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Farmaceutické piipravky s vodonerozpustaym komplexem pro trvalé uvoliiovini lédiv

Oblast techniky

Vynalez se tyka komplexu tvofeného kombinaci peptidové slou¢eniny a makromolekuly nosite,
ktery umoZiiuje nepreruSované zavadéni aktivni ltky in vivo, a metod, které se pouzivaji pfi
lé&bé zhoubného bujeni prostaty.

Dosavadni stav techniky

Rada onemocnéni a klinickych stavii se 1é¢i aplikaci farmaceuticky aktivniho peptidu. Jednim
takovym ptikladem je zhoubné bujeni prostaty, coZ je zhoubné bujeni zivislé na pohlavnich
hormonech a miZe se lé&it aplikaci analogu hormonu uvoliujiciho luteinizaéni hormon (LHRH),
ktery zplisobuje poruchu produkce luteinizaéniho hormonu (LH), jenZ reguluje syntézu mus-
kych hormont, Ke sniZovani produkce LH se pouZivaji zvIast& peptidické analogy LHRH, které
piisobi jako superagonisté receptoru hormonu uvolfiujiciho luteiniza¢ni hormon, jako je leuprolid
a goserelin.

V mnoha p¥ipadech terapeuticka i¢innost farmaceuticky aktivniho peptidu zdvisi na jeho stalé
pfitomnosti in vivo béhem dlouhého asového iseku. Aby se dosahlo kontinualniho zavadéni
peptidu in vivo a predeslo se opakovanym aplikacim, je Zidouci formulace s nepferusovanym
uvoliovanim nebo neprerulovanym zavédénim. Jeden zpisob nepferulovaného zavideni je
mikrokapsulizace, kdy aktivni litka je uzaviena v polymemni membriné za vzniku mikro¢4stic.
Napfiklad superagonisté LHRH, jako jsou leuprolid nebo goserelin, jsou v typickém pfipadé
uzavieny v mikrodsticich, které obsahuji polylaktidovy/polyglykolidovy kopolymer za vzniku
formulaci vhodnych pro depotni injekei, ktera poskytuje trvalé dodévéni superagonisty po dobu
nékolika tydni a% mésich (viz naptiklad patent US4 675 189,US 4677 191, US 5480 656
a US 4 728 721).

Existuje potfeba dalsich formulaci pro trvalou dlouhodobou aplikaci farmaceuticky aktivaich
peptidd in vivo.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vyndlezu je farmaceuticka kompozice obsahujici ve vodé nerozpustny pevny iontovy
komplex farmaceuticky aktivniho peptidu (naptiklad peptidu, polypeptidu, proteinu, peptido-
mimetika a podobnd) a makromolekuldrniho noside, jejiz podstata spotiva vtom, Ze pfed
komplexaci s farmaceuticky aktivnim peptidem je molekula noside ve vodé rozpustni a obsah
peptidu v uvedeném komplexu je alespofi 57 % hmotnostnich. SloZeni kompozice umoziuje pfi
aplikaci komplexu trvalé dodavani farmaceuticky G&inné peptidické sloudeniny in vivo. Komplex
podle vynilezu tak miZe umoZiiovat dlouhodobé kontinualni doddvani farmaceuticky aktivni
peptidové slouteniny subjektu, naptiklad po dobu jednoho mésice. Spojeni peptidicke slouteniny
a nosné makromolekuly do pevného stabilniho komplexu navic umoZiiuje vnaSet do formulace
vysoké koncentrace peptidické sloudeniny.

Komplex podle vynilezu vznikd spojenim peptidické slou¢eniny a makromolekuly nosie za
podminek takovych, Ze se tvofi v podstaté ve vodé nerozpustny komplex, naptiklad se miché
vodny roztok peptidické slougeniny s voednym roztokem makromolekulimiho nosite do vysraze-
ni komplexu. Komplex miize byt ve formé pevné litky (napiiklad ve formé pasty, granuli, prasku
nebo lyofilizdtu) nebo miZe byt praskova forma komplexu dostatedné rozmélnéna, az vanikaji
stabilni kapalné suspenze nebo polo—pevné disperze.
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V preferovaném provedeni vynélezu peptidovi slougenina ve vodé nerozpustného komplexu je
analog LHRH, prednostné antagonista LHRH, a makromolekulirnim nosicem je aniontovy
polymer, pfednostné. Komplex podle vynalezu je moiné pred aplikaci in vivo sterilizovat zpliso-
bem, jako je gama zafeni nebo ozafenim elektronovymi paprsky.

Pfedmétem vynélezu je dale pouziti uvedené farmaceutické kompozice pfi vyrobg léiva pro
lé€bu hormonalné zavislého zhoubného bujeni, benigni hypertrofie prostaty, predéasné puberty,
endometriozy a déloznich fibroidd, neplodnosti a fertility. V preferovaném provedeni vynalezu se
kompozice pouZije pro vyrobu léSiva pro 168bu zhoubného bujeni prostaty.

