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Regeni se tyka novych mikrosfér, které jsou zejména
pouZitelné ve farmaceutické oblasti jako nosite obzv1aste
ur&engé pro transport biologicky u&innych latek, zejména
hydrofilnich l4tek, p¥i peronalnim podéni. Mikrosféry podle
teseni jsou tvofené kontinulni siti nosiCového materidlu, ve
kterém je p¥ipadng dispergovana latka, pfitemZ uvedeny
nositovy material obsahuje alespoii 70 % hmotn.
homopolymeru tvofeného opakujicimi se strukturnimi
jednotkami obecného vzorce I, ve kterém R, znamend
alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6 uhlikovych atomi nebo
skupinu (CH3),-COORs3, ve kterém m znamené celé ¢islo od
1 do 5 a R3 znamen4 alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomfi, R, znamena alkylovou skupinu obsahujici
1 aZ 6 uhlikovych atomil a n znamena celé ¢islo od 1 do 5.
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Nové mikrosféry na bazi poly (methylidenmalonat)u, zpusob
jejich pripravy a farmaceutické kompozice tyto mikrosféry

obsahujici

Oblast techniky

Vynadlez se tykd novych mikrosfér, které jsou zejména
poufitelné ve farmaceutické oblasti jako d&asticové nosice
urdené pro transport biologicky aéinnych léatek, =zejména
hydrofilnich 1latek (peptidy nebo proteiny), peroralnim

podanim.

Vynadlez se rovné&Zz tyka vyroby téchto mikrodastic a
farmaceutickych kompozic, které tyto mikrosféry obsahuji.

V  ramci popisu a definice wvynalezu se vyrazem
"mikrosféry" rozumi v podstate kulovite Gastice, Jjejichi
stfedni prom&r &ini 1 aZz 100 um, vyhodné 5 az 100 um, a
které Jjsou tvorené vice ¢i méné hustou siti nosicového

materialu.

Tyto mikrosféry se 1181 od mikrokapsli, které Jsou
tvoteny sté&nou obklopujici dutinu. Nicméné Jje treba
poznamenat, Ze mikrosféry pfipravené ve vicendsobné emulzi
mohou obsahovat mnozinu kulicek dispergovanych v

kontinualni siti, kterd uvedené mikrosféry tvori.

V tomto posledné uvedeném pripad& predstavuje celkovy
objem takovych kulic¢ek obecné zlomek 1/20 az 1/2 =z

celkového objemu mikrosfér.
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Dosavadni stav techniky

V prib&u poslednich let prokazaly Cetné studie, Ze
Sasticové systémy na béazi polymerd mohou byt pouzity pro
modifikovani profilu uvolnovéni  terapeuticky G¢innych
latek.

Takto byly ruznymi technikami pfipraveny mikrosféry na
bazi syntetickych polymeri, jakymi jsou naptriklad
poly (kyselina mléc&né), poly(kyselina mléc¢né-koglykolova),
polystyren, polyepsilonkaprolakton, polymethylmethakrylét
nebo mikrosféry na bézi methylceluldzy anebo ethylceluldzy.

Nicmén& Je t¥eba konstatovat, Ze takto pripravené
mikrosféry nejso obecné& biodegradovatelné a v pripade, Ze
Jsou biodegradovatelné, potom Je jejich biologickéa

degradace velmi pomala.

Takto naptiklad v p¥ipadé mikrosfér na bazi kyseliny
poly (mlééné) degradace neprobiha postupne, nybrZz probiha

najednou a to aZ po velmi dlouhé dobe.

Krom& toho tyto mlé&né polymery pi¥i jejich degradaci
uvolfiuji siln& kyselé produkty, které nejen, Ze zpusobuji
autokatalyzu degradace polymeru, ale Jsou také ptvodcem

indukce nekompatibility se zapouz¥enymi latkami.

V pripadé ostatnich pouZitych polymerd maji mikrosféry
extrémne nizkou degradacni rychlost anebo viabec

nedegraduji.

Doba setrvani takovych &astic v organismu miZe omezit
opakovatelnou applikaci téchto mikrocastic v lidském

organismu.




Konedn& lze uvést, %e znamé mikrosféry Jjsou vétsSinou
vyrazne hydrofdébni, coZ podporuje silne a  mnohdy
denaturujici interakce s latkou urdenou k zapouzdreni,
zejména v ptipadé, kdy latka k zapouzd¥eni mé& proteinovy
nebo peptidovy charakter.

Nyni bylo =zjisténo, a toto zjidténi tvofi podstatu
vynalezu, e je moZné ziskat nové mikrosféry, které nemaji
vySe uvedené nedostatky mikrocéastic spadajicich do
dosavadniho stavu techniky.

Podstata vynalezu

Prvnim p¥edmétem vynadlezu pfihlasky vynadlezu Jjsou
mikrosféry tvorené kontinudlni siti nosidového materiéalu,
ve kterém je pripadné dispergovana latka, jejichZ podstata
spodiva v tom, Ze uvedeny nosicovy material obsahuje

°

alespori 70 % hmotn. homopolymeru tvofeného opakujicimi se

strukturnimi jednotkami néasledujiciho obecného vzorce
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ve kterém

R, znamena alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6
uhlikovych atomd nebo skupinu (CH,) -COOR, ve které m
znamena celé &islo 1 a% 5 a R, znamend alkylovou skupinu
obsahujici 1 a% 6 uhlikovych atomd,

R, znamena alkylovou skupinu obsahujici 1 a%Z 6

uhlikovych atomi, a
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n znamena celé c&islo 1 aZ 5.

Bylo zjisténo, Ze vzhledem k chemické povaze polymert
tvo¥icich matrici uvedenych mikrosfér, tyto mikrosféry:
- maji postupnou a modulovananou degradadni kinetiku, a
-  umoZiuji zapouzdf¥it s vysokou G&innosti hydrofilni

latky, zejména biologického pavodu.

Krom& toho bylo s prekvapenim a zcela neocekavatelné
pozorovéano, ze tyto mikrosféry:
-  mohou indukovat stimulaci imunitni odezvy Vv ptipadée,
e jsou sdruZeny s antigenem, a
-  umozfuji v n&kterych pripadech potladeni patologickych
hypersenzibilitnich reakci (indukce tolerance) v ptipa-

d&, e jsou podény peroralne.

Je to tedy charakter polymerniho materidlu tvoficiho
matrici mikrosfér, ktery zpusobuje originalnost tohoto

vynélezu.

Tento polymerni material je v podstate tvoren
homopolymerem tvoXenym opakujicimi se strukturnimi

jednotkami vySe definovaného obecného vzorce I.

Takové polymery maji pozoruhodnou biokompatibilitu a
biodegradovatelnost, pridemi Jsou schopné degradace
chemickou nebo biologickou cestou mechanismem stépeni

bo&nich substituentt.

Rychlost eroze mikrosfér podle vynélezu je zavisla na
molekulové hmotnosti nosidového materidlu a miZe byt tedy
jednodude modulovéna. pouzitim nosidového materidlu majiciho
molekulovou hmotnost ptizpfisobenou poZadované rychlosti
eroze.

Mikrosféry podle vynalezu vykazuji tedy modulovanou a

postupnou erozi, kterd napfiklad umoZiuje  transport
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biologicky G&¢inné latky, dispergované v nosicovém
materialu, a? do mista v organismu, ve kterém bude Ucinek

biologicky udinné latky nejudinnejsi.

Bioeroze uvedenych mikrosfér rovnéz eliminuje akumulaci
polymerniho materialu, ze ktereho Jsou mikrosféry
vytvoteny, Vv organismu, V diisledku d&eho? neni pouZiti

uvedenych mikrosfér omezeno uvedenou akumulaci.

V ramci specifické formy provedeni vynalezu Je vyse
uvedeny homopolymer tvoren opakujicimi se strukturnimi
jednotkami vyse uvedeného obecného vzorce I, ve kterém

R'l
uhlikovych atomid,

R, znamena alkylovou skupinu obsahujici 1 ai 6
uhlikovych atomi a

znamena alkylovou skupinu obsahujici 1 aZ 6

n znamend celé &islo rovnée 1,

pric¢emz vyhodné R, a R, znamenaji skupinu CH,-CH,.

Tyto razné typy polymert skupiny
poly (methylidenmalonat)u jsou zejména vhodné pro
zapouzd¥eni hydrofilnich latek, zejména hydrofilnich latek
biologického puvodu, které Jsou p¥ipadn& biologicky Gcinné.

Pod pojmem "biologicky aktivni molekula" se zde
neomezujicim zpisobem  rozumil ka?dad molekula majici
profylaktickou nebo kurativni biologickou udinnost in vitro
nebo in vivo, zejména protiinfekéni <¢inidlo, obzvlaste
antiseptické, antibioticke, antiviralni, antiparaziticke

nebo antimitotické a zejména protirakovinné cinidlo.

Pou?itelnymi antibiotickymi nebo antiseptickymi &inidly

mohou byt napfiklad rifampicin a colistin.

JakoZto ptiklady antiviralnich &inidel 1lze uvést

neomezujicim zplsobem didanosin, «ribavirin, zidovudin,




acyclovir, ganciclovir, foscarnet, vidarabin a zalcitabin.

Jako?to protirakovinnad ¢inidla mohou byt napfiklad

pouZity cis-plastin a taxol.

V ramci skute&né& vyhodné formy provedeni vynalezu
obsahuje nosidovy materidl mikrosfeér:
- 90 aZ 99,5 % hmotn. vySe definovaného homopolymeru a
- 0,5 a? 10 % hmotn. kopolymeru obsahujiciho alespon
jednu sekvenci majici hydrofilni charakter a alespon jednu
sekvenci majici hydrofobni charakter, ptricemz uvedena
sekvence s hydrofobnim charakterem vyhodné obsahuje alespon

jednu strukturni jednotku vySe uvedeneho obecného vzorce I.

Vyhodné je sekvence s hydrofilnim charakterem uvedeného

kopolymeru zvolena 2z mnoziny zahrnujici poly(oxyethylen),

poly(vinylalkohol), polyvinylpyrrolidon),

poly (N-2-hydroxypropylmethakrylamid),

poly (hydroxyethylmethakrylat), hydrofilni
(

poly (aminokyselinu), Jakou Je napriklad polylysin,
polysacharid, pric¢emz takovou sekvenci je obzvlaste

poly (oxyethylen) .

Uvedeny kopolymer miZe mit blokovou strukturu, vyhodné
dvoublokovou strukturu nebo triblokovou strukturu, anebo

mi%e mit roubovanou strukturu.

P¥idani takovych kopolymerd do nosicového materialu
umoznuje ziskat  homogenni disperzi latky urcené k

zapouzdfeni uvnitf¥ kaZdé z mikrosfér.

Uvedené ptridani rovnéZ umoZnuje modulovat  pomer
hydrofilie/hydrofobie povrchu mikrosfér, coZ umoZiuje
vyloudit nebo alespon omezit silné a mnohdy denaturujici

interakce s latkou urcenou k zapouzdrfeni.
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Krom& toho tyto kopolymery, jejichZ chemicky charakter
hydrofobni sekvence je identicky s charakterem homopolymeru
tvo¥iciho podstatnou &ast mikrosfér, jsou obzvlasté vyhodné
pro skutedné& vyhodnou formu provedeni pripravy mikrosfér,

kterd bude detailn&ji vysvétlena v nésledujicim popisu.

Obecné& mohou byt mikrosféry podle vynélezu ziskany
provedenim zpusobu, ktery zahrnuje:
- pripravu vicenasobné emulze se tremi féazemi, pricemz
mezilehla faze této emulze Je tvorena roztokem polymeru
nebo polymerd tvoficich nosicdovy material v teékavém
organickém rozpoustédle, a
-  odpareni uvedeného organického rozpougtédla za podminek
umo¥fiujicich  vyvolat  sraZeni polymeru okolo kapicek

tvoticich vnit¥ni fazi.

Uvedend vicenédsobnid emulze miZe byt ziskdna klasickym
zptisobem spoc&ivajicim v tom, Ze se primarni emulze typu
voda-v-oleji disperguje ve druhé vodné fazi obsahujici

stabilizadni ¢inidlo.

Takova vicendsobnd emulze m@GZe byt rovnéZi =ziskana
"inverznim" zpUsobem spodivajicim v tom, Ze se vodny roztok
nalije do primarni emulze typu voda-v-oleji. Tento
"inverzni" zpusob zcela neocekavatelné umoZnuje ziskat
zcela pozoruhodné vysledky, které Jsou mnohdy lepsi nez

vysledky ziskané vySe uvedenou klasickou technikou.

Takto se druhy predmét vynalezu tykéd zpusobu ziskani
vySe popsanych mikrosfér, jehoZ podstata spocivéa v tom, Ze
zahrnuje:

a) pripravu prvniho roztoku vyse uvedeného polymeru nebo
polymertt tvoficich nosidovy materiadl v tékavém organickém
rozpoustédle obsahujicim pripadné povrchove aktivni
¢inidlo,

b) pFfipravu druhého roztoku nemisitelného s roztokem
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ziskanym ve stupni a), obsahujiciho pfipadné uvedenou latku
urdenou k dispergovani a pfipadné povrchove aktivni
¢inidlo,

c) ptipravu primarni emulze dispergovanim  uvedeného
druhého roztoku v uvedeném prvnim roztoku, pricemZ
kontinualni faze je tvofrena roztokem polymeru nebo
polymerl,

d) ptripravu sekundarni emulze:

-  bud dispergovanim za michani primérni emulze ziskané ve
stupni c¢) v dispergacdnim prostfedi nemisitelném s uvedenou
primédrni emulzi, pfidemZ uvedené dispergacni prostredi
obsahuje pripadné stabilizacni cinidlo,

- nebo nalitim =za michani do uvedené primarni emulze
roztoku tvo¥eného prostfedim nemisitelnym s uvedenou
primarni emulzi, p¥icemz uvedené prosttfedi pripadné
obsahuje stabilizadéni ¢inidlo, a

z

- odpa¥eni uvedeného organického ¢inidla za michani.

V ramci specifické formy provedeni vynalezu zahrnuje vyse
popsany zpusob dale:

f) izolaci mikrosfér odstredénim,

g) jedno nebo n&kolik néaslednych promyti  uvedenych
mikrosfér a

h) 1lyofilizaci uvedenych mikrosfer.

Prvni stupeti zpuasobu pf¥ipravy mikrosfér podle vynalezu
zahrnuje tedy ziskéani emulze typu voda-v-oleji, vyhodné v
pritomnosti vhodného povrchové aktivniho c¢inidla, pZicemZ
olejova nebo organickd féaze obsahuje polymer nebo polymery
urdené pro vytvofeni nosidového materialu uvedenych

mikrosfér.

Nejd¥ive se pt¥ipravi roztok polymeru nebo polymerd
tvo¥icich nosidovy materiédl pomoci vhodného  té&kavého
organického rozpoudtédla a to pripadneé v pIitomnosti

povrchové aktivniho ¢inidla.




Vyhodn& se v tomto stupni pouZziji pfedbéZné pripravené
polymery v pripad&, Ze homopolymery tvorici v podstaté
nosidovy material mikrosfér mohou byt ziskané za podminek
umo¥iiujicich dobrou charakterizaci, pokud 3jde o molarni

hmotnost a hmotnostni disperzitu.

Homopolymery tvorené opakujicimi se strukturnimi
jednotkami obecného vzorce I mohou byt pfipraveny z
monomer® napfiklad postupy popsanymi v patentovem dokumentu
EP 283346, ktery odpovida patentovym dokumenttm US 4 931
584 a US 5 142 098, pricemZ uvedené monomery Jjsou obecné
odplyn&ny za vakua dosaZeného lopatkovym cerpadlem aZ do
konstantni  hmotnosti za Ucdelem eliminace inhibitoru

polymerace (SO,) .

Tyto homopolymery budou nicméné vyhodné pIipraveny
aniontovou polymeraci v aprotickém prostfedi, napriklad
dispergovanim monomeru Vv acetonu, naslednym p¥idanim
hydroxidu sodného za michani a naslednym odpafenim acetonu

a vysuSenim takto ziskaného polymeru.

Namisto acetonu mohou byt pouZita 1 dalsi organickéa
aprotickéd rozpousté&dla, jako napfiklad acetonitril, dioxan

nebo tetrahydrofuran.

Molekulovia hmotnost homopolymeru, ktery miZe byt ziskén
provedenim tohoto zplsobu, miZe byt dokonale regulovana
rozumnou volbou pracovnich podminek, zejména  volbou
koncentrace monomeru v organické f&zi, hodnoty pH a

molaritou polymeracniho iniciatoru (hydroxid sodny).

Obecné se v ramci vynalezu pouZivaji homopolymery
majici stfedni molarni hmnotnost 1 000 aZz 100 000, vyhodné
homopolymery majici stfedni molédrni hmotnost 5 000 az 80
000.
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T&kavé organické rozpoudtédlo, které muZe byt pouZito
pro ptipravu prvniho roztoku obsahujiciho polymer nebo
polymery tvotici nosicdovym material, bude obecné zvoleno
tak, aby jeho teplota varu byla niZsi, neZ je teplota varu
vody. Takové rozpoudtédlo tedy bude moci byt snadno
odstrané&no p¥i finadlnim stupni odpafeni rozpoustedla

umoZnujicim vysraZeni polymeru.

Ethylacetat pfedstavuje tékavé organické rozpoustédlo,

které je obzvlasté vhodné k tomuto ucelu.

Povrchové aktivni &inidla, kterd mohou byt pouZita pro
stabilizaci primarni emulze mohou mit ruznou povahu a budou
ptidéna k organické féazi obsahujici polymer nebo polymery
(prvni roztok) nebo/a k vodné fazi (druhy roztok) tvotici

dispergovanou fazi.

M@Z%e se naptriklad jednat o poloxamer, jakym je produkt
uvedeny na trh pod oznadenim Pluronic F68 nebo také o
polyvinylalkohol, Jjakym je produkt uvedeny na trh pod
oznacdenim Mowiol 40-88, nebo také o polysorbat a nebo jesté
o povrchové aktivni kopolymer, JjehoZ hydrofobni sekvence ma
stejny chemicky charakter Jjako je charakter homopolymeru

tvo¥eného strukturnimi jednotkami obecného vzorce I.

Bylo prokazéano, Ze takové povrchove aktivni kopolymery
a zejména kopolymery poly(methylidenmalonat)u a
polyoxyethylenu jsou obzvléasté vyhodné vzhledem k tomu, Ze
jednak umoZnuji ziskat velmi stabilni primarni emulzi a
jednak umoZnuji doséhnout dobrého ukotveni povrchoveé

aktivniho &inidla v matrici po odpafeni rozpoustédla.

VySe uvedené povrchové aktivni kopolymery mohou Dbyt
pfipraveny o) sobé znamymi klasickymi polymeracénimi

technikami.




Z t&chto technik se vyhodné ©pouZije  aniontova
polymerace, radikédlovd polymerace nebo také technika
kopulace prekurzorovych sekvenci kopolymeru, ptricemz tyto
sekvence byly pfedbéiZné funkcionalizované na konci reteézce

adekvatnim zpusobem.

Aniontova polymerace Jje obzvléasté vhodna pro pripravu

blokovych kopolymerud.

Tento typ polymerace zahrnuje sekvencni pridavani
monomerl a umoZhiuje ziskat dokonale definovanou strukturu,
pridem? pouZitd mnoZstvi inicidtorl a monomerd umoZnuji

regulovat stupelli polymerace kazdé ze sekvenci.

Blokovy kopolymer miZe byt takto ziskan:
-  bud aniontovou polymeraci prvniho monomeru a reakci na
ristovém feté&zci druhého monomeru,
- nebo aktivaci prekurzorového polymeru, ktery bude

slouzit jako inicidtor ptri polymeraci druhého monomeru.

Iniciadnimi ¢inidly schopnymi pouziti v ramci uvedenych
aniontovych polymeraci obecné budou:
- Jjednak organokovové derivaty, Jako napriklad
butyllithium a zejména difenylhexyllithium, a
- jednak alkoxidy a =zejména makromolekularni alkoxidy,
jako napfiklad POE-alkoxid, které mohou byt ziskany
aktivaci hydroxy-funkce pomoci kumyldrasliku,

difenylmethyldrasliku nebo naftalendrasliku.

Uvedend aniontové polymerace bude rovnéZ provedena vV
rozpoudté&dle, které je kompatibilni s rdznymi sekvencemi

kopolymeru.

V ptripadé, kdy je sekvence s hydrofilnim charakterem
tvorena poly(oxyethylen)em a sekvence s hydrofobnim

charakterem Jje tvofena poly(methylidenmalonat)em, budou




blokové kopolymery podle vyndlezu vyhodné pfipraveny
postupnou aniontovou polymeraci ethylenoxidu a potom
methylidenmalonétu nebo aktivaci komercéniho
monohydroxylovaného polyoxyethylenového prekurzoru a
naslednou aniontovou polymeraci poly(methylidenmalonét)ové

sekvence.

Obecne se jako polymeraéni rozpoustédlo vyhodné pouzije
tetrahydrofuran, pricdemz toto rozpoustédlo umozniuje
pracovat v homogennim prostfedi, coz priznive ovlivruje

kinetiku polymerace.

Monomery pouZité pro pZipravu uvedenych  hydrofilnich

sekvenci jsou obecné& komeréné dostupné produkty.

Technika kopulace Je rovnéZi obzvlasté vhodna pro
pripravu blokovych kopolymeru.

Tato reakce se obecné provadi za pouZiti predbézne
syntetizovanych a  funkcionalizovanych homopolymera v
pfitomnosti kopuladniho <¢inidla a pfipadné aktivacniho

&inidla a ve vhodném rozpoustedle.

V pripad& pfipravy vyhodnych kopolymert podle vynalezu,
jejich#% hydrofilni sekvence je tvofena poly (oxyethylen)em a
jejich hydrofobni sekvence je tvoXena
poly (methylidenmalonat)em, se vyhodné pouzije homopolymer
poly (oxyethylen)u funkcionalizovaného o-karboxy-skupinou a
homopolymer poly(methylidenmalonat)u funkcionalizovaného

o—hydroxy-skupinou.

Homopolymer poly (oxyethylen)u funkcionalizovaného
a-karboxy-skupinou miZe byt naptriklad ziskan prevedenim
komercé¢niho poly (oxyethylen)u funkcionalizovaného

a-hydroxy-skupinou za pouZziti anhydridu kyseliny jantarové.

Homopolymer poly(methylenmalonat)u funkcionalizovaného




a-hydroxy-skupinou mbZe byt ziskan pfimo aniontovou
syntézou ve vodném prostfedi nebo aniontovou syntézou Vv
rozpoudtédle za pouZiti vodného roztoku hydroxidu sodného

jakoZto polymeradniho iniciatoru.

Jako kopuladni &inidlo, které je obzvlaste vhodné pro
uvedenou polymeraci, lze vyhodné pouzit
dicyklohexylkarbodiimid (DCCI) .

Uvedend kopula&ni reakce mbZe byt pripadné aktivovana
bazickou katalyzou a obecné& probihd v rozpousteédle, které
je kompatibilni s uvedenymi homopolymery, a kterym Jje
zejména dichlormethan ve specifickém ptripadé vyhodnych

kopolymert podle vynalezu.

Pro pfipravu roubovanych kopolymertl je obzvlasdté vhodna

radikalova polymerace.

Tato polymerace se obecnée provadi za pouziti
makromonomeru ve funkci vychoziho produktu, t.j. oligomeru
nesouciho na jednom ze svych koncll ethylenickou skupinu,
kterd Jje radikalové polymerovatelna a kterd Je schopna
reagovat s monomerem za vzniku kopolymeru s roubovanou

strukturou.

Tato polymerace bude obecneé provedena Vv pritomnosti

iniciatoru a ve vhodném rozpoustedle.

V  pfipadg& pripravy roubovanych kopolymerd  podle
vynalezu, jejichz hydrofilni sekvence je tvorena
poly (oxyethylen)em, mohou byt pouZity rizné

funkcionalizované makromery.

Obzvlaste vyhodné je pouziti makromonomeru

funkcionalizovaného methakryloylovou skupinou.




Takovy produkt miZe byt komercné dostupny (Aldrich) a
bude tvoten napfiklad poly(oxyethylen)ovym Yetézcem s
molarni molekulovou hmotnosti mezi 308 a 440 g/mol nebo
bude pripraven zZ . komexrcné dostupného
poly(ethylenglykol)monomethyletheru kopulaci s kyselinou
methakrylovou v  dichlormethanu za ucelem  vytvoreni

terminalni methoxy-funkce.

Takovy makromonomer miZe byt rovnéZ p¥ipraven aktivaci
poly (oxyethylen)u a néslednou reakci S

methakryloylchloridem.

Kopolymery s roubovanou strukturou podle vynédlezu mohou

byt rovneéiz pfipraveny transesterifikaci
poly (oxyethylen)monomethyletheru \% Grovni boénich
esterovych reté&zcu predbéine syntetizovaného

poly (methylidenmalonat)u.

Tato transesterifikace bude obecné& provedena za pouZiti

alkoholu, v p¥itomnosti katalyzatoru a pri zvydené teplote.

Kopolymery, jejichZz celkova molarni hmotnost sekvencil s
hydrofobnim charakterem c¢ini 1 000 a% 80 000 g/mol, vyhodné&
1 000 a¥% 50 000 g/mol, jsou obzvladte vhodné pro pouziti v

ramci vynalezu.

Obecné& miZe byt primarni emulze slouzici pro pZipravu
mikrosfér tvoricich podstatu vynalezu, ziskéna pomoci
homogenizatoru na Dbazi strihového napé&ti, kterym Je
napriklad zarizeni typu Uktraturrax (13 500 otacek za

minutu, 5 minut)

Latka, kterd ma byt zapouzdfena se obecné ptidéva do

vodné faze, kterad je dispergovand v priméarni emulzi.

Druhy stupen zpusobu pripravy mikrosfér podle vynalezu
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zahrnuje pripravu sekundarni emulze:

-  bud dispergovanim za michani primarni emulze ziskané ve
stupni c¢) v dispergaénim prostfedi nemisitelném s uvedenou
primarni emzlzi, p¥idemZ uvedené dispergac¢ni prostredi
obsahuje ptipadné& stabilizacéni cinidlo,

-  nebo nalitim za michédni do wuvedené primédrni emulze
roztoku tvoreného prost¥edim nemisitelnym s uvedenou
primérni emulzi, ptidem? uvedené prost¥edi pripadné

obsahuje stabilizacéni ¢inidlo.

Obecné je dispergadnim prostfedim nemisitelnym s
primarni emulzi vodna& faze, do které se primérni emulze
zavede vyhodn& po kapkédch, pricemz rovneéz tato emulze se
pripravi nap¥iklad za pouziti homogenizatoru typu

Ultraturrax (8000 oté&dek za minutu, 5 minut).

Polyvinylalkohol tvorici stabilizadni ¢inidlo je

obzvl14&té& vhodny pro ptripravu sekundarni emulze.

Po tomto druhém stupni mlZe piipadné naasledovat

dodatedny stupell vyté&snéni organického rozpoustedla.

T¥eti podstatny stuped zplsobu pfipravy mikrosfér podle
vynalezu spodiva v tom, Ze Ze se odpail tekavé organické
rozpouddlo, které slouZilo pro pripravu roztoku polymeru

nebo polymerd.

Ve specifickém ptipadé, kdy Jje timto rozpoustedlem
ethylacetat, se uvedené odpareni provadl po dobu asi 12
hodin p¥i teploté& mistnosti za mechanického michani (1 400

otécdek za minutu).

Odbornik v daném oboru  vhodnym zplisobem  zvoli
jednotlivé podminky provedeni téchto tfi podstatnych stupna
pripravy zplsobu podle vyndlezu a to v zavislosti na
pozZadovanych fyzikdlné-chemickych a morfologickych




vlastnostech uvedenych mikrosfer.

Obecnd maji tyto mikrosféry stredni primé€r 1 az 100 pm,
vyhodn& 5 a% 50 um, v pripadé jejich pouziti jakoZto nosice
u&innych latek ve farmaceutické oblasti.

Obecné budou mikrosféry ziskané na vystupu uvedeného
t¥etiho stupné izolovany odst¥edénim, promyty a pripadne

lyofilizovéany.

Ttreti ptedm&t vynalezu se tykd farmaceutickych kompozic
obsahujici mikrosféry, které byly pravé popsané. Tyto
kompozice budou obecn& vhodné pro peroralni podani a budou
napriklad ve form& tablet, Zelatinovych tobolek, praska
nebo granuli.

V néasledujici &a&sti popisu bude vynalez popsan pomoci
pfiklad® jeho konkrétniho provedeni, pficemZ tyto priklady
maji pouze ilustradéni charakter a nikterak neomezuji rozsah
vynalezu. Zkratky pouzité v téchto pfikladech maji

nasledujici vyznamy:

OE: ethylenoxid,
POE: poly (oxyethylen),
MM 2.1.2: methylidenmalondt obecného vzorce:

|
/C——OCHZCHs
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ktery ma& chemicky nézev: l-ethoxykarbonyl-l-ethoxykarbonyl-
methylenoxykarbonylethen,
PMM 2.1.2: polymer tvofeny strukturnimi jednotkami vzorce:




COOCH,CH,
—CH, —T“—

CO—O—CH,—COOCH,CH,

Jinak v uvedenych pirikladech:

-  velikost mikrosfér byla mé¥ena technikou Coulterova
poditade a zkoumani morfologie bylo provedeno skanovacim
elektronovym mikroskopem a to bud za pouZiti surovych
mikrosfér nebo po kryogenni destrukci, a

-  molekulovéd hmotnost polymerl byla stanovena permeacni
gelovou chromatografil (CPG).

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

100 mg methylidenmalonatu 2.1.2 se rozpusti v 10 ml
acetonu za miché&ni magnetickym michadlem. K =ziskanému
roztoku se potom postupné stale za michani magnetickym
michadlem p¥ida 100 mikrolitrd O0,1N hydroxidu sodného.
Polymerace se ponechd probihat po dobu 5 minut, naceZ se
pfid4d 100 mikrolitr® 0,1 N kyseliny chlorovodikové, pticemZ
se sm&s stéle michad magnetickym michadlem. Ziskany polymer
se potom promyje pomoci asi 100 ml destilované vody, nacez
se vysu$i za vakua. Molekulovad hmotnost tohoto polymeru
¢ini 30 000.

280 mg polymethylidenmalondtu se rozpusti v 10 ml




ethylacetdtu. 1 ml vodné féaze obsahujici 60 mg vajecného
albuminu se emulguje v organické fé&zi za michani pomoci
zarizeni Ultraturrax pfri rychlosti otéceni michadla 13 500
otadek za minutu a p¥i dob& michéni 5 minut. Tato emulze se
potom pfida ke 100 ml 2% vodného roztoku polyvinylalkoholu,
pridem? se sm&s michd v zafizeni Ultraturrex po dobu 35
minut p¥i rychlosti otéadeni michadla 8 000 otacek za
minutu. Odpateni ethylacetdtu se provede v prubehu noci pri
teploté& mistnosti za mechanického michéani lopatkovym
michadlem p¥i rychlosti otéaceni michadla 1 400 otacek za
minutu. Ziskané mikrosféry se izoluji odstfedénim pri 4 000
otadkadch za minutu po dobu 10 minut, naceZz se Sestkrat
promyji destilovanou vodou a po kaZdém z téchto promyti se
podrobi odstred&ni. Po poslednim odstredeni se mikrosféry
znovu suspenduji ve 3 ml destilované vody a potom

lyofilizuji.

Takto ziskané mikrosféry majil stfedni  prumér 6
mikrometrd, pricem¥ v té&chto mikrosférach tvofenych PMM
2.1.2 je =zapouzdfeno 14,2 % vajecného albuminu pouZitého

pr¥i této priprave, co? odpovidad zapouzfeni 2,5 %

hmostnosti.

Takto ziskany pripravek se podava peroralne mysim C3H v
davce 100 mikrogrami zapozdfeného vajedného albuminu (na
my8 a den) po dobu péti po sobé jdoucich dnid. Posledni
davka je podana 7 dni pf¥ed senzibilaci pokusnych zvifat na
vajedny albumin, kterd se provede subkutédnni injekci
volného vajedného albuminu (100 mikrogrami/my$) ve dnech DO
a D14. 90 % my3i preZije druhou injekci vajecdného albuminu,
zatimco prefije mén& neZ 30 % mys$i, kterym byly podany
mikrosféry bez vaje&ného albuminu nebo kterym byla podana

stejnd davka nezapouzdfeného vajecdného albuminu.

Priklad 2
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Postupuje se stejn& jako v p¥ikladu 1, avSak s vyjimkou
spod¢ivajici v tom, Ze se do vodné faze obsahujici vajedny

[e]

albumin p¥ida Pluronic F 68 v koncentraci 2 5.

Priklad 3

Postupuje se stejn& jako v prikladu 1, avsak s vyjimkou
spodivajici v tom, Ze se do organicke faze obsahujici

polymer prida 20 mg kopolymeru POE-PMM.

V tomto p¥ikladu byl pouZit blokovy kopolymer POE-PMM
2.1.2. Tento kopolymer byl ziskan naslednou polymeraci obou
monomert, pridem# byl nejdrive pripravem blok POE za

pouziti néasledujiciho postupu.

Reaktor, ve kterém se provadi polymerace (250 ml) e
spojen s vakuovym cerpadlem umoziujicim pracovat za
hlubokého vakua a zbavit se tak protickych necistot.

Rozpousteédlo (tetrahydrofuran, 150 ml), které Jje
predigté&nim zbaveno vSech stop vlhkosti, se zavede do

reaktoru mechanismem kryogenni destilace pfi teplote -70.

Pomoci injek&ni st¥ikacdky se potom skrze p¥festupni
komtirku reaktoru do reaktoru zavede polymeracdni iniciator
(terc.butoxid draselny (0,1N/THF), 10 ml).

Mechanismem kryogenni destilace se potom do reaktoru

zavede ethylenoxid (5 g).

Polymerace se provadi p¥i teploté mistnosti po dobu 48
hodin. Po uplynuti této doby se odebranim vzorku a jeho
analyzou pomoci permeadni gelové chromatografie stanovi
molarni hmotnost (4000 g/mol) a index polymolekularity




(1,13) ziskané prvni sekvence.

Jako inhibitor polymerace se pouZije MM 2.1.2 (0,5 ml),
ktery byl za vakua &erstvé odplyneén za UcCelem odstranéni
oxidu si¥i&itého; tento inhibitor se pfidad rychle a

najednou pf¥i teploté mistnosti.

Po 5 hodindch se kopolymer deaktivuje p¥idanim

methanolu a vysraZzi v diethyletheru.

Na POE je zachyceno 5 strukturnich jednotek MM 2.1.2,
co% odpovida molarni hmotnosti pro PMM 2.1.2 1 150 g/mol.

Pomoci  termické analyzy kopolymeru bylo zjisténa
teplota ptrechodu do skelného stavu -16 °C a pik teploty
tani pri 45 °C (AH = 117 J/G).

Priklad 4

Postupuje se stejné jako v prikladu 1, avdak s vyjimkou
spodivajici v tom, Ze se vajecny albumin (60 mg) nahradi 2
mg peptidu V3 28 smycky V3 BRU, gp 120, HIV (sekvence
NNTRKSTIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQA) . Ziskané mikrosféry majl
prim&rnou velikost 5,8 mikrometrd a 70 % pouZitého peptidu
V3 28 je zapouzdfeno v uvedenych mikrosférach, coz odpovida
zapozd¥eni 0,48 % hmotnosti. Studie provedenad pod
skanovacim mikroskopem ukazuje, Ze c¢astice Jjsou hladké a

maji kulovity tvar.

Priklad 5

Postupuje se stejné& jako v prikladu 4, avsak s vyJjimkou
spo¢ivajici v tom, Ze se do vodné féaze obsahujici peptid v

koncentraci 2 % ptidad Pluronic F 68. Ziskané mikrosféry
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maji velikost 7,0 mikrometrl a 70 % pouZitého peptidu Jje

zapouzdfeno v ziskanych mikrosférach.

Priklad 6

Postupuje se stejné& jako v p¥ikladu 4, avsak s vyjimkou
spodivajici v tom, Ze se do vodné faze obsahujici peptid

prida 20 mg kopolymeru POE-PMM.

Priklad 7

Postupuje se stejné jako v prikladu 4, avsak s vyjimkou
spodivajici v tom, Ze se k organické fazi obsahujici

polymer pt¥idad 20 mg kopolymeru POE-PMM.

Priklad 8

Postupuje se stejné Jjako v piikladu 1, avsak s
vyjimkou, spodivajici v tom, Ze vnitini faze je tvorena 1
ml 0,5M kyseliny octové obsahujici 3 mg kolagenu typu II.
Takto ziskané mikrosféry maji st¥edni primér 6 mikrometru a
66,6 % pou¥itého kolagenu Jje zapouzdfeno v mikrosférach PMM

2.1.2, coz odpovida zapouzdfeni %,7 % hmotnosti.

Priklad 9

Postupuje se stejnd& jako v prikladu 1, avSak s vyjimkou
spodivajici v tom, %e vnit¥ni vodnad faze je tvofena 1 ml

destilované vody. Takto ziskané mikrosféry neobsahuji




biologicky u&innou léatku. Jejich stfedni primér ¢ini 7,0

mikrometri.
P¥iklad 10

Postupuje se stejné& Jjako v prikladu 1, avsak s
vyjimkou, ¥e vajedny albumin (60 mg) je nahrazen plasmidem
PCDNA3 (5 mg). Takto =ziskané mikrosféry maji stredni
velikost 7 um a 9,8 % pouZitého plasmidu Jje zapouzdfeno Vv
uvedenych mikrosféréach, coZ odpovida zapouzdfeni 0,17 %
hmotnosti. Studie pod skanovacim elektronovym mikroskopem
ukézala, Ze =ziskané dJ&éastice djsou hladké a maji kulovity

tvar.
Priklad 11

Postupuje se stejné Jjako v prikladu 10, avsak s
vyjimkou spoc¢ivaji v tom, Ze se k vodné fazi obsahujici
plasmid p¥ida Pluronic v koncentraci 2 %. Takto ziskané
mikrosféry maji stfedni primér 7 um a 12 % pouzitého
plasmidu Jje zapouzdfeno do mikrosfeér, coZ odpovida

o]

zapouzdfeni 0,22 % hmotnosti.
Priklad 12

Postupuje se stejné& jako v prikladu 1, avsSak s vyjimkou
spo&ivajici v tom, Ze vajedny albumin (60 mg) je nahrazen
oligonukleotidem (pdTl6) (2 mg). Ziskané mikrocastice maji

st¥edni velikost 4,8 um a 20,6 % pouZitého oligonukleotidu
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je zapouzd¥eno v uvedenych mikrosféréch, coZ odpovida

zapouzd¥eni 0,19 % hmotnosti.

Priklad 13

Postupuje se stejné jako v prikladu 12, avsak s vyJjimkou
spodivajici v  tom, e se k vodné fazi obsahujici

o)

oligonukleotid p¥ida Pluronic v koncentraci 2 %. Ziskané
mikrosféry maji st¥edni pramér 5,7 pm a 23 % pouZitého
oligonukleotidu je zapouzdfeno v uvedenych mikrosférach,

co? odpovida zapouzdfeni 0,21 0 hmotnosti.
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PATENTOVE NAROKY
1. Mikrosféry tvorené kontinualni siti nosicového
materidlu, ve kterém je ptipadné dispergovanéd latka, v y-
z n a ¢ e n é t i m, Ze uvedeny nosicdovy material
obsahuje alespoii 70 % hmotn. homopolymeru tvofeného

opakujicimi se strukturnimi jednotkami nasledujiciho

obecného vzorce

COOR,

—CH/—C —

COO —(CH,), —COOR,

ve kﬁerém

R, znamend alkylovou skupinu obsahujici 1 aZz 6
uhlikovych atomd nebo skupinu (CH)) -COOR,, ve které m
znamend celé &islo 1 a%Z 5 a R, znamen& alkylovou skupinu
obsahujici 1 a% 6 uhlikovych atomi,

R, znamend alkylovou skupinu obsahuijici 1 az 6

uhlikovych atoml, a
n znamena celé &islo 1 aZz 5.

2. Mikrosféry podle naroku 1, vy zn a ¢ e n € t 1 m,
Ze uvedeny homopolymer je tvoren opakujicimi se
strukturnimi jednotkami obecného vzorce I, ve kterém

»

R. znamenid alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6




uhlikovych atomi,
R, znamend alkylovou skupinu obsahujici 1 az 6
uhlikovych atomi a

n znamena celé c¢islo 1.

3. Mikrosféry podle naroku 1, vy z n a ¢ e n é t 1im,
ze uvedeny homopolymer Je tvoren opakujicimi se
strukturnimi jednotkami obecného vzorce I, ve kterém R, a

R, znamenaji skupinu CH,-CH,.

2

4. Mikrosféry podle né&kterého z narokd 1 aZz 3, vy z n a -
¢ en é t 1 m, Ze uvedeny nosicovy materi&l obsahuje:

- 90 a% 99,5 % hmotn. homopolymeru definovaného v naroku
1, 2 nebo 3, a

- 0,5 az 10 % hmotn. kopolymeru obsahujiciho alespon
jednu sekvenci majici hydrofilni charakter a alespon jednu
sekvenci majici hydrofobni charakter, pricemZ uvedena
sekvence majici hydrofobni charakter obsahuje alespon jednu

strukturni jednotku obecného vzorce I.

5. Mikrosféry podle naroku 4, vy z n a ¢ e n é t i m,

e sekvence s hydrofilnim charakterm uvedeného kopolymeru

je zvolena VA mnoziny zahrnujici poly (oxyethylen),

poly(vinylalkohol), poly(vinylpyrrolidon),

poly (N-2-hydroxypropylmethakrylamid),

poly (hydroxyethylmethakrylat), hydrofilni
(

poly (aminikyselinu), zejména polylysin, a polysacharid.




6. Mikrosféry podle naroku 4 nebo 5, vy znacené
t 1 m, e uvedeny kopolymer m& blokovou strukturu, vyhodné
dvoublokovou nebo t¥iblokovou strukturu, nebo roubovanou

strukturu.

7. Mikrosféry podle nékterého z narokd 1 aZz 6, vy zna -
¢ e n é t 1 m, %e v uvedeném nosicovém materialu je
G&inné dispergovanéd latka, pricemZ tato latka je pripadné

biologicky uc¢innou latkou.

8. Mikrosféry podle né&kterého z narokd 1 aZ 7, vy z n a -
& e n é t 1 m, %e uvedenou dispergovanou latkou je

peptid.

9. Mikrosféry podle nékterého z naroku 1 az 8§, vy z n a -
¢ e n € t i1 m, Ze uvedenou dispergovanou latkou Je

protein.

10. ZpAsob pripravy mikrosfér podle nektereho z narokl 1 aZ

9, vyznadceny t i m, Ze zahrnuje:

a) ptipravu prvniho roztoku vySe uvedeného polymeru nebo
polymer tvoricich nosicovy material v tékavém organickem
rozpoustédle obsahujicim pripadné povrchove aktivni
¢inidlo,

b) ptipravu druhého roztoku nemisitelného s roztokem

ziskanym ve stupni a), obsahujiciho pfipadné uvedenou latku




urdenou k dispergovani a pfipadné povrchové aktivni
¢inidlo,
c) pfipravu primarni emulze  dispergovanim  uvedeného
druhého roztoku v uvedeném ©prvnim roztoku, pricem?z
kontinuéalni faze Jje tvofena roztokem polymeru nebo
polymert,

d) prfipravu sekundarni emulze:

-  bud dispergovéanim za michéni primérni emulze ziskané ve

stupni c¢) v dispergac¢nim prostfedi nemisitelném s uvedenou
primarni emulzi, pf¥idemZz uvedené dispergadni prostredi
obsahuje pripadné& stabilizacéni ¢inidlo,

- nebo nalitim =za michéni do uvedené primarni emulze
roztoku tvoreného prostfedim nemisitelnym s uvedenou
primadrni emulzi, pficdemZ uvedené prostredi  pripadne
obsahuje stabilizadéni &inidlo, a

- odpa¥eni uvedeného organického ¢inidla za michéani.

11. Zpisob podle naroku 10, vy z na ¢ e n y t
dale obsahuje stupen e’)
rozpoudtédla, pridemZ stupen e’)

a stupném e).

im, Ze

vytésnéni uvedeného organického

se provadi mezi stupném d)

12. Zpusob podle naroku 10 nebo 11, vy zna ceny

t 1 m, Ze didle zahrnuje:

f) 1izolaci mikrosfér odstfedénim,

g) Jedno nebo né&kolik néaslednych promyti  uvedenych

mikrosfér a
h) lyofilizaci uvedenych mikrosfér.
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13. Zplsob podle n&kterého z narokd 10 az 12,v y z n a ¢ e-
n y t i m, Ze povrchové aktivni <&inidlo pouZzité pro
pripravu primarni emulze se zvoll 2z mnoziny =zahrnujici
poloxamery, polysorbaty, polyvinylalkoholy a kopolymery

definované v nékterém z narokua 4 azZz 6.

14. Zpusob podle né&kterého z narokd 10 aZ 13,vy z n a ¢ e-
n vy t 1 m, Ze uvedenym stabilizac¢nim ¢&inidlem pouZitym

pro pripravu sekundarni emulze je polyvinylalkohol.

15. Farmaceutické kompozice urcené pro peroralni podani,
v vy z n a ¢ e n é t i m, Ze obsahuji mikrosféry
definované v né&kterém z narokll 1 aZz 9 nebo ziskané zplsobem

podle n&kterého z naroka 10 az 14.

Zastupuje:
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