Gemisch aus zwei oder mehr
Substanzen, die bei der geringstmoglichen Temperatur schmelzen.

[0027] Gemal der vorliegenden Erfindung ist ein isoliertes oder biologisch reines Molekdl eine Verbindung,
die aus ihrer natirlichen Umgebung entfernt wurde. Demnach reflektieren ,isoliert" und ,biologisch rein" nicht
zwangslaufig das Ausmal, in dem die Verbindung gereinigt wurde. Eine isolierte Verbindung der vorliegenden
Erfindung kann von ihrer natirlichen Quelle erhalten werden, sie kann mit Synthesetechniken im Labor produ-
ziert oder Uber jeden beliebigen solchen chemischen Syntheseweg produziert werden.

[0028] Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung kdnnen Bereiche hierin von ,etwa" einem speziellen Wert
und/oder zu ,etwa" einem anderen speziellen Wert ausgedriickt sein. Wird ein solcher Bereich ausgedriickt,
beinhaltet eine andere Ausgestaltung von dem einen speziellen Wert und/oder zu dem anderen speziellen
Wert. Werden Werte als Annaherungen ausgedriickt, indem das Antezedens ,etwa" verwendet wird, dann ist
ebenso zu verstehen, dass der jeweilige Wert eine andere Ausgestaltung bildet. Es ist ferner zu verstehen,
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dass die Endpunkte jedes der Bereiche sowohl mit Bezug auf den anderen Endpunkt als auch unabhangig von
dem anderen Endpunkt signifikant sind.

[0029] SchlieBlich bedeutet fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung das Wort ,Individuum" ein Tier oder
Mensch beider Geschlechter.

[0030] Im Folgenden wird nun ausfihrlich Bezug auf spezielle Ausgestaltungen der Erfindung genommen.

[0031] Natiirlich vorkommende Ostradiolmetabolite haben eine kurze Plasmahalbwertszeit. Die orale Biover-
flgbarkeit ist gering, zum Teil aufgrund des raschen Lebermetabolismus. Darliber hinaus erfordern einige In-
dikationen, die mit Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen be-
handelt werden kénnen, wie diabetische Nephropathie oder Fettleibigkeit, eine lange Verabreichung des/der
Wirkstoffs/Wirkstoffe. Die Entwicklung von Ostradiolmetabolit-, Ostradiolmetabolitanalog- oder Ostradiolmeta-
bolitprodrogen-Dosierungsformen fur eine Zufihrung Uber langere Zeitraume ist eine neuartige Weise zur Ver-
abreichung dieser speziellen Therapeutika in einer nitzlichen Formulierung.

[0032] Es gibt zwei Hauptstrategien zur Verlangerung der Kontaktdauer mit schnell metabolisierten Wirkstof-
fen, besonders Steroiden. Die erste ist die Erhéhung der Plasmazirkulationszeit durch chemisches Modifizie-
ren des Steroids mit organischen Sauren, um Steroidesterprodrogen zu bilden. Nach der Zuflihrung wird die
Steroidesterbindung gespalten, um die Stammverbindung durch endogene Enzyme zu bilden. Dem Steroid
durch die organische Saure oder eine andere modifizierende Verbindung verliehene physikalische und chemi-
sche Eigenschaften bestimmen die Geschwindigkeit, mit der die Stammverbindung aus ihrer Prodrogenform
freigesetzt wird. Auf diese Weise Iasst sich die Plasmazirkulationszeit auf kontrollierte Weise erhéhen. Der an-
haltende Kontakt mit einer Steroidesterprodroge kann tber jeden beliebigen Zufihrungsweg, einschlief3lich in-
travends, peroral, intramuskular, subkutan, transdermal, rektal, okular und so weiter, realisiert werden. Be-
stimmte Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung stellen Zusammensetzungen fiir wasserlésliche Formu-
lierungen von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen mit erhéh-
ter Halbwertszeit bereit, die parenteral oder oral zugefiihrt werden kénnen.

[0033] Die zweite Strategie zum Erreichen eines nachhaltigen Kontakts mit Ostradiolmetabolittherapeutika
sieht den Einbau von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen in
irgendein polymeres Zufuhrungssystem mit nachhaltiger Freisetzung vor. Nachhaltige Freisetzungsvorrichtun-
gen kénnen Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradiolmetabolitprodrogen selbst mit er-
héhten Plasmahalbwertszeiten gegenuber denen der Stammverbindungen einschlielen. Von besonderem
Vorteil in der Herstellung von Zufiihrungssystemen mit nachhaltiger Freisetzung, die Ostradiolmetabolite ein-
schlielRen, ist die Fahigkeit, die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Metabolits zu modifizieren,
wie z.B. durch Veresterung, um die Freisetzungseigenschaften des endguiltigen Zufihrungssystems zu opti-
mieren. In bestimmten Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung kénnen Formulierungen aus einem Ge-
misch von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen und einer an-
deren Verbindung bestehen, die eine Flissigkeit bei Kérpertemperatur bildet, wie bei einem eutektischen Ge-
misch. In anderen Ausgestaltungen werden Formulierungen beschrieben, die aus einem Reservoir und Per-
meationshilfen fiir die transdermale Zufiihrung von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Os-
tradiolmetabolitprodrogen davon bestehen. In noch anderen Ausgestaltungen beschreibt die Erfindung die Zu-
sammensetzung von Polymermatrizen fiir die kontrollierte Freisetzung von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolme-
tabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen davon. Solche Matrizen kénnen aus Polymermikropartikeln
oder Nanopartikeln bestehen. In speziellen Ausgestaltungen sind solche Polymere biologisch abbaubar.

Ostradiolmetabolite

[0034] In bestimmten Ausgestaltungen ist der Ostradiolmetabolit ein Katecholdstradiol wie 2-Hydroxyéstradi-
ol (Ostra-1,3,5(10)-trien-2,3,17-triol (17B)) oder 4-Hydroxyéstradiol (Ostra-1,3,5(10)-trien-3,4,17-triol (17B))
oder ein Methoxydstradiol, wie 2-Methoxydstradiol (Ostra-1,3,5(10)-trien-2-methoxy-3,17-diol (17B)) oder
4-Methoxy®éstradiol (Ostra-1,3,5(10)-trien-4-methoxy-3,17-diol (17B)). Handelsiibliche Praparate von allen die-
sen Verbindungen sind ohne weiteres erhaltlich. Darlber hinaus ist ein Verfahren zur Herstellung eines hoch
gereinigten 2-Methoxyostradiols in der provisorischen US-Patentanmeldung Nr. 150,293 offenbart.

[0035] In bestimmten Ausgestaltungen kann der Ostradiolmetabolit an ein hydrophiles Polymer angelagert
werden. Das hydrophile Polymer kann ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus Poly(propylengly-
kol), Poly(ethylenglykol), Copolymeren von Poly(ethylenglykol) und Poly(propylenglykol). In speziellen Ausge-
staltungen ist das hydrophile Molekil Poly(ethylenglykol) (PEG).
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[0036] In einer alternativen Ausgestaltung ist der Ostradiolmetabolit mit Mikropartikeln oder Nanopartikeln
verbunden. In bestimmten Ausgestaltungen werden die Mikropartikel oder Nanopartikel ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Poly(lactid)en, Poly(glycolid)en, Poly(lactid-co-glycolid)en, Poly(milchsaure)n, Po-
ly(glycolsaure)n, Poly(milchsaure-co-glycolsaure)n, Polycaprolacton, Polycarbonaten, Polyesteramiden, Poly-
anhydriden, Poly(aminosauren), Polyorthoestern, Polyacetylen, Polycyanoacrylaten, Polyetherestern, Poly(di-
oxanone)n, Poly(alkylenalkylat)en, Copolymeren von Polyethylenglykol und Polyorthoester, Polyurethanen,
Gemischen und Copolymeren davon. In einer speziellen Ausgestaltung ist der Mikropartikel oder Nanopartikel
Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA). In einer anderen speziellen Ausgestaltung besteht der Mikropartikel oder Na-
nopartikel aus einem biologisch abbaubaren Polymer.

[0037] Die Fachperson wird erkennen, dass die oben aufgelisteten Verbindungen nur beispielhaft sind und
dass je nach der jeweiligen Hydroxylierungs- oder Methylierungsstelle auf der Stammdstradiolverbindung viele
Variationen verwendet werden kénnen. Ostradiol kann zum Beispiel an vielen Stellen hydroxyliert oder methy-
liert werden, und solche Variationen sind in der Technik bekannt.

Ester von Ostradiolmetaboliten

[0038] In bestimmten Ausgestaltungen werden Ester von Ostradiolmetaboliten zur Erzeugung von Prodrogen
verwendet. Die Esterbindung bleibt wahrend der Herstellung und Lagerung des Wirkstoffs intakt und wird erst
nach der Verabreichung an einen Patienten fir Hydrolyse anfallig. Folglich sind Ester optimale Prodrogen, weil
eine physiologische Umgebung reichlich endogene Esterasen hat, um die Hydrolyse der Bindung zu katalysie-
ren. Sobald eine Hydrolyse stattfindet, bleiben nur der aktive Ostradiolmetabolit und die nicht toxische biologi-
sche Verbindung, wie z.B. Essigsaure oder Propionsaure, bestehen.

[0039] In einer bestimmten Ausgestaltung werden Ester von Ostradiolmetaboliten verwendet, um die Loslich-
keit von Ostradiolmetaboliten zu regeln. Wasserléslichkeit kann zum Beispiel durch Veresterung mit Bernstein-
saure verliehen werden. Andere Ester kdnnen die Loslichkeit in einer Vielfalt anderer Ldsungsmittel verbessern
und kénnen auch eine gewisse Interaktion zwischen einem Ostradiolmetabolitester und einem Polymer zulas-
sen, das eine Zufuhrungsvorrichtung mit nachhaltiger Freisetzung umfasst, die wiederum die Freisetzung der
Esterprodroge von der Polymermatrix in die umgebenden Gewebeflissigkeiten regeln wirde.

[0040] In einer speziellen Ausgestaltung beinhalten Ester von 2-Methoxydstradiol unter anderem 3-Benzo-
yl-2-methoxydstradiol, 17-Benzoyl-2-methoxydstradiol, 17-Acetyl-2-methoxydstradiol, 3-Acetyl-2-methoxydst-
radiol, 3,17-Benzoyl-2-methoxydstradiol und 3,17-Diacetyl-2-methoxydstradiol.

[0041] In einer weiteren speziellen Ausgestaltung beinhalten Ester von 4-Methoxydstradiol unter anderem
3-Benzoyl-4-methoxyodstradiol, 17-Benzoyl-4-methoxydstradiol, 17-Acetyl-4-methoxydstradiol, 3-Acetyl-4-me-
thoxydstradiol, 3,17-Dibenzoyl-4-methoxydstradiol und 3,17-Diacetyl-4-methoxydstradiol.

[0042] In einer alternativen speziellen Ausgestaltung beinhalten Ester von 2-Hydroxydstradiol unter anderem
3-Benzoyl-2-hydroxyodstradiol, 17-Benzoyl-2-hydroxydstradiol, 17-Acetyl-2-hydroxydstradiol, 3-Acetyl-2-hy-
droxyéstradiol, 3,17-Dibenzoyl-2-hydroxydéstradiol, 3,17-Diacetyl-2-hydroxyoéstradiol, 2,3-Dibenzoyl-2-hydro-
xyostradiol, 2,17-Dibenzoyl-2-hydroxydstradiol, 2,17-Diacetyl-2-hydroxyoéstradiol, 2,3-Diacetyl-2-hydroxydst-
radiol, 2,3,17-tribenzoyl-2-hydroxyéstradiol und 2,3,17-Triacetyl-2-hydroxyostradiol.

[0043] In einer anderen speziellen Ausgestaltung beinhalten Ester von 4-Hydroxydstradiol unter anderem
3-Benzoyl-4-hydroxyodstradiol, 17-Benzoyl-4-hydroxydstradiol, 17-Acetyl-4-hydroxydstradiol, 3-Acetyl-4-hy-
droxyéstradiol, 3,17-Dibenzoyl-4-hydroxydéstradiol, 3,17-Diacetyl-4-hydroxyoéstradiol, 3,4-Dibenzoyl-4-hydro-
xyostradiol, 4,17-Dibenzoyl-4-hydroxydstradiol, 4,17-Diacetyl-4-hydroxyoéstradiol, 3,4-Diacetyl-4-hydroxydst-
radiol, 3,4,17-Tribenzoyl-4-hydroxy&stradiol und 3,4,17-Triacetyl-4-hydroxydstradiol.

[0044] In einer bestimmten Ausgestaltung kénnen Ester von allen vier Ostradiolmetaboliten organische Séu-
rederivate des urspriinglichen Ostradiolmetabolits sein. Zu speziellen Ausgestaltungen gehéren unter ande-
rem Ester von Propionsaure, Buttersaure, Valeriansaure, Hexansaure, Benzoesaure, Essigsaure, Propionsau-
re, Buttersaure, Stearinsdure und andere Fettsauren.

[0045] Ostradiolmetabolite zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung kénnen ausgewéhlt werden aus
der Gruppe bestehend aus 2-Methoxyéstradiol, 2-Hydroxyostradiol, 4-Methoxydstradiol und 4-Hydroxydstra-
diol. In einer speziellen Ausgestaltung wird das Esterderivat eines Ostradiolmetabolits ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus 3-Benzoyl-2-methoxyodstradiol; 17-Benzoyl-2-methoxyéstradiol; 17-Acetyl-2-methoxy-
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Ostradiol; 3-Acetyl-2-methoxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-2-methoxyéstradiol; 3,17-Diacetyl-2-methoxydstradiol;
3-Benzoyl-4-methoxyodstradiol; 17-Benzoyl-4-methoxydstradiol; 17-Acetyl-4-methoxydstradiol; 3-Acetyl-4-me-
thoxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-methoxydstradiol; 3,17-Diacetyl-4-methoxyo6stradiol; 3-Benzoyl-2-hydroxyé-
stradiol; 17-Benzoyl-2-hydroxyostradiol; 17-Acetyl-2-hydroxyostradiol; 3-Acetyl-2-hydroxyoéstradiol; 3,17-Di-
benzoyl-2-hydroxyéstradiol; 3,17-Diacetyl-2-hydroxydéstradiol; 2,3-Dibenzoyl-2-hydroxydstradiol; 2,17-Diben-
zoyl-2-hydroxyostradiol; 2,17-Diacetyl-2-hydroxyéstradiol; 2,3-Diacetyl-2-hydroxyéstradiol; 2,3,17-Tribenzo-
yl-2-hydroxydstradiol; 2,3,17-Triacetyl-2-hydroxydstradiol; 3-Benzoyl-4-hydroxyéstradiol; 17-Benzoyl-4-hydro-
xyostradiol; 17-Acetyl-4-hydroxydstradiol; 3-Acetyl-4-hydroxydstradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-hydroxyéstradiol;
3,17-Diacetyl-4-hydroxyéstradiol;  3,4-Dibenzoyl-4-hydroxydstradiol;  4,17-Dibenzoyl-4-hydroxydéstradiol;
4,17-Diacetyl-4-hydroxyéstradiol;  3,4-Diacetyl-4-hydroxyéstradiol;  3,4,17-Tribenzoyl-4-hydroxydstradiol;
3,4,17-Triacetyl-4-hydroxydstradiol.

[0046] Verfahren zum Synthetisieren mehrerer Ester von Ostradiolmetaboliten sind bekannt (siehe z.B. das
japanische Patent Nr. 57,041,479 und 49,100,070).

[0047] In einer alternativen Ausgestaltung kann der Ester eines Ostradiolmetabolits an ein hydrophiles Poly-
mer angelagert werden. Ein hydrophiles Polymer erhdht die Halbwertszeit der Verbindung und ermdglicht au-
Rerdem weniger haufige und geringere Dosisverabreichungen. In bestimmten Ausgestaltungen wird eine hy-
drolysierbare Verknupfung einbezogen, um das Estermolekil nach der Hydrolyse vom hydrophilen Polymer zu
befreien. Dadurch kann das Estermolekiil erst nach der Hydrolyse in das Zytoplasma von Zellen eintreten, da
es eine Zellmembran mit angelagertem hydrophilen Molekil wie PEG langsamer oder gar nicht passieren
kann.

[0048] In bestimmten Ausgestaltungen kann der Ester eines Ostradiolmetabolits mit oder ohne angelagertes
hydrophiles Polymer auch in Mikropartikel wie Mikrospharen oder Nanospharen eingebaut werden.

[0049] Die Fachperson wird erkennen, dass die oben aufgeflihrten Verbindungen nur beispielhaft sind und
dass je nach dem von einem speziellen Ostradiolmetabolit erzeugten speziellen Esterderivat viele Variationen
verwendet werden kénnen. Solche Variationen sind in der Technik bekannt.

Herstellung von intravendsen oder oralen Formulierungen von Ostradiolmetaboliten

[0050] In bestimmten Ausgestaltungen werden Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradi-
olmetabolitprodrogen mit polaren oder ionischen Verbindungen derivatisiert, so dass das Derivat wasserloslich
ist und eine langere Plasmazirkulationszeit im Vergleich zum Stammmetabolit aufweist. In einer speziellen
Ausgestaltung werden Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradiolmetabolitprodrogen mit
Dicarbonsaureverbindungen derivatisiert, inklusive, aber nicht begrenzt auf, Oxal-, Malon-, Malein-, Bernstein-,
Glutar-, Adipin-, Pimelin-, Pamoik- oder andere zweiwertige Sauren. In einer anderen speziellen Ausgestaltung
werden zweiwertige Sauren mit kiirzeren intervenierenden Kohlenstoff ketten verwendet, wie Bernstein-,
Glutar-, Malein-, Malon- oder Oxalsauren. Verbindungen wie diese verleihen eine erhéhte Wasserldslichkeit
und erhdhte Plasmazirkulationszeiten in Kombination mit Ostradiolmetaboliten. Verfahren zur Veresterung mit
zweiwertigen Sauren kénnen mit dem geeigneten Anhydrid oder Mischanhydrid der zweiwertigen Saure mit in
der Technik allgemein bekannten Methoden durchgefiihrt werden. Die Erfindung beinhaltet alle Modifikationen
an Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen, die eine erhéhte Was-
serldslichkeit und Plasmalebensdauer erzielen. Die durchschnittliche. Fachperson kann sich solche Derivate
vorstellen und Synthesewege fir solche Derivate ohne weiteres entwickeln (z.B. US-Patent Nr. 2,897,218).
Jede beliebige funktionelle Gruppe auf dem Ostradiolmetabolit oder Ostradiolmetabolitester kann derivatisiert
werden.

Herstellung transdermaler Formulierungen von Ostradiolmetaboliten

[0051] In bestimmten Ausgestaltungen werden Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradi-
olmetabolitprodrogen davon mit geeigneten Vehikeln vermischt, die ein Reservoir umfassen, von dem aus sich
der Wirkstoff in die Haut in einer angemessenen Geschwindigkeit verteilen kann. Der Wirkstoff muss durch die
schutzende Hornschichtbarriere der Haut diffundieren, bevor er in die Hautschicht eintritt, von wo aus die sys-
temische Wirkstoffabsorption stattfindet. Die Permeation kann durch physikalische Mittel wie eine erhéhte Hy-
dratation, Anwendung von Ultraschall, thermische oder elektrische Potentiale oder durch chemische Mittel wie
der Einbau von Fettsaureestern, chaotropen Mitteln, Polyolen, Terpenoiden oder Tensiden verbessert werden.
Die Verteilung zwischen Vehikel und Hornschicht der Haut hangt von der relativen Ldslichkeit des Wirkstoffs in
der jeweiligen Umgebung ab. Folglich kénnen sowohl die Identitat des Vehikels als auch die Zusammenset-
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zung des Wirkstoffs zum Beispiel Uber Veresterung verandert werden, um das Freisetzungsprofil des Wirk-
stoffs von dem transdermalen Patch zu optimieren. In einer speziellen Ausgestaltung werden Lésungen oder
Feststoffsuspensionen von Ostradiolmetabolit in Medien hergestellt, die Hautpenetrationsverbesserer
und/oder biokompatible Lésungsmittel oder Gemische von Lésungsmitteln oder einen transdermalen Klebstoff
enthalten. Die Suspension hat die Aufgabe, die Auflésung in und transdermale Permeation des Wirkstoffs
durch die Hornschicht der Haut zu férdern. In einer anderen speziellen Ausgestaltung werden Ostradiolmeta-
bolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradiolmetabolitprodrogen in einem Vehikel wie Menthol aufgeldst, so
dass die Formulierung bei Hauttemperatur fliissig ist. In einer anderen speziellen Ausgestaltung werden Ost-
radiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ostradiolmetabolitprodrogen in einem angemessenen trans-
dermalen Klebstoff suspendiert oder aufgeldst und in einen Standardwirkstoff in einem adhasiven transderma-
len Patch eingebaut oder in ein mehrlagiges Patch eingebaut, das Wirkstoff in Klebstoff (neben der Haut), eine
geschwindigkeitsregulierende Membran und einen Wirkstoff in Klebstoff umfasst, der als Reservoir dient.

Herstellung von Mikropartikelformulierungen von Ostradiolmetaboliten mit nachhaltiger Freisetzung

[0052] First-Pass-Lebermetabolismus verringert die Bioverfligbarkeit von oral zugefiihrten Steroiden. Folglich
werden Steroide oft per Injektion verabreicht. Steroide haben typischerweise eine kurze Wirkung, so dass eine
chronische Behandlung wiederholte Injektionen voraussetzt. Die Bildung von Ostradiolmetabolit oder Ostradi-
olmetabolitanalogprodrogen durch Steroidveresterung und Derivatisierung oder parenterale Zufiihrung in ei-
nem Olvehikel verringert die Dosierungshaufigkeit. Eine alternative Maglichkeit zum Erreichen eines therapeu-
tischen Niveaus von Ostradiolmetaboliten {iber einen langeren Zeitraum ist der Einbau von Ostradiolmetabo-
liten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen in Vorrichtungen fiir eine verlangerte Zu-
fuhrung.

[0053] Eine bestimmte Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung stellt Mikrospharen bereit, die aus Po-
ly-D,L-(lactid-co-glycolid) bestehen. Dieser Polyester ist biokompatibel und kann eine lange Bilanz medizini-
scher Sicherheit vorweisen. Polymererosion im Korper regelt die Geschwindigkeit der Wirkstofffreisetzung und
die Fachperson ist in der Lage, diese Geschwindigkeit zu beeinflussen. Dosiersysteme mit verlangerter Frei-
setzung sind eine ideale Erganzung fiir Ostradiolmetabolitbehandlungen bei Krankheiten wie Diabetes Typ I,
die oft eine lebenslange Wirkstofftherapie erfordern.

[0054] Die Erfindung stellt ferner Verfahren zur Verkapselung von Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolita-
nalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen in geeigneten Polymerzufilhrungsvorrichtungen fiir eine nachhalti-
ge Freisetzung bereit. Der Wirkstoff kann durch die Polymermatrix dispergiert werden oder alternativ kann der
Wirkstoff entweder alleine oder als ein Gemisch mit einem anderen Polymer, Lésungsmittel oder einem ande-
ren Agens von einer Polymerkapsel umgeben werden. Die Freisetzung des Wirkstoffs kann durch Diffusion
durch die Polymermatrix oder durch eine Kombination aus Wirkstoffdiffusion durch die Polymermatrix und Ero-
sion der Polymerzufiihrungsvorrichtung geregelt werden. Zu bevorzugten Vorrichtungen gehdren Stabe,
Stints, Pellets, Scheiben, Pastillen, Plattchen, Kapseln, Filme, Mikropartikel oder Nanopartikel, Mikrokapseln
oder Nanokapseln. In einer speziellen Ausgestaltung werden Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge
oder Ostradiolmetabolitprodrogen mit einem biologisch abbaubaren Polymer in Mikropartikel- oder Nanoparti-
kelform verbunden.

[0055] In bestimmten Ausgestaltungen werden die Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ost-
radiolmetabolitprodrogen mit einem Polymer in Mikropartikelform verbunden. In einer bevorzugten Ausgestal-
tung hat ein Mikropartikel einen bevorzugten Durchmesser von weniger als 1,0 mm und liegt vorzugsweise zwi-
schen 1,0 und 200,0 Mikrometer. Mikropartikel beinhalten sowohl Mikrospharen als auch Mikrokapseln. Mikro-
sphéren sind typischerweise feste spharische Mikropartikel und Mikrokapseln sind Mikrospharen mit einem
Kern aus einem/r unterschiedlichen Polymer, Wirkstoff oder Zusammensetzung.

[0056] In bestimmten Ausgestaltungen werden die Ostradiolmetabolite, Ostradiolmetabolitanaloge oder Ost-
radiolmetabolitprodrogen, mit oder ohne angelagertem hydrophilem Polymer, mit biologisch abbaubaren Sub-
mikronpartikeln fur eine kontrollierte Freisetzung der Metabolitmolekile verbunden. Ein Nanopartikel hat einen
Durchmesser von 20,0 Nanometern bis etwa 2,0 Mikron und liegt gewdhnlich zwischen 100,0 Nanometer und
1,0 Mikron.

[0057] Nanopartikel kbnnen durch jede beliebige in der Technik bekannte Methode erzeugt werden. Sie kon-
nen in der gleichen Weise wie Mikropartikel erzeugt werden, mit der Ausnahme, dass eine Hochgeschwindig-
keitsmischung oder Homogenisierung angewendet wird, um die Gré3e der Polymer/Bioaktivmittel-Emulsionen
auf weniger als 2,0 Mikron und vorzugsweise unter 1,0 Mikron zu reduzieren (siehe z.B. WO 97/04747).
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[0058] In bestimmten Ausgestaltungen bestehen die Mikropartikel oder Nanopartikel aus Poly(lactid)en, Po-
ly(glycolid)en, Poly(lactid-co-glycolid)en, Poly(milchsaure)n, Poly(glycolsdure)n, Poly(milchsaure-co-glycol-
saure)n, Polycaprolacton, Polycarbonaten, Polyesteramiden, Polyanhydriden, Poly(aminosauren), Polyor-
thoestern, Polyacetylen, Polycyanoacrylaten, Polyetherestern, Poly(dioxanon)en, Poly(alkylenalkylat)en, Co-
polymeren von Polyethylenglykol und Polyorthoester, biologisch abbaubaren Polyurethanen, Gemischen und
Copolymeren davon.

[0059] In einer anderen Ausgestaltung ist der Mikropartikel oder Nanopartikel Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA).
PLGA baut bei der Einwirkung eines physiologischen pH-Wertes ab und hydrolysiert zu Milchsaure und Gly-
colsaure, die normale Nebenprodukte des Zellstoffwechsels sind. Die Zerfallgeschwindigkeit von PLGA-Poly-
meren variiert je nach der relativen Molekiilmasse des Polymers, dem Verhaltnis zwischen Lactid- und Glyco-
lidmonomeren in der Polymerkette und der Stereoregularitat der Monomeruntereinheiten. Die Polymerzerfall-
geschwindigkeit wird durch Gemische von L- und D-Stereocisomeren erhoht, die die Polymerkristallinitat zer-
stéren. Darliber hinaus kdnnen Mikrospharen Gemische aus zwei oder mehreren biologisch abbaubaren Po-
lymeren mit unterschiedlicher relativer Molekilmasse und/oder unterschiedlichem Monomerverhaltnis enthal-
ten.

[0060] In anderen alternativen Ausgestaltungen kénnen derivatisierte biologisch abbaubare Mikropartikel,
einschlieBlich an PLGA angelagerter hydrophiler Polymere, zur Bildung von Mikrospharen verwendet werden.

[0061] Die illustrativen Ausgestaltungen beschreiben Verfahren zur Verkapselung von Ostradiolmetaboliten,
Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen. Verfahren kénnen auf der Basis verschiedener
Uberlegungen gewahlt und adaptiert werden, einschlieRlich der Ldslichkeit des Ostradiolmetabolits in einem
speziellen Lésungsmittel, des gewiinschten physikalischen Zustands des Wirkstoffs in dem endgtiltigen Zufiih-
rungssystem, der gewiinschten Wirkstoffladung in dem Mikrospharenzuflihrungssystem, der gewtnschten
Freisetzungsgeschwindigkeit und der Dauer der Freisetzung des Wirkstoffs von dem Zufiihrungssystem, der
gewunschten PartikelgrofRe und so weiter. Mikrospharen kdnnen durch jede beliebige in der Technik allgemein
bekannte Methode hergestellt werden. In bestimmten Ausgestaltungen werden Mikrospharen durch einzelne
oder doppelte Emulsionsschritte und anschlieRende Losungsmittelbeseitigung produziert. In alternativen Aus-
gestaltungen kénnen andere bekannte Verfahren wie Sprihtrocknung, Lésungsmittelverdampfung, Phasen-
trennung und Koazervierung zum Erzeugen von Mikrospharen angewendet werden. Andere Verfahren und Va-
riationen von Obigem sind in der Technik ebenfalls bekannt und kénnen in der vorliegenden Erfindung eben-
falls angewendet werden.

[0062] In einer speziellen Ausgestaltung werden polymere Mikropartikel durch Sprihtrocknen einer Lésung
aus Polymer und Ostradiolmetaboliten, Ostradiolmetabolitanalogen oder Ostradiolmetabolitprodrogen gebil-
det, geldst in einem angemessenen organischen Losungsmittel. Die Konzentrationen von Polymer und L6-
sungsmittel werden geregelt, um Mikropartikel zu erhalten, die ein vorbestimmtes Gewichtsverhaltnis zwischen
Wirkstoff und Polymer aufweisen. Die Kernladung regelt zum Teil die Freisetzungseigenschaften dieses spe-
ziellen Wirkstoffs von der Zufiihrungsvorrichtung.

[0063] Ineineranderen speziellen Ausgestaltung werden polymere Mikropartikel durch Nassemulgierung und
anschlieBende Lésungsmittelbeseitigung gebildet. Wirkstoff und Polymer werden in einem geeigneten organi-
schen Losungsmittel geldst, das die diskontinuierliche, dispergierte Phase der Emulsion umfasst. In bestimm-
ten Ausgestaltungen enthalt das diskontinuierliche Phasenlésungsmittel auch ein Konservierungsmittel, wie
ein Antioxydationsmittel, einen Puffer oder ein anderes Agens, das die chemische Integritat der Mikropartikel-
komponenten bewahren soll. Das Konservierungsmittel kann in dem diskontinuierlichen Phasenlésungsmittel
gel6st oder suspendiert werden. Das gewahlte organische Losungsmittel muss ausreichend Wirkstoff und Po-
lymer solubilisieren kénnen, um eine Lésung zu erhalten, die Mikrospharen bilden kann, wenn sie mit einer
kontinuierlichen Phase vermischt wird, und anschlief3end eine, die Mikropartikel nach dem Beseitigen des L6-
sungsmittels nach dem Dispergieren der diskontinuierlichen Phase in der kontinuierlichen Phase bilden kann.
Zum Solubilisieren ausreichender Mengen von sowohl Wirkstoff als auch Polymer kann eine Kombination von
Lésungsmitteln verwendet werden. In speziellen Ausgestaltungen wird eine Menge eines zweiten Lésungsmit-
tels, das den Wirkstoff enthalt, mit einem Losungsmittel vermischt, das das Polymer enthalt. Das zweite L6-
sungsmittel ist mit dem ersten Lésungsmittel ausreichend mischbar, so dass eine klare, homogene Lésung
beim Mischen der beiden diskontinuierlichen Phasenlésungsmittel entsteht. Das zweite Lé6sungsmittel kann mit
dem kontinuierlichen Phasenldsungsmittel unvermischbar, teilweise mischbar oder véllig mischbar sein.

[0064] Das diskontinuierliche Phasenlésungsmittel oder Lésungsmittelgemisch kann mit dem kontinuierli-
chen Phasenldsungsmittel unvermischbar oder teilweise mischbar sein. In speziellen Ausgestaltungen unter
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Verwendung eines einzelnen diskontinuierlichen Phasenldsungsmittels kann dieses Lésungsmittel zwischen
0,05 % und 20 % mit dem kontinuierlichen Phasenlésungsmittel mischbar sein. In einer anderen speziellen
Ausgestaltung ist das diskontinuierliche Phasenldsungsmittel zwischen 1 % und 10 in dem kontinuierlichen
Phasenlésungsmittel mischbar.

[0065] Das diskontinuierliche Phasenlésungsmittel wird mit einer kontinuierlichen Phasenflissigkeit ver-
mischt, die angemessene Emulsionsstabilisatoren enthalt, die zum Bilden einer Emulsion notwendig sind. Die
kontinuierliche Phasenflussigkeit ist typischerweise weder ein Losungsmittel flr das Polymer noch fiir den ver-
kapselten Wirkstoff. Die kontinuierliche Phase kann jedoch ein Lésungsmittel fiir das/die diskontinuierliche(n)
Phasenlésungsmittel sein. Das Volumen- oder Massenverhaltnis zwischen diskontinuierlichem Phasenlo-
sungsmittel und kontinuierlichem Phasenlésungsmittel im Laufe der Emulgierung kann jedes beliebige Verhalt-
nis sein, das die Bildung von Mikropartikeln mit den gewuinschten Charakteristiken erméglicht, einschlief3lich
z.B. PartikelgroRRe und physikalischer Zustand des in den Mikropartikeln verkapselten Wirkstoffs. In einer spe-
ziellen Ausgestaltung kann das Volumenverhaltnis zwischen diskontinuierlicher Phase und kontinuierlicher
Phase bei 0,5:1 bis 30:1 liegen. In bestimmten Ausgestaltungen kann die kontinuierliche Phase Spuren- bis
Sattigungsmengen des diskontinuierlichen Phasenlésungsmittels oder eines Gemischs von Lésungsmitteln
enthalten, die die Extraktion des/der diskontinuierlichen Lésungsmittel von der Olphase der Emulsion modu-
lieren sollen. In einer speziellen Ausgestaltung ist die kontinuierliche Phasenflissigkeit Wasser.

[0066] Emulgatoren kdnnen zur kontinuierlichen Phasenflissigkeit gegeben werden, um die Emulsion bei der
Bildung und anschlielienden Beseitigung des diskontinuierlichen Phasenldsungsmittels zu stabilisieren. Bei-
spiele fur solche Emulgatoren sind Phospholipide wie Lecithin, ionische und nicht ionische Tenside, Poloxa-
mere oder Polymere wie Polyvinylpyrrolidon und Polyvinylalkohol. In bevorzugten Ausgestaltungen wird Poly-
vinylalkohol in Konzentrationen von 0,05 bis 10 % w/v verwendet. In einer speziellen Ausgestaltung wird Po-
lyvinylalkohol in Konzentrationen zwischen 0,3 und 4 % w/v in der wassrigen Phase verwendet.

[0067] Bei der Nassemulgierung wird die PartikelgréRe zum Teil durch die Art und Menge des in der wassri-
gen Phase enthaltenen Emulgators und auf3erdem durch die Mischenergie geregelt, die zum Dispergieren der
diskontinuierlichen Phase in die kontinuierliche Phase verwendet wird. Das Vermischen kann durch verschie-
dene Mittel erreicht werden, wie Schnellrihren der Phasen in einem einzelnen Gefal mit einem Magnetstab,
einer Laufradvorrichtung und einem Rotor-Stator-Homogenisator oder Sonden- oder Bad-Sonicator. In einer
speziellen Ausgestaltung wird das Vermischen durch Rihren mit einem Magnetstab erzielt.

[0068] Die Losungsmittelbeseitigung aus der diskontinuierlichen Phase der Emulsion und die resultierende
Hartung von Mikropartikeln kann mit verschiedenen Mitteln erzielt werden. Die Emulsion kann ohne Extraktion
bei einer vorbestimmten Temperatur Uber einen definierten Zeitraum vor der Lésungsmittelextraktion gehalten
werden. Alternativ kann das organische Lésungsmittel sofort nach der Emulgierung extrahiert werden.

[0069] In bestimmten Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung kann die Lésungsmittelbeseitigung durch
Verdampfung geregelt werden. In anderen Ausgestaltungen kann die Verdampfung durch Aufbringen von re-
duziertem Druck unterstitzt werden. In einer bestimmten Ausgestaltung kann das Lésungsmittel teilweise mit
Wasser mischbar sein, so dass sich nach der Emulgierung eine schnelle Hartung von Mikropartikeln aus der
Zugabe einer ausreichenden weiteren Wassermenge zur Emulsion ergibt, um das gesamte in der Emulsion
enthaltene organische Losungsmittel zu solubilisieren. Die Geschwindigkeit, mit der das Extraktionsmedium
zur Emulsion gegeben wird, oder die Geschwindigkeit, mit der die Emulsion zum Extraktionsmedium gegeben
wird, kann je nach der gewlinschten Lésungsmittelextraktionsgeschwindigkeit variieren, die wiederum von der
Empfindlichkeit des Wirkstoff/Polymersystems gegeniiber Anderungen der Lésungsbedingungen abhéngig ist.
Die Fachperson ist in der Lage, diese Faktoren zu bestimmen. In einer weiteren Ausgestaltung kann eine dis-
kontinuierliche Phasenldsungsmittelextraktion durch Modulieren der Temperatur der Emulsion erreicht wer-
den, so dass die Ldslichkeit der diskontinuierlichen Phase in der kontinuierlichen Phase zunimmt, um das dis-
kontinuierliche Phasenlésungsmittel ausreichend zu extrahieren.

Beispiele
[0070] Die Fachperson wird verstehen, dass die in den folgenden Beispielen offenbarten Techniken solche

Techniken reprasentieren, die Feststellungen der Erfinder zufolge in der Praxis der Erfindung gut funktionieren
und daher als die bevorzugten Methoden flr ihre Umsetzung angesehen werden kénnen.
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1. Beispiel. Verkapselung von 2-Methoxyéstradiol in Poly-(lactid-co-glycolid)-Mikrospharen

[0071] 1,6 g Poly-(lactid-co-glycolid) (PLGA) mit einem Molverhaltnis zwischen Lactid- und Glycolidmonomer
von 1:1 und mit einer Grundviskositat von 0,15 dl/g (PLGA 5050 2A, Medisorb, USA) und 800 mg 2-Methoxy-
stradiol (2MB) wurden in 28 ml Ethylacetat durch Erhitzen auf 65°C geldst. Diese Olphase wurde langsam in
80 ml eines wassrigen Polyvinylalkohols (durchschnittliche relative Molekiilmasse 100 kD, 1 % w/v) in einem
250-ml-Becher gegossen, der einen Magnetstab mit einer Riihrdrehzahl von 450 rpm enthielt. Das Gemisch
wurde somit 5 Minuten lang emulgiert, woraufhin die Emulsion schnell in 600 ml eines wassrigen 1 % w/v Po-
lyvinylalkohols gegossen wurde. Man lieR die Mikrospharen 3 Stunden lang durch Magnetrihren bei Raum-
temperatur und Umgebungsdruck harten. Die geharteten Partikel wurden aufgefangen und mit Wasser durch
Zentrifugation gewaschen und dann lyophilisiert.

[0072] Eine Probe trockener Mikrospharen wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und das in der Probe
vorhandene 2MB wurde durch HPLC-Analyse gegen Standardkonzentrationen des Wirkstoffs quantisiert. Die
Kernladung betrug 28,0 Gew.-% 2MB. Die Verkapselungseffizienz wurde als das prozentuale Verhaltnis zwi-
schen gemessener Kernladung und nomineller Kernladung berechnet und lag fiir dieses Praparat bei 85 %.

[0073] 18 mg 2ME-Mikrospharen mit 5 mg 2ME wurden in einem Vehikel aus 0,25 ml Natriumcarboxymethyl-
cellulose, 2,5 Gew.-%, suspendiert. Die Suspension wurde subkutan in Sprague-Dawley-Ratten injiziert. Drei
Tiere wurden zu vorgegebenen Zeitpunkten geopfert, die Injektionsstellen wurden seziert, Blutproben wurden
entnommen und Plasma wurde getrennt und bei -80°C eingefroren. Mikrospharenimplantate wurden von den
Injektionsstellen isoliert und mit DMSO extrahiert, um den nicht freigesetzten Wirkstoff durch HPLC zu quanti-
fizieren. Die In-vivo-Freisetzung wurde durch Subtrahieren der Menge des in den Implantaten verbleibenden
Wirkstoffs von der Gesamtmenge an injiziertem 2ME berechnet. Das In-vivo-Freisetzungsprofil zeigt eine
schlagartige Freisetzung (Burst Release) von etwa 35 % am ersten Tag, gefolgt von einer linearen Freisetzung
von 100 % des verkapselten Wirkstoffs in 28 Tagen.

[0074] Die gefrorenen Plasmaproben wurden aufgetaut, extrahiert, derivatisiert und der Plasmaanteil von
2ME wurde durch Gaschromatografie gegen bekannte 2ME-Standards quantifiziert. Ein Tag nach der Injektion
betrug der Plasma-2ME-Anteil 6,5 ng/ml und fiel am Tag drei auf 5 ng/ml. 2ME-Plasmakonzentrationen nah-
men dann zwischen Tag drei und Tag sieben zu und blieben bis zum Tag 14 bei 8 ng/ml. Die Plasmakonzent-
rationen des Wirkstoffs nahmen dann zwischen Tag 14 und Tag 28 stetig auf eine Endkonzentration von 2
ng/ml an Tag 28 ab.

2. Beispiel. Verkapselung von 2-Hydroxydstradiol in Poly-(lactid-co-glycolid)-Mikrospharen

[0075] Ein Mikrospharenpraparat wurde durch Losen von 1067 mg 2-Hydroxyéstradiol (2HE) und 1600 mg
PLGA (50:50 Lactid:Glycolid, Mw 27 kD) in 28 m| Ethylacetat hergestellt. Die Mikrospharen wurden gemaf den
Angaben im 1. Beispiel hergestellt. Die Kernladung wurde mit 38,3 gemessen, 96 % Verkapselungseffizienz.

[0076] Mikrospharen, die 5 mg 2HE entsprachen, wurden subkutan in Ratten injiziert. In vorgegebenen Zeit-
abstanden wurden Tiere geopfert und die Injektionsstellen wurden seziert, um die Mikrospharen wiederzuge-
winnen. Gleichzeitig wurden den Tieren Blutproben entnommen und das Plasma wurde getrennt und bei -80°C
eingefroren. Die wiedergewonnenen Mikrospharen wurden durch Zentrifugation gereinigt und lyophilisiert.
Sorgfaltig abgewogene Proben wurden in DMSO gel6st und der 2HE-Gehalt der wiedergewonnenen Mikros-
pharen wurde durch HPLC-Analyse quantifiziert. Die Freisetzung von Ostradiolmetaboliten in vivo wurde indi-
rekt durch Subtrahieren der in den Mikrospharen nach einer In-vivo-Inkubation verbleibenden Wirkstoffmenge
von der anfanglichen Wirkstoffmenge in den Mikrospharen berechnet. 32 % des verkapselten Wirkstoffs wur-
den innerhalb von einem Tag nach der Injektion freigesetzt und etwa 50 % der Dosis waren nach drei Tagen
freigesetzt. Der verbleibende Wirkstoff wurde zwischen Tag 3 und Tag 28 nach der Injektion stetig freigesetzt.

[0077] Nach dem Sammeln der Proben der jeweiligen Zeitpunkte wurden die eingefrorenen Plasmaproben
aufgetaut, extrahiert, derivatisiert und die Plasmaanteile von 2HE und 2ME. wurden durch Gaschromatografie
gegen bekannte Standards quantifiziert. Das Plasma-Pharmakokinetikprofil hatte 24 Stunden nach der Injek-
tion einen Blutanteil von etwa 20 ng/ml 2HE, der bis zu Tag 7 nach der Injektion stetig abnahm. Der Blutanteil
von 2HE war zwischen Spurenanteilen und 2 ng/ml zwischen Tag 7 und Tag 28 nachweisbar. Ein geringerer
Burst-Anteil von 2ME (11,5 ng/ml) wurde einen Tag nach der Injektion nachgewiesen, der bis zu Tag 7 allmah-
lich auf 2 ng/ml zurtickging, wobei dieser Wert zwischen Tag 7 und Tag 28 aufrecht gehalten wurde.
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3. Beispiel. Verkapselung von 2HE in PLGA-Mikrospharen durch ein selektives Losungsmittelextraktionsver-
fahren

[0078] Poly-D,L-(milch-co-glycol)sdure in einem Molverhaltnis von 50:50 (PLGA 5050 2,5M) mit einer durch-
schnittlichen relativen Molekilmasse von 27 kD wurde in Ethylacetat auf eine Konzentration von 20 % w/v ge-
I6st. Eine zweite Lésung wurde durch Lésen von 300 mg 2-Hydroxyéstradiol in 1,2 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)
hergestellt. Die beiden Ldsungen wurden durch Verwirbeln vermischt, woraus eine einzelne, klare Losung ent-
stand. Diese organische Lésung wurde mit einer wassrigen Phase aus 17,5 ml Wasser mit 700 mg Polyvinyl-
alkohol, 2,5 ml Ethylacetat und 4 ml DMSO in einem 50-ml-Becher emulgiert, indem mit einem 1-Zoll-Magnet-
stab mit 650 rpm 5 Minuten lang bei 4°C gerthrt wurde. Die resultierende Emulsion wurde langsam in einen
600-ml-Becher mit 240 ml Wasser, 48 ml DMSO und 6 ml Ethylacetat bei 4°C gegossen. Man lief3 die Partikel-
suspension auf Raumtemperatur unter Umgebungsbedingungen erwarmen und das Ethylacetat iber Nacht
von der Emulsion extrahieren/verdampfen. Die geharteten Partikel wurden filtriert, mit Wasser gewaschen und
vor dem Bestimmen der Kernladung luftgetrocknet.

[0079] Getrocknete Mikropartikel von jedem Praparat wurden in DMSO solubilisiert und durch HPLC gegen
2HE-Standards quantifiziert. Der 2HE-Gehalt lag bei 13,1 %. Die Verkapselungseffizienz betrug 66 %.

[0080] Mikrospharen, die 5 mg 2HE entsprachen, wurden subkutan in Ratten injiziert. Zu vorbestimmten Zeit-
punkten wurden die Tiere geopfert und die Injektionsstellen wurden seziert, um die Mikrospharen wiederzuge-
winnen. Gleichzeitig wurden Blutproben von den Tieren genommen und das Plasma wurde getrennt und bei
-80°C eingefroren. Die wiedergewonnenen Mikrospharen wurden durch Zentrifugation gereinigt und lyophili-
siert. Sorgfaltig abgewogene Proben wurden in DMSO gel6st und der 2HE-Gehalt der wiedergewonnenen Mi-
krospharen wurde durch HPLC-Analyse quantifiziert. Die Freisetzung von Ostradiolmetaboliten in vivo wurde
indirekt durch Subtrahieren der in den Mikrospharen nach einer In-vivo-Inkubation verbleibenden Wirkstoff-
menge von der anfanglichen Wirkstoffmenge in den Mikrospharen berechnet. Die In-vivo-Freisetzung von 2HE
war durch eine schlagartige Freisetzung von 38 % der Dosis im Laufe des ersten Tages nach der Injektion,
gefolgt von einer kumulativen Freisetzung von 55 % an Tag 3 nach der Injektion gekennzeichnet. 30 % der
Gesamtdosis wurden zwischen Tag 3 und Tag 28 freigesetzt, wobei insgesamt 88 der Dosis in 4 Wochen frei-
gesetzt wurden.

[0081] Nach dem Sammeln der Proben der jeweiligen Zeitpunkte wurden die gefrorenen Plasmaproben auf-
getaut, extrahiert, derivatisiert und die Plasmaanteile von 2HE und 2ME wurden durch Gaschromatografie ge-
gen bekannte Standards quantifiziert. Die schlagartige Freisetzung von 38 entsprach einem Plasmaanteil von
4 ng/ml 2HE, der zwischen Tag 3 und Tag 28 auf Spurenanteile zurtickging. Der Plasmaanteil von 2ME erreich-
te seinen Hochstwert bei 5,5 ng/ml einen Tag nach der Injektion und ging auf 2 ng/ml an Tag 3 zurilck. Dieser
Anteil wurde zwischen Tag 3 und Tag 28 aufrecht gehalten.

4. Beispiel. Feststoff-in-Ol-in-Wasser-Verkapselung von 2 ME

[0082] DMSO-Lésungen von 2 ME mit einer Konzentration von 25 w/v wurden in Flussigstickstoff abschreck-
gefroren, um eine Kristallisation des Wirkstoffs zu verhindern. Ein-ml-Aliquoten der gefrorenen 2ME-DM-
SO-Ldsung wurden mit einem kalten Morser und Stol3el zerstofRen, anschlieRend mit 10 ml einer gekuhlten 20
% wiv PLGA-50:50-(Lactid:Glycolid, durchschnittiche MW 53 kD)-L6ésung in Ethylacetat mit einem Fisher
Powergen 125 Rotor/Stator-Homogenisator, der mit einer gekiihlten 7-mm-Spitze ausgestattet war, mit 33.000
rpm vermischt. Es wurden zwei Praparate hergestellt; das erste wurde emulgiert, wobei alle Komponenten auf
-20°C gekuhlt wurden, das zweite wurde auf 4°C gekihlt. Beide Temperaturen hielten die 2ME-DMSO-L&sung
im gefrorenen Zustand. Die Feststoff-in-Ol-Emulsionen wurden zu 30 ml destilliertes Wasser mit 4 % w/v Po-
lyvinylalkohol und 3,5 ml Ethylacetat bei 4°C in einem 100-ml-Becher unter Rihren mit 600 rpm mit einem
1-Zoll-Rihrstab gegeben. Die resultierende Feststoff-in-Ol-in-Wasser-Emulsion wurde langsam in 250 ml eis-
kaltes Wasser in einem 600-ml-Becher gegossen, das 10 ml Ethylacetat enthielt, und mit einem 1,5-Zoll-Ruhr-
stab mit 400 rpm geruhrt. Der Extraktionsbecher wurde im Laufe der Mikrospharenhartung in ein Eisbad gege-
ben. Der Becher wurde Uber Nacht geriihrt, um die Lésungsmittel von den Mikrosphéaren zu extrahieren, wobei
man die Temperatur langsam auf 22°C steigen lie3, wahrend das Eis schmolz und das Wasser sich unter Um-
gebungsbedingungen erwarmte.

[0083] Die Partikel wurden durch Filtration aufgefangen, mit Wasser gewaschen und lyophilisiert. Getrockne-

te Partikel wurden in DMSO gel6st und der 2ME-Gehalt wurde durch HPLC gemessen. Die Verkapselungsef-
fizienz der Feststoff/Ol/Wasser-Technik bei -20°C und 4°C ist aus Tabelle | ersichtlich.
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Tabelle |. 2ME-Verkapselungseffizienz mit der Feststoff-in-Ol-in-Wasser-Technik

Emulgiertemperatur | Nominelle Gemessene Verkapselungseffizienz
°c Kernladung % Kernladung % %

-20 11,1 6,7 60

4 11,1 9,3 84

[0084] Die In-vitro-Freisetzung von 2ME wurde durch Zugabe von 12,5 mg Mikrospharen zu 100 ml eines
wassrigen 50%igen Ethylalkohols gemessen. Aliquoten wurden zu vorbestimmten Zeitabstanden entfernt und
2ME-Konzentrationen wurden durch UV-Absorbanzspektroskopie gemessen. Das bei -20°C emulgierte Pra-
parat setzte 15 % des verkapselten Wirkstoffs in linearer Weise tber 6 Stunden frei. Im Gegensatz dazu setzte
die bei 4°C emulgierte Formulierung 7 % des verkapselten Wirkstoffs innerhalb von 30 Minuten frei, wobei die
Freisetzungsrate zwischen 30 Minuten und 7 Stunden stetig abnahm.

5. Beispiel. Eutektisches Gemisch von 2ME und Menthol

[0085] Zur chronischen Verabreichung niedrig dosierter Wirkstoffe ist ein transdermales Patch mdglicherwei-
se wiederholten Injektionen von PLGA-Mikrosphéaren vorzuziehen. Zwei Haupthindernisse fir die transdermale
Verabreichung sind die Formulierung eines stabilen, hochkonzentrierten Wirkstoffreservoirs und irgendeines
Mechanismus zur Verbesserung der Hautdurchlassigkeit. Kaplun-Frischoff und Touitou (1997) J. Pharm. Sci.
86:1394-1399 (Testosteron-Hautpermeationsverbesserung durch Menthol durch die Bildung eines Eutekti-
kums mit Wirkstoff und Interaktion mit Hautlipiden) fanden, dass Testosteron mit Menthol, das ein bekannter
Hautdurchlassigkeitsverbesserer ist, ein eutektisches Gemisch bildete. Da 2ME jedoch eine weit geringere
Loslichkeit in Alkohol hat als Testosteron, ist die Bildung eines eutektischen Gemischs aus 2ME und Menthol
keine offensichtliche Ausweitung der aktuellen Technik.

[0086] 187,6 mg Menthol wurden mit einem Mdrser und Stolel mit 121,3 mg 2ME finf Minuten lang vermah-
len, um einen homogenen, wachsartigen Feststoff zu bilden. 1,2 mg dieses Gemischs wurden hermetisch in
einer Aluminiumpfanne verschlossen und in das Probenfach eines TA Instruments Q10 Differentialkalorimeters
bei 25°C geladen. Die Probe wurde von 25 bis 160°C bei 10°C/min. gescannt. Ein endothermer Peak erster
Ordnung wurde bei einer Anfangstemperatur von 31,47°C festgestellt. Dieser Peak entspricht keiner der reinen
Verbindungen (Menthol 41,77°C, 2ME 187,36°C) und stimmt mit der Bildung einer separaten, eutektischen
Phase uberein. Die transdermale Zufiihrung des Ostradiolmetabolits wird voraussichtlich durch das eutekti-
sche Gemisch mit Menthol verbessert, da das Gemisch bei Kérpertemperatur flissig ist.

6. Beispiel. Durch Spriihtrocknung hergestellte 3-Benzoyl-2-methoxydstradiol-Mikrospharen

[0087] 536 mg 3-Benzoyl-2-methoxydstradiol und 1250 mg PLGA (50:50 Lactid:Glycolid, 27 kD Mw) wurden
in 25 ml Methylenchlorid gel6st. Die Losung wurde mit 3 mi/min. durch den Einlasszerstauber eines Buchi Mini
Spray Dryer Modell B-191 gepumpt. Die Gerateeinstellungen waren wie folgt: Einlasstemperatur, 50°C; Run-
lasstemperatur, 43°C; Aspirator, 80 %; Zerstauberluftstrom, 600 ml/min. Partikel wurden aufgefangen und
durch Rasterelektronenmikroskopie (06/18/02) untersucht. Die PartikelgréRe reichte von 0,2 bis 3 ym. Es wur-
den keine Wirkstoffkristalle beobachtet, was auf eine effiziente Verkapselung des Wirkstoffs schlielen liel3.

7. Beispiel. 2-Methoxydstradiol-Mikrospharen mit einem Antioxydationsmittel, hergestellt durch Extrusion
durch einen Festbettemulgator

[0088] 800 mg PLGA (50:50 Lactid:Glycolid, 13 kD durchschnittliche Mw), 400 mg 2-Methoxydstradiol und
8,2 mg BHT wurden in 14 ml Ethylacetat bei 65°C gelést. Diese Olphase wurde mit einer wassrigen Phase
emulgiert, die aus 1 % w/v Polyvinylalkohol in einem Verhaltnis von 1 Teil Ol zu 1,5 Teilen Wasser bestand. Die
resultierende Emulsion wurde entweder direkt mit 3 ml/min. in ein Lésungsmittelextraktionsmedium gepumpt,
das aus 800 ml eines 0,5 % w/v Polyvinylalkohols bestand, oder etwa 10 Minuten lang bei 65°C gehalten, bevor
die Emulsion zum Extraktionsmedium gegeben wurde. Man liel3 die Mikrosphéaren in dem Extraktionsmedium
harten, indem 2 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Die geharteten Mikrospharen wurden durch
Zentrifugation aufgefangen, mit destilliertem Wasser gewaschen und lyophilisiert.

[0089] Getrocknete Mikropartikel von diesem Praparat wurden in DMSO solubilisiert und durch HPLC gegen
2ME-Standards quantifiziert. Der 2ME-Gehalt lag bei 33,2 %. Die Verkapselungseffizienz lag bei 97 %. Der
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BHT-Gehalt der Mikrospharen wurde im gleichen Assay gegen bekannte BHT-Standards quantifiziert. Die
BHT-Ladung betrug 0,7 Gew.-%, was einer Verkapselungseffizienz von 100 % fiir das Konservierungsmittel
entsprach.

8. Beispiel. Durch temperaturmodulierte Lésungsmittelextraktion hergestellte 2-Methoxyéstradiol-Mikrospha-
ren

[0090] 1600 mg PLGA (50:50 Lactid:Glycolid, 13 kD Mw) und 805 mg 2-Methoxyéstradiol wurden in 28 ml
Ethylacetat bei 65°C geldst. Diese Olphase wurde mit einer wassrigen Phase emulgiert, die aus 1 % w/v Po-
lyvinylalkohol in einem Verhéltnis von 1 Teil Ol zu 20 Teilen Wasser bestand. Die resultierende Emulsion wurde
durch eine in Eiswasser eingetauchte isolierte Rohre gepumpt. Die Ldslichkeit von Ethylacetat in Wasser
nimmt mit abnehmender Temperatur zu, so dass die gekuhlte wassrige Phase ein Reservoir mit zunehmender
Kapazitat fur das organische Lésungsmittel wird. Die gekuhlte Mikrospharensuspension wurde in einen Becher
gepumpt und die Mikrospharen wurden durch 3-stiindiges Rihren bei Raumtemperatur gehartet. Die geharte-
ten Mikrospharen wurden durch Zentrifugation aufgefangen, mit destilliertem Wasser gewaschen und lyophili-
siert.

[0091] Getrocknete Mikropartikel von diesem Praparat wurden in DMSO solubilisiert und durch HPLC gegen
2ME-Standards quantifiziert. Der 2ME-Gehalt lag bei 27,3 %. Die Verkapselungseffizienz betrug 82 %.

9. Beispiel. Stabilisierung von 2-Methoxyéstradiol in Mikrospharen durch Annealing

[0092] 2ME enthaltende Mikrospharen wurden gemafl den Angaben im obigen 6. Beispiel hergestellt. Das
fertige Mikrospharenpulver wurde mit einem 10fachen Gewichtsiberschuss an granuléser Saccharose ver-
mischt. Die Feststoffsuspension wurde in einer Polypropylenréhre versiegelt und in ein 65°C Wasserbad 3
Stunden lang eingetaucht, um eine Kristallisation von verkapseltem 2-Methoxydstradiol zu erméglichen. Nach
dem Annealing wurde die Réhre aus dem Temperaturbad genommen und es wurde genligend Wasser zuge-
geben, um die Saccharose zu |6sen. Die Mikrospharen wurden dreimal mit Wasser durch Zentrifugation gewa-
schen und lyophilisiert. Eine Differentialkalorimetrie an einer Probe der einer Annealing-Behandlung unterzo-
genen Mikrospharen bestatigte, dass > 99 % des Wirkstoffs kristallisiert worden waren.

[0093] Proben der Mikrospharen wurden vor und nach dem Annealing in Glasphiolen geladen, in Umge-
bungsatmosphare versiegelt und in temperaturgeregelte Inkubatoren bei 23°C oder 38°C gegeben. Die Phio-
len wurden aus den Inkubatoren in vorbestimmten Zeitabstanden entfernt und der Gehalt und die Reinheit von
2ME in den Mikrospharen wurden analysiert. Die amorphen Wirkstoff enthaltende Formulierung baute bei einer
Lagerung bei Raumtemperatur um mehr als 13 % ab, wohingegen die Formulierung mit kristallinem Wirkstoff
im Laufe einer Inkubation von 58 Tagen bei 38°C nicht abbaute.

Tabelle Il. Lagerungsbestandigkeit von kristallinem und amorphem 2ME in Mikrospharen

Charge Nr. 3ME Kernladung | $ kristallines Lagerung Reinheit
% w/w 2ME, Zeit Null

050-049-SE 26,9 17 27 Tage, 23°C 87,4 %

041-158-B 30,4 99,7 58 Tage, 38°C 99,3 %

10. Beispiel. Durch Verkapselung mikronisierter Kristalle hergestellte 2-Methoxydstradiol-Mikrospharen

[0094] 2-Methoxydstradiol-Wirkstoffsubstanz wurde mit einem Morser und Stélkel vermahlen, bis die Partikel
einen Durchmesser von weniger als 5 pm hatten. Die PartikelgroRe wurde durch Rasterelektronenmikroskopie
Uberwacht. Der mikronisierte Wirkstoff, 129 mg, wurde zu 1 ml einer 30 w/v Lésung von PLGA (50:50 Lac-
tid:Glycolid, 27 kD Mw) in Ethylacetat gegeben. Der Wirkstoff wurde in der Polymerldsung mit einem Sonden-
beschaller suspendiert, wobei das Gefal} auf Eis gesetzt wurde. Die Suspension wurde tropfenweise zu 50 ml
eines wassrigen 4 % w/v Polyvinylalkohols in einem 150 ml Becher unter Rihren mit 800 rpm gegeben. Die
Mikrospharensuspension wurde tber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Die geharteten Mikrospharen wur-
den durch Zentrifugation aufgefangen, mit destilliertem Wasser gewaschen und lyophilisiert. Eine chromato-
grafische Analyse einer Probe des endgultigen Mikrospharenpraparats, gelést in Dimethylsulfoxid und gemes-
sen gegen bekannte 2ME-Standards zeigte, dass die Kernladung 28,8 Gew.-% 2-Methoxydstradiol betrug,
was eine Verkapselungseffizienz von 96 % ergab.
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11. Beispiel. Herstellung von transdermalen 2-Methoxydstradiol-Patchformulierungen

[0095] 2-Methoxydstradiol-Wirkstoffsubstanz wurde in verschiedenen druckempfindlichen Klebstoffen (Nati-
onal Starch) transdermaler Gite suspendiert und auf polyethylen- und aluminiumdampfbeschichtete Polyeste-
runterlagen (3M) mit einem Gardco ,Microm" Filmapplikator aufgebracht. Die Beschichtungen wurden Uber
Nacht in einem Abzugsschrank getrocknet, die Trocknung wurde in einem 80°C Ofen Uber einen Zeitraum von
2-4 Stunden vollendet.

12. Beispiel. Herstellung von 2-Methoxydstradiol-3,17-diacetat-Mikrospharen

[0096] 400 mg Poly-(lactid-co-glycolid) (PLGA) mit einem Molverhaltnis zwischen Lactid- und Glycolidmono-
mer von 1:1 und mit einer Grundviskositat von 0,25 dl/g und einer durchschnittlichen relativen Moleklimasse
von 27 kD (PLGA 5050 2,5M, Medisorb, USA) und 200 mg 2-Methoxydstradiol-3,17-diacetat wurden in 7 ml
Ethylacetat durch Riihren bei 23°C geldst. Diese Olphase wurde langsam in 20 ml eines wéssrigen Polyvinyl-
alkohols (durchschn. rel. Molekilmasse 100 kD, 1 % wi/v) in einem 50-ml-Becher mit einem Magnetstab mit
einer Ruhrdrehzahl von 450 rpm gegossen. Das Gemisch wurde folglich 5 Minuten lang emulgiert, woraufhin
die Emulsion schnell in 150 ml eines wassrigen 1 % w/v Polyvinylalkohols gegossen wurde. Man lie3 die Mi-
krospharen 3 Stunden lang durch Magnetriihren bei Raumtemperatur und Umgebungsdruck harten. Die ge-
harteten Partikel wurden aufgefangen und mit Wasser durch Zentrifugation gewaschen und dann lyophilisiert.

[0097] Ein zweites Praparat wurde durch Lésen von jeweils 400 mg PLGA und 2-Methoxyoéstradiol-3,17-dia-
cetat in 7 ml Ethylacetat hergestellt. Die Emulgierung fand wie oben beschrieben statt.

[0098] Eine Probe getrockneter Mikrospharen von jedem Praparat wurde in Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst

und das in den Proben vorhandene 2ME-Diacetat wurde durch HPLC-Analyse gegen Standardkonzentratio-
nen des Wirkstoffs quantifiziert. Wirkstoffladung und Verkapselungseffizienz sind in Tabelle 11l aufgefuhrt.

Tabelle 11l. Wirkstoffladung fiir 2-Methoxydstradiol-3,17-diacetat-Mikrospharen

Charge Nr. | Nominelle Ladung Gemessene Ladung | Verkapselungseffizienz
041-034-2 33,3 % 29,8 % 89 %
041-034-B 50,0 % 44,1 3 88 %

[0099] Mikrospharen von jedem Praparat, die 5 mg 2ME-Diacetat entsprachen, wurden zu 100 ml eines wass-
rigen 50%igen Alkohols gegeben. Die Gefalle wurden mit 100 rpm bei 23°C 7 Stunden lang geruthrt. Proben
des Freisetzungsmediums wurden in Abstanden entnommen und die Konzentration des Wirkstoffs wurde
durch UV-Absorbanz bei 287 nm gemessen. Charge 041-034-A setzte 5 % des verkapselten Wirkstoffs in 1
Stunde frei, mit einer Gesamtfreisetzung von 8 % in 7 Stunden im In-vitro-Freisetzungsassay. Im Gegensatz
dazu wurden 8 des verkapselten Wirkstoffs innerhalb von 30 Minuten von Charge 041-034-B freigesetzt, wobei
anschlieBend insgesamt 24 % in 7 Stunden freigesetzt wurden.

[0100] Mikrospharen entsprechend 5 mg 2ME-Diacetat der oben beschriebenen Charge 041-034-B wurden
subkutan in Sprague-Dawley-Ratten injiziert. Blut wurde regelmaRig tber einen Zeitraum von 4 Wochen ent-
nommen. Unmittelbar nach der Entnahme wurde Plasma getrennt und bei -80°C gefroren gelagert. Nach dem
Sammeln der Proben von den jeweiligen Zeitpunkten wurden die gefrorenen Plasmaproben aufgetaut, extra-
hiert, derivatisiert und der Plasmaanteil von 2ME wurde durch Gaschromatografie gegen bekannte 2ME-Stan-
dards quantifiziert. Das Pharmakokinetikprofil war durch eine stetige Zunahme auf 2 ng/ml zwischen Tag 0 und
Tag 3 gekennzeichnet. Die Plasmaanteile wurden zwischen Tag 3 und Tag 28 zwischen 1 und 3 ng/ml gehalten.
Interessanterweise gab es keine grole schlagartige Freisetzung von 2-Methoxyodstradiol im Laufe der ersten
drei Tage nach der Injektion von Mikrospharenformulierungen mit der Diacetatprodroge.

[0101] Alle hierin offenbarten und beanspruchten ZUSAMMENSETZUNGEN, VERFAHREN und VORRICH-
TUNGEN kénnen ohne unnétige Experimente im Hinblick auf die vorliegende Offenbarung hergestellt und aus-
geflhrt werden. Es ist offensichtlich, dass bestimmte Agenzien, die sowohl chemisch als auch physiologisch
verwandt sind, die hierin beschriebenen Agenzien ersetzen kdnnen, wahrend die gleichen oder &hnliche Er-
gebnisse erzielt werden.
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Patentanspriiche

1. Stoff zusammensetzung, die Folgendes umfasst:
(a) einen Ostradiolmetabolit, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Hydroxydstradiolen und Methoxyds-
tradiolen; und
(b) ein Material, das eine nachhaltige Freisetzung erbringt, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Po-
ly(d,1-lactid-co-glycolid) und Polylactid.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das genannte Material, das eine nachhaltige Freisetzung
erbringt, ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Mikropartikeln, Nanopartikeln, Patches, Kristallen, Ge-
len, Stében, Stints, Pellets, Scheiben, Pastillen, Plattchen, Kapseln, Filmen, Mikrokapseln, Nanokapseln, Hy-
drogelen, Liposomen, Implantaten und Vaginalringen.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 2, wobei die genannten Mikropartikel einen Durchmesser zwischen
1 und 200 Mikrometern haben.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 2, wobei die genannten Nanopartikel einen Durchmesser zwischen
20 und 2000 Nanometern haben.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 2, wobei die genannten Mikropartikel oder Nanopartikel ferner ein
Additiv umfassen.

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei das genannte Additiv ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus butyliertem Hydroxytoluol, Propylgallat, einem Tocopherol, Ascorbylpalmitat, einem Antioxydations-
mittel, einem Freisetzungsmodifizierer und einem Puffer.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der genannte Ostradiolmetabolit ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus 2-Methoxy-0stradiol, 2-Hydroxy-0stradiol, 4-Methoxy-6stradiol und 4-Hydroxy-Ostradi-
ol.

8. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der genannte Ostradiolmetabolit transdermal zugefiihrt
wird.

9. Zusammensetzung nach Anspruch 8, wobei die genannte transdermale Zufliihrung ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus bukkaler, oraler, okularer, nasaler, rektaler und vaginaler Zufiihrung.

10. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der genannte Ostradiolmetabolit eine Prodroge ist.
11. Zusammensetzung nach Anspruch 10, wobei die genannte Prodroge ein Ester ist.

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, wobei der genannte Ester ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus 3-Benzoyl-2-methoxydstradiol; 17-Benzoyl-2-methoxy-6stradiol; 17-Acetyl-2-methoxy-6stradiol;
3-Acetyl-2-methoxy-Ostradiol; 3,17-Dibenzoyl-2-methoxy-0stradiol; 3,17-Diacetyl-2-methoxy-6stradiol; 3-Ben-
zoyl-4-methoxy-6stradiol; 17-Benzoyl-4-methoxy-Ostradiol; 17-Acetyl-4-methoxy-Ostradiol; 3-Acetyl-4-metho-
xy-6stradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-methoxy-6stradiol; 3,17-Diacetyl-4-methoxy-6stradiol; 3-Benzoyl-2-hydroxy-0s-
tradiol; 17-Benzoyl-2-hydroxy-6stradiol; 17-Acetyl-2-hydroxy-6stradiol; 3-Acetyl-2-hydroxy-0stradiol; 3,17-Di-
benzoyl-2-hydroxy-6stradiol; 3,17-Diacetyl-2-hydroxy-0stradiol; 2,3-Dibenzoyl-2-hydroxy-6stradiol; 2,17-Di-
benzoyl-2-hydroxy-6stradiol; 2,17-Diacetyl-2-hydroxy-6stradiol; 2,3-Diacetyl-2-hydroxy-6stradiol; 2,3,17-Tri-
benzoyl-2-hydroxy-6stradiol; 2,3,17-Triacetyl-2-hydroxy-6stradiol; 3-Benzoyl-4-hydroxy-Ostradiol; 17-Benzo-
yl-4-hydroxy-6stradiol; 17-Acetyl-4-hydroxy-6stradiol; 3-Acetyl-4-hydroxy-6stradiol; 3,17-Dibenzoyl-4-hydro-
xy-6stradiol; 3,17-Diacetyl-4-hydroxy-Ostradiol; 3,4-Dibenzoyl-4-hydroxy-6stradiol; 4,17-Dibenzoyl-4-hydro-
xy-6stradiol; 4,17-Diacetyl-4-hydroxy-6stradiol; 3,4-Diacetyl-4-hydroxy-6stradiol; 3,4,17-Tribenzoyl-4-hydro-
xy-Ostradiol; 3,4,17-Triacetyl-4-hydroxy-Ostradiol.

13. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der genannte Ostradiolmetabolit in einem eutektischen
Gemisch ist.

14. Zusammensetzung nach Anspruch 1, die ferner ein hydrophiles Polymer umfasst.

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, wobei das genannte hydrophile Polymer ausgewahlt ist aus der
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Gruppe bestehend aus Poly(ethylenglykol), Poly(propylenglykol) und Copolymeren von Poly(ethylenglykol)
und Poly(propylenglykol).

16. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der genannte Ostradiolmetabolit derivatisiert ist.

17. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das genannte Derivat ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Dicarbonsaureverbindungen, zweiwertigen Sauren, polaren Verbindungen und ionischen Verbin-
dungen.

18. Zusammensetzung nach Anspruch 17, wobei eine solche Dicarbonsaureverbindung ausgewahlt ist
aus der Gruppe bestehend aus Oxal-, Malon-, Malein-, Bernstein-, Glutar-, Adipin-, Pimelin- und Pamoiksaure.

19. Zusammensetzung nach Anspruch 17, wobei solche zweiwertigen Sduren ausgewahlt sind aus der
Gruppe bestehend aus Bernstein-, Glutar-; Malein-, Malon- und Oxalsaure.

20. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1-19, wobei die Zusammensetzung zur Behandlung ei-
nes Individuums von Nutzen ist.

21. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der Ostradiolmetabolit ausgewahlt ist aus der Gruppe be-
stehend aus Katecholdstrogenen und Methoxy0stradiolen.

22. Zusammensetzung nach Anspruch 21, wobei das genannte Material, das eine nachhaltige Freisetzung
erbringt, ein Mikropartikel oder Nanopartikel ist, der aus einem biologisch abbaubaren Polymer besteht, aus-
gewabhlt aus der Gruppe bestehend aus Poly(d,1-lactid-co-glycolid) und Polylactid.

23. Zusammensetzung nach Anspruch 21, wobei der genannte Ostradiolmetabolit ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus 2-Methoxy-0stradiol, 2-Hydroxy-0stradiol, 4-Methoxy-6stradiol und 4-Hydroxy-0stradi-
ol.

24. Zusammensetzung nach einem der vorherigen Anspriiche zur Verwendung als Medikament.

25. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1-23 zur Herstellung eines Medika-
ments zur Behandlung von oder Vorbeugung gegen Krebs, Fettleibigkeit, Stoffwechselsyndrom, Gefall- oder
Nierendysfunktion, Nierenerkrankung im Endstadium, Asthma, Pilzinfektion oder Diabetes Typ II.

26. Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-1 9,_ldas das Herstellen
der genannten Zusammensetzung durch Sprihtrocknen einer Losung des Polymers und Ostradiolmetabolits,
geldst in einem organischen Lésungsmittel, beinhaltet.

27. Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-19, das das Herstellen
der genannten Zusammensetzung durch Nassemulgierung, einschlie3lich einer kontinuierlichen und diskonti-
nuierlichen Phase, gefolgt von einer Losungsmittelbeseitigung beinhaltet.

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die genannte diskontinuierliche Phase Ostradiolmetabolite und
Palymer enthalt.

29. Verfahren nach Anspruch 28, das ferner ein Additiv umfasst.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das genannte Additiv ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus einem Antioxydationsmittel, einem Puffer und einem Freisetzungsmodifizierer.

31. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die genannte diskontinuierliche Phase ein organisches Ldsungs-
mittel enthalt.

32. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die genannte kontinuierliche Phase ferner einen Emulgator um-
fasst.

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei der genannte Emulgator ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend

aus Phospholipiden, Lecithin, ionischen Tensiden, nichtionischen Tensiden, Poloxameren, Polymeren, Polyvi-
nylpyrrolidon und Polyvinylalkohol.
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34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der genannte Emulgator Polyvinylalkohol ist.

35. Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-19, das das Herstellen
der genannten Zusammensetzung durch selektive Extraktion eines Olphasenldsungsmittels beinhaltet.

36. Verfahren zur Herstellung der Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1-19, das das Herstellen
der genannten Zusammensetzung durch einen Emulsionsprozess beinhaltet.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 26-36, wobei die genannte Zusammensetzung durch einen Pro-
zess hergestellt wird, der einen Annealing-Schritt beinhaltet.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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