Vynalez zahmuje i dali pouZiti takovych kompozic. Farmaceutické kompozice podle vynalezu
Jsou vyhodné, protoze jsou schopny dlouhodobg zavadét farmaceuticky aktivni peptidovou slou-
Ceninu bud’ systémové, nebo lokalng (napiiklad nékolik tydnt, jeden mésic nebo nékolik mésici)
a déle jsou schopny vnést do komplexu vysoké koncentrace peptidové slougeniny.

Aby se lépe porozumélo vynalezu, je nutné definovat pojmy:

Termin ,peptidova sloudenina“ oznaluje sloudeniny, které tvofi nebo alesporni jejich &ast tvofi
aminokyselinové zbytky spojené amidovymi vazbami (to znameni peptidové vazby). Termin
»peptidova slouenina™ oznatuje peptidy, polypeptid a proteiny. V typickém piipadé peptid obsa-
huje méné neZ piiblizné 100 aminokyselin, s vyhodou mén& nez pfiblizné¢ 50 aminokyselin
a preferuje se méné neZ 25 aminokyselinovych zbytkd. Termin »peptidové slougenina® déle zahr-
nuje analogy peptidd, jejich derivaty a peptidomimetické ltky, které napodobuji chemickou
strukturu peptidu, ktery tvofi pirozené se vyskytujici aminokyseliny. Pfiklady peptidovych ana-
logi zahrnuji peptidy, které obsahuji jednu nebo vice neprirozenych aminokyselin. Pfiklady
peptidovych derivatd zahmuji peptidy, kde je derivatizovan postranni aminokyselinovy fetézec,
peptidova kostra nebo amino— nebo karboxy-terminalni konec (naptiklad peptidové slouteniny
s methylovanymi amidovymi vazbami). Pfiklady peptidomimetickych latek zahmuji peptidové
slouCeniny, ve kterych peptidové kostra je substituovana jednou nebo vice molekulami benzo-
diazepinu (popisuje se napiiklad v publikaci James, G.L. et al ( 1993) Science 260: 1937-1942),
winverzni peptidy, kde viechny L-aminokyseliny jsou substituovany odpovidajicimi D—amino-
kyselinami, ,retroinverzni peptidy (popisuje se v publikaci patent US 4 522 752, Sisto), kde
sekvence aminokyselin je obracend (,retro) a viechny L-aminokyseliny jsou nahrazeny
D-aminokyselinami (,,inverzni“), jiné izostery, jako napfiklad latky s mimetickou peptidovou
kostrou (to je amidovou vazbou), zahrnujici modifikace amidového dusiku, alfa—uhliku, amidové
karbonylové skupiny, kompletni nahrazeni amidové vazby, prodlouzeni, deleci nebo zesiténi
kostry. Je znamo nékolik modifikaci peptidové kostry, mezi né% patfi w{CH;S], w[CH,NH],
Y[CSNH,], y[NHCO], y[COCH,] a y{(E) nebo (Z) CH=CH). Ve zde pouzitém nazvoslovi
Y oznaCuje nepfitomnost amidové vazby. Struktura, ktera nahrazuje amidovou skupinu, se
specifikuje v zavorce. Dalsi mozné modifikace zahrnuji N-alkyl- (nebo aryl-) substituce
(W[CONRY]), zesiténi kostry za vzniku laktamil nebo jinych cyklickych struktur a dal3i derivity,
zahrnujici C-terminalni hydroxymethyl-derivity, O-modifikované derivaty a N—terminalng
modifikované derivaty zahrnujici substituované amidy, jako jsou alkylamidy a hydrazidy.

Termin , farmaceuticky aktivni peptidova sloudenina® oznaduje peptidovou sloudeninu, kters
vykazuje farmaceutickou aktivitu, bud’ ve své souéasné forms, nebo po zpracovéni in vivo (tj.
farmaceuticky aktivni peptidové slouéeniny zahrnuji peptidové sloudeniny s konstitutivni farma-
kologickou aktivitou a peptidové slouteniny ve formé prekurzoru, kters, aby vykazovala farma-
kologickou aktivitu, musi byt metabolizovana nebo n&jakym zpiisobem in vivo zpracovéna).

Terminy ,multivalentni kationtova peptidova slou¢enina®* a ,,multivalentni aniontovi peptidova
sloutenina“ zde oznatuji peptidové sloudeniny obsahujici mnohonésobny pozitivni resp. negativ-
ni naboj. Termin ,bivalentni kationtovd™ nebo ,bivalentni aniontova® peptidova sloudenina zde
oznatuje peptidovou slouceninu obsahujici dva pozitivni resp. negativni naboje. Termin
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trivalentni kationtova“ nebo ,trivalentni aniontova® peptidova slouenina zde oznaéuje peptido-
vou slouteninu obsahujici tfi pozitivni resp. negativni naboje.

Termin ,analog LHRH* zde zahmuje peptidové sloueniny, které napodobuji strukturu hormonu
uvolitujiciho luteinizaéni hormon. Analogem LHRH maze byt agonista LHRH nebo antagonista
LHRH.

Termin ,,agonista LHRH“ zde oznacuje slouteninu, ktera stimuluje receptor hormonu uvoliiuji-
ciho luteiniza&ni hormon (LHRH-R) tak, Ze stimuluje uvolnéni luteiniza¢niho hormonu. Termin
Lantagonista LHRH* oznaduje sloudeninu, kterd inhibuje LHRH-R tak, Ze inhibuje uvolnéni
luteinizaéniho hormonu. Piiklady agonistd LHRH zahrnujf leuprolid (obchodni nazev Lupron®;
Abbott/TAP), goserelin (obchodni nazev Zoladex®; Zeneca), buserelin (Hoechst), triptorelin
(také znam jako Decapeptyl, D-Trp—6-LHRH a Debiopharm®; Ipsen/Beaufour), nafarelin
(obchodni jméno Synarel®; Syntex), lutrelin (Wyeth), cysterolin (Hoechst), gonadorelin (Ayerst)
a histrelin (Ortho).

Termin ,,antagonista LHRH“ zde znamena slouteninu, kterd inhibuje receptor hormonu uvoliuji-
ciho luteinizaéni hormon tak, %¢ se inhibuje uvolnéni luteiniza¢niho hormonu. Pfiklady antago-
nistt LHRH zahrnuji Antid, Cetrorelix, sloudeniny popsané v publikacich: patent US 5 470 947
(Folkers etal.), PCT piihlaska WO 89/01944 (Folkers et al.), patent US 5413 990 (Haviv),
patent US 5 300 492 (Haviv), patent US 5 371 070 (Koerber et al.), patent US 5 296 468 (Hoeger
etal), Patent USS5171835 (Janaky etal), Patent US5003011 (Coy etal), Patent
US 4 431 635 (Coy), Patent US 4992 421 (De et al.), patent US 4 851 385 (Roeske), patent
US 4 801 577 (Nestor, Jr. Etal) a patent US 4 689 396 (Roeske etal.) a slouteniny popsane
v ptihlasce patentu US 08/480,494 s ndzvem ,LHRH Antagonist Peptides® a v jeji odpovidajici
pfihla¥ce PCT (pfihlaska PCT PCT/US96/09852) se stejnym nazvem ,LHRH Anatagonist
Peptides®. Zvladt& preferovany antagonista LHRH zahrnuje strukturu: Ac-D-Nal', 4-Cl-D-Phe’,
D-Pal’, N-Me-Tyr’, D-Asn’, Lys(iPr)’, D-Ala'*-LHRH, zde se oznatuje jako PPI-149.

Termin , makromolekula nosi¢e* znamena makromolekulu, ktera v komplexu s peptidovou slou-
&eninou udél4 ve vods nerozpustny komplex. Pfed vytvofenim komplexu s peptidovou slougeni-
nou je makromolekula nosite v typickém pfipad® ve vod& rozpustnd. Upfednostiiuje se, aby
makromolekula méla molekulovou hmotnost alespoil 5 000, upfednostiiuje se melekulova hmot-
nost 10 000. Termin ,aniontov4 makromolekula nosite® zahmuje negativné nabité molekuly
s vysokou molekulovou hmotnosti, jako jsou aniontové polymery. Termin ,kationtovd makro-
molekula noside™ zahmuje pozitivng nabité molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti, jako
jsou kationtové polymery.

Termin ,,ve vodé nerozpustny komplex* znamena fyzikilng a chemicky stabilni komplex, ktery
se tvoH vhodnym kombinovéanim peptidové sloudeniny a makromolekuly nosiée zde popsanym
zpiisobem. Tento komplex se v typickém piipadé vyskytuje ve form& sraZeniny, kterd vznika
kombinovanim vodnych pfipravkii peptidové slou¢eniny a makromolekuly nosiée. Mechanizmus
tvofeni preferovanych ve vodé nerozpustnych komplexi podle vynalezu podle piedpokladu
zahrnuje (to znamena je zprostredkovén alespofi z&ésti) iontové interakce v situacich, kde se
vyskytuje kationtova peptidov sloucenina a aniontova molekula nosi¢e nebo naopak. Navic nebo
v jiném ptipadé tvorba ve vodé& nerozpustneho komplexu podle vyndlezu miiZe zahmovat (to zna-
mené mize byt jimi alespo z&asti zprostfedkovana) hydrofobni interakce. Dale miZe tvofeni ve
vodg nerozpustného komplexu podle vyndlezu zahrnovat (to znamena miZe byt jimi alespoii
z84sti zprostiedkovano) kovalentni interakce. Popis komplexu jako ,,ve vod& nerozpustného® ma
ukazovat, ze komplex se v podstat& nebo snadno nerozpousti ve vodé, jak vyplyva z jeho sraZeni
zvodného roztoku. Je viak tfeba jej chapat tak, Ze ,ve vod® nerozpustny“ komplex podie
vynalezu miZe vykazovat omezenou rozpustnost (to amend ¢4steSnou rozpustnost) ve vode
bud’ in vitro,nebo ve vodném fyziologickém prostfedi in vivo.
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Termin ,trvalé dodavani® znamena kontinualni zavadéni farmaceutického &inidla in vivo béhem
doby nasledujici po aplikaci, pfednostné alespoii nékolik dni, tyden nebo n&kolik tydni. Trvalé
dodavani ¢inidla se mize demonstrovat napfiklad kontinualnim terapeutickym (&inkem ¢inidla
v Case (napfiklad pro analog LHRH je mozno jeho dod4vani demonstrovat kontinudlnim potlade-
nim syntézy testosteronu v uréitém Casovém aseku). V jiném pripadé nepferusené zavadéni
¢inidla se miize demonstrovat detekei pritomnosti ¢inidla in vivo v uréitém Easovém useku.

Termin ,subjekt” zde savce, s vyhodou zahrnuje primaty, teplokrevné a nejvice se Zivoéichy, pre-
feruji pfednostné lidé.

Termin ,aplikace subjektu zde znamend vydani, dodani nebo aplikaci ptipravku (naptiklad
farmaceutické formulace) subjektu libovolnym zpisobem, ktery je vhodny pro zavedeni kompo-
zice do poZadované oblasti subjektu, coZ zahruje zavedeni bud’ parenteralni, nebo oralni cestou,
intramuskulami injekei, podkozni/intradermalni injekci, intravendzni injekei, aplikaci do tvéfe,
transdermainim zavedenim a aplikaci do rekta, stfev, vaginy, nosem nebo respiraénim traktem.

Termin ,stav lé€itelny analogem LHRH® zde zahrnuje onemocnéni, poruchy a jiné stavy, pki
kterych aplikace agonisty LHRH nebo antagonisty LHRH m4 pozadovany G¢inek, naptiklad tera-
peuticky pfiznivy O¢inek. Pfiklady stavi, které jsou Ié&itelné analogem LHRH, zahrnuji zhoubné
bujeni zavislé na hormonech (zahrnuje zhoubné bujeni prostaty, prsu, vajeéniki, d&lohy a testi-
kulérni zhoubné bujeni), benigni hypertrofii prostaty, pfed&asnou pubertu, endometriézu, fibroidy
délohy, neplodnost (mysli se oplodnéni in vitro) a plodnost (to znamend pouiti jako antikoncep-
ce).

Jedno provedeni vynalezu popisuje farmaceutickou kompozici obsahujici ve vodé nerozpustny
komplex farmaceuticky aktivni peptidové sloudeniny a makromolekuly nosice. V preferovaném
provedeni vynalezu tvorba ve vod€ nerozpustného komplexu je zprostfedkovéana alespori z &asti
iontovymi interakcemi mezi farmaceuticky aktivni peptidovou slouéeninou a makromolekulou
nosice. V t&hto provedenich vynilezu je farmaceuticky aktivni peptidova latka kation a makro-
molekula nosice je anion nebo farmaceuticky aktivni peptidova sloudenina je anion 3 makro-
molekula nosi¢e je kation. V jiném provedeni podle vynilezu tvorba ve vodé nerozpustného
komplexu je zprostfedkovana alespofi z &asti hydrofobnimi interakcemi mezi farmaceuticky
aktivni peptidovou slou¢eninou a makromolekulou noside. V preferovaném provedeni podle
vynalezu v komplexu pouZivand peptidova sloudenina je multivalentni kationtova peptidova slou-
¢enina, jako je bivalentni nebo trivalentni kationtovd peptidovd sloudenina a makromolekula
nosice je aniontova makromolekula,

Po aplikaci kompozice subjektu farmaceutické kompozice podle vynalezu umoZiuji nepieruso-
vane zavadéni peptidové sloudeniny subjektu in vivo, kde trvini nepferusovaného zavadéni miZe
kolisat v zavislosti na koncentraci peptidové slou€eniny a makromolekuly nosice, ktera se pouzi-
vi pro pfipravu komplexu. V jednom provedeni vynalezu napfiklad jedina davka ve vodé neroz-
pustného komplexu poskytuje nepferuSované zavedeni peptidové sloudeniny subjektu alespoti po
dobu jednoho tydne po té, co se subjektu aplikuje farmaceuticka kompozice. V jiném provedeni
vynalezu jedna ddvka ve vod& nerozpustného komplexu poskytuje nepferulované zavadéni pepti-
doveé sloueniny subjektu po dobu alespoti dvou tydnii poté, co se subjektu aplikuje farmaceu-
tickd kompozice. V dalsim provedeni vynilezu jedna dévka ve vodé nerozpustného komplexu
poskytuje nepferuSované zavadéni peptidové slougeniny subjektu po dobu alespon tH tydni poté,
co se subjektu aplikuje farmaceutickd kompozice. V dal§im provedeni vyndlezu jedna davka ve
vodé nerozpustného komplexu poskytuje nepferuiované zavadéni peptidové sloudeniny subjektu
po dobu alespoit &tyf tydnii poté, co se subjektu aplikuje farmaceuticka kompozice. Vynélez také
popisuje formulace, které poskytuji nepferuSované zavadéni delstho nebo krat$tho trvini, jako
jsou formulace, které jsou kontinuélng zavad&ji po dobu 1 dne, 1 az 7 dni, jednoho mésice, dvou
mésicil, tfi mésick a podobné, Kontinualni zavadéni peptidové slou¢eniny po dobu nékolika
mésicti se miZe uskute¢nit naprikiad opakovanim mésiéni davky, kdy kazdé znich poskytuje




10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 301119 B6

nepierusované zavadéni peptidové slouceniny piiblizné po dobu jednoho mésice (popisuje napti-
klad v ptikladu 14).

V komplexu se miize pouZit libovolna velikost peptidové slougeniny pokud peptidové slou¢enina
mé schopnost tvofit ve vod& nerozpustny nekovalentni komplex s makromolekulou nosice, kdyZz
se tyto dvé latky zkombinuji. V jistém preferovaném provedeni vyndlezu je viak peptidovou
slougeninou peptid, ktery obsahuje pfiblizn¢ 5 az 20 aminokyselin, ptiblizné 8 az 15 amino-
kyselin nebo pfiblizn¢ 8 aZ 12 aminokyselin. Rada farmaceuticky aktivnich peptidd se mize pou-
#it ve formulacich, jejichz ptiklady naptiklad jsou, ale neomezuji se na analogy LHRH (popisuje
se dale vtextu), analogy bradykininu, parathyroidni hormon, adenokortikotropni hormon
(ACTH), kalcitonin a analogy vazopresinu (napfiklad 1-deamino—8-D-argininvazopresin
(DDAVP)).

Agkoli pi tvorb& ve vodé nerozpustnych komplexi podle vynilezu je moZné pouZit fadu makro-
molekul nositd, preferovanymi makromolekulami jsou polymery. Upiednostiiuji se ve vodé roz-
pustné polymery. V preferovaném provedeni vynélezu makromolekulou noside je aniontovy
polymer, jako je aniontovy derivat polyalkoholu nebo jeho fragment nebo sil (napfiklad sole
sodiku). Aniontové &asti, kterymi se mohou derivatizovat polyalkoholy, zahrmuji napfiklad
karboxylat, fosfore¢nan nebo siran. Zvlasté preferevovanym aniontovym polymerem je anionto-
vy derivét polysacharidu nebo jeho fragment nebo jeho sil (naptiklad sole sodfku). Makro-
molekuldrni nosié mize obsahovat jediny druh molekuly (naptiklad jediny druh polymeru) nebo
dva & vice riznych druhii molekuly (napfiklad smés dvou typil polymert). Piiklady specifickych
aniontovych polymert zahmuji karboxymethylcelulézu, algin, alginat, aniontové acetatové poly-
mery, aniontové akrylové polymery, xanthamovou gumu, glykolat sodny a jej ich derivaty, frag-
menty a farmaceuticky pfijatelné sole, stejné jako aniontové derivaty karagenanu, aniontové
derivaty kyseliny polygaiakturonové a sulfatované a sulfonatované derivaty polystyrenu. Prefero-
vanym aniontovym polymerem je sodnd siil karboxymethylceluldzy. Ptiklady kationtovych
polymerii zahrnuji poly-L~lyzin a jiné polymery bazickych aminokyselin,

Ve zvlaité preferovaném provedeni vyndlezu je peptidovou sloudeninou ve vodé rozpustného
komplexu analog LHRH, naptiklad agonista LHRH nebo pfednostné antagonista LHRH. Takové
analogy LHRH v typickém piipadé obsahuji 10 aminokyselin. Preferovani antagonist¢ LHRH
zahrnuji antagonisty LHRH, ktefi obsahuji peptidovou sloudeninu, kde zbytek peptidové
slougeniny odpovidajici aminokyseling v poloze 6 piirozeného sav¢iho LHRH obsahuje strukturu
D-asparaginu (D-Asn). Termin ,struktura D-asparaginu® zahmuje D-Asn a jeho analogy,
derivaty a mimetické latky, které vykazuji funkéni aktivitu D-Asn. Dal3i preferovani antagonisté
LHRH zahrnuji antagonisty LHRH, které obsahuji peptidovou slougeninu obsahujici strukturu
A-B-C-D-E-F-G-H-I-J, kde

A je pyro—Glu, Ac-D—Nal, Ac-D—Qal, Ac-Sar nebo Ac-D—Pal,

je His nebo 4-CI-D—Phe,

je Trp, D-Pal, D-Nal, L-Nal, D-Pal(N-O) nebo D-Trp,

je Ser,

je N-Me—Ala, Tyr, N-Me-Tyr, Ser, Lys(iPr), 4-Cl-Phe, His, Asn, Met, Ala, Arg nebo Ile,
je D~Asn, D-Gln nebo D-Thr,

je Leu nebo Trp,

je Lys (iPr), GIn, Met nebo Arg,

jeProa

je Gly-NH, nebo D-Ala-NH,

= D OmmgnOWw

nebo jeji farmaceuticky piijateinou siil.
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Termin ,,mala polarni &ast“ znamend ¢ast, ktera vykazuje maly stericky objem a je relativné
polami. Polarita se méfi jako hydrofilita P méfitkem. Jako reference pro mé&feni hydrofility
slouCeniny se pouziva rozdélovaci koeficient P mezi 1—oktanolem a vodou. Hydrofilita se miize
vyjadfit jako logP (logaritmus rozdélovaciho koeficientu (popisuje se v publikaci Hansch et al.,
Nature 194: 178 (1962); Fujita et al., J. Am. Chem. Soc. 86: 5 175 (1964)). Sestavily se tabulky
hydrofility fady molekul a substitu¢nich konstant lipofility (hydrofobity) (oznadené jako =) fady
funkénich skupin (Hansch and Leo, ,,Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry
and Biology” Wiley, New York, New York, (1979)). Za pouziti uvedenych tabulek je moiné
pfedpovédét hydrofilitu pfipadnych hydrofilnich &asti. Mé&feni hodnota logP (oktanol/voda)
naftalenu je napfiklad 3,45. Substitu¢ni konstanta p pro hydroxylovou skupinu je —0,67. Proto
pfedpovézend logP v pripadé P-naftolu je 3,54 +(~0,67)=2,78. Tato hodnota souhlasi
s naméfenou hodnotou logP v pfipadé P-nafiolu, kterd je 2,84. Termin ,mald polarni &ist*
znamena €asti, jejichz hodnoty logP se pohybuji -1 a 2 a stericky objem je men3i nez stericky
objem Trp.

V jistych provedenich vynalezu obsahuje L malou polarni skupinu (Zast) s podminkou, Ze
symbolem F neni D-Cit, D-Hci nebo niZ&i alkyl-derivat D-Cit nebo D-Hci. Upfednostiiuje se,
aby symbol F se vybral ze skupiny zahrnujici D-Asn, D-Gln a Thr, Vice se upfednostiiuje, aby
symbol F byl D-Asn. Symbol E je s vyhodou tyrozin (Tyr) nebo N-methyl-tyrozin (N-Me—Tyr).
Ve zvl4ité preferovaném provedeni vynalezu antagonista LHRH vykazuje nasledujici strukturu:
Ac-D-Nal', 4-CI-D-Phe’, D-Pal’, N-Me-Tyr’, D-Asn®, Lys(iPr)', D-Ala'>~LHRH (zde se
oznatuje jako PPI-149). Zvlait¢ preferovany komplex podle vynilezu obsahuje PPI-149
a karboxymethylcelulézu.

Mimo ve vodé rozpustného komplexu farmaceutické formulace podle vynalezu mohou obsahovat
dal3i farmaceuticky pfijatelné nosi¢e a/nebo excipienty. Termin ,farmaceuticky ptijatelny nosi&*
zahruje libovolné &inidlo vybrané ze skupiny zahrnujici rozpoustédla, disperzni médium, pota-
hovaci ¢inidla, antibakteridlni nebo antifungicidni ¢inidla a dinidla oddalujici absorpei a podobn,
kde viechna uvedené ¢inidla jsou fyziologicky kompatibilni. Upfednostiiuje se, aby nosi¢ byl
vhodny pro intravendzni, intramuskularni, podkoZni nebo parenteralni aplikaci zahrnuji farma-
ceuticky (napiiklad injekei). Excipienty zahrnuji farmaceuticky pfijatelné stabilizitory a dezin-
tegraéni Cinidla.

Krome& farmaceutickych formulaci analogi LHRH v komplexu s makromolekulamim nosi¢em
zahrnuje vynilez dile balené formulace s obsahem téchto komplex a injekéni stiikatky obsahu-
Jici takové komplexy. Vynalez naptiklad zahrnuje baleni pro 1é8bu stavu subjektu, ktery je
moZno léit analogem LHRH, obsahujici ve vod& nerozpustny komplex analogu LHRH (pfed-
nostné PPI-449) a makromolekuldmi nosié (pfednostné karboxymethylcelulézu), balené spolu
s navodem k pouZiti ve vod& nerozpustného komplexu pro 1é¢bu subjektu, trpiciho stavem 1é&i-
telnym pomoci analogu LHRH, V jiném provedeni zahrnuje vynalez injekéni stfikacku, majici
dutinu, v niZ je obsaZen ve vodé nerozpustny komplex analogu LHRH (pfednostng PPI-149) a
makromolekuldrniho nosite (pfednostné karboxymethylcelul6zy).

Komplex podle vynalezu se pfipravuje kombinovanim peptidové sloudeniny a makromolekular-

niho nosi¢e za podminek, kdy se tvoii ve vodé nerozpustny komplex peptidové sloueniny

a makromolekularniho nosiée. Vynalez se dale tyka zplsobi pfipravy farmaceutickych formu-

laci. V jednom provedeni vynalezu uvedeny zpiisob zahrnuje:

—  pfipravu peptidové slouteniny 2 makromolekularniho noside,

-  kombinovani peptidové sloudeniny a makromolekularniho nosice za takovych podminek, Ze
se tvofi ve vodé nerozpustny komplex peptidové sloueniny a makromolekuldrniho nosite a

—  pfipravu farmaceutické formulace obsahujici ve vodé nerozpustny komplex.

Roztok peptidové slouceniny a roztok makromolekularniho nosie se napfiklad misi, dokud se
z roztoku nevysraZi ve vodé nerozpustny komplex peptidové slouéeniny a makromolekularniho
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noside. V jistych provedenich jsou roztoky peptidové slouéeniny a makromolekularniho nosice
vodné roztoky. V jiném ptipadg, jestlize peptidova sloucenina nebo makromolekulamni nosi¢
(nebo obé latky) nejsou pted vzijemnym kombinovanim v podstaté ve vodé' rozpustné, pak je
mo#no peptidovou sloudeninu a/nebo makromolekularni nosié¢ pred kombinovanim obou slozek
komplexu rozpustit v rozpouitédle misitelném s vodou, jako je alkohol (napiiklad etanol).
V jiném provedeni zpisobu pfipravy ve vodé nerozpustného komplexu se kombinuje roztok
peptidové sloudeniny a roztok makromolekulamiho nosie, zahfivaji se, dokud se z roztoku
nevysriZi ve vodé nerozpustny komplex peptidové slouceniny a makromolekularniho nosiée.
Mnozstvi peptidové sloudeniny a makromolekulamniho nosite nezbytné pro dosaZeni ve vodé
nerozpustného komplexu miZe kolisat v zavislosti na urdité pouZité peptidové slouéening
a makromolekularnim nosii, na pouZitém rozpouitédle(ch) a/nebo pouZitém zpisobu dosaZeni
komplexu. V typickém pkipadé je viak peptidova sloudenina vii¢i makromolekularnimu nosici
v nadbytku (na molarnim z4klad®). Peptidova sloutenina je &asto v nadbytku i na zakladé poméru
hmotnost/hmotnost, jak se popisuje v piikladech dale v textu. V jistych provedenich vynalezu se
kombinuje makromolekularni nosi¢, s vyhodou sodnd sil karboxymethylcelulozy, a peptidova
slougenina, pfednostné PPI-149, v pomé&rd 0,2:1 (hmotnost/hmotnost) makromolekulérniho
noside : peptidové slougening. V riiznych jinych provedenich vynalezu miZe byt pomér makro-
molekularniho nosice k peptidové slougeniné (hmotnost/hmotnost) napfiklad 0,5:1, 0.4:1, 0,3:1,
0,25:1, 0,15:1 nebo 0,1:1. Neomezujici pFiklady podminek a postupit piipravy ve vodé neroz-
pustného komplexu podle vynélezu jsou uvedeny déle jako ptiklady 1 a2 5a 8 az9.

Jakmile se vysrai z roztoku komplex peptidova sloudenina/makromolekuldrni nosig, je mozno
srazeninu od roztoku oddélit znamym zplsobem, jako je filtrace (napiiklad pfes nylonovou mem-
branu s péry o velikosti 0,45 pm), centrifugace a podobné. Ziskana pasta se pak miZe susit
(naptiklad ve vakuu nebo v su4rné pi teploté 70 °C) a pevné &asti se mohou drtit nebo pulveri-
zovat na prasek zndmym zpisobem (napiiklad kladivové nebo klinové mlyny nebo drcenim
v misce s tloudkem). Po mleti a pulverizaci se pradek miZe prosit skrz sito (upfednosttiuje se sito
s oky o velikosti 90 mikronii), aby se ziskalo jednotné rozd&leni partikuli. Ziskana pasta se muZe
zmrazit a lyofilizaci ususit. Komplex v praskové formé se miZe dispergovat v roztoku nosice za
vzniku kapalné suspenze nebo semi—pevné disperze vhodné pro aplikaci injekci. V riiznych pro-
vedenich vyndlezu farmaceutickd kompozice podle vynélezu je suchd pevna, kapalnd nebo semi—
pevna disperze. Piiklady kapalnych nosi¢i vhodnych pro pouziti v kapalné suspenzi zahrnuji
fyziologické roztoky, roztoky glycerinu a roztoky lecitinu.

V jiném provedeni vynilezu farmaceuticka kompozice podle vynélezu je sterilni formulace. Po
vytvofeni ve vodé nerozpustného komplexu se napfiklad komplex sterilizuje, v optimélnim pfipa-
dé gama zéfenim nebo elektronovymi paprsky. Shora popsany zpiisob ptipravy farmaceuticke
formulace podle vyndlezu miZe dale zahrnovat sterilizaci ve vodé nerozpustného komplexu
gama zafenim nebo ozafenim elektronovymi paprsky. Formulace se s vyhodou sterilizuje gama
zAfenim za pouziti ddvky nejméng 15 kGy. V jinych provedenich vynélezu se formulace sterili-
zuje gama zifenim za pouZiti dévky alespoii 19 kGy nebo alespofi 24 kGy. Jak se popisuje
v prikladu 11, formulace podle vyndlezu ziistiva po ozifeni gama paprsky pfijatelng stabilni.

V jiném piipadé se za Gelem piipravy sterilni farmaceutické formulace ve vodé nerozpustny
komplex miiZe izolovat za pouZit{ b&2nych metod ve sterilnich podminkach (napfiklad se pouZiva
sterilni vychozi material a zpisob produkce probihé asepticky). V jiném provedeni vynilezu se
ve vodé nerozpustny komplex tvoli za pouZiti aseptického postupu.

Zpiisoby tvofeni ve vodé nerozpustného komplexu podle vynilezu se popisuje déle
v piikladech 1 a% 5 a 8 az 9. Vynalez dale popisuje farmaceutické formulace, které zahrnuji
pradek, kapalné suspenze, semi-pevné disperze, suché pevné latky (napfiklad lyofilizované pevne
latky) a jejich sterilizované formy (sterilizuji se napiiklad gama zafenim) a formulace, které se
pripravuji zptisobem podle vyndlezu.
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Vynalez dale popisuje zpiisoby pouziti farmaceutickych formulaci podle vynalezu za Geelem 1égit
subjekt, ktery trpi stavem léGitelnym farmaceuticky aktivni peptidovoun slougeninou, pfidemz
uvedend formulace zahrnuje ve vodé nerozpustny komplex. V preferovaném provedeni podle
vynalezu se popisuje zphsob lééby stavu subjektu, ktery je moZno lé¢it analogem LHRH,
zahrnujici aplikaci subjektu farmaceutické formulace obsahujici ve vod& nerozpustny komplex
analogu LHRH a makromolekularniho nosice.

Farmaceutickd formulace se mize aplikovat subjektu libovolnou cestou vhodnou k dosaZeni
terapeutického vysledku(ii), avsak preferuje se aplikace parenterlni cestou, zvlasté pak intra-
muskuldmi injekci (i.m.) a podkoZni/intradermdini (s.c./i.d.) injekci. V jiném pfipadé se
formulace miiZe aplikovat subjektu oralng, Jind vhodna parenteralni cesta zahrnuje intravenozni
injekei, aplikace tvafi, transdermélni zavedeni a aplikace do rekta, vaginy, intranasalni cestou
a respiraénim traktem. Je nutné poznamenat, Ze pokud se formulace umoZiujici nepferuované
dodavani po dobu tydnii nebo mésici cestou i.m. nebo s.c./i.d. podava alternativni cestou, pak
nemusi vykazovat nepferuSované dodavani &inidla po ekvivalentni dobu v disledku vymizeni
¢inidla jinymi fyziologickymi mechanismy (tj. davkova forma) miZe z mista dodani vymizet,
takZe prodlouZeny terapeuticky G¢inek neni pozorovdn po tak dlouhou dobu, po jakou se
pozoruje u i.m. nebo s.c./i.d. injekce.

Farmaceutickd formulace obsahuje terapeuticky 0¢inné mnoZstvi analogu LHRH. Termin
»terapeuticky 0&inné mnoZstvi® znamend mnozstvi u&inné v davkiach a po dobu, které jsou
nezbytné pro dosaZeni pozadovaného vysledku. Terapeuticky Gé¢inné mno¥stvi analogu LHRH
miZe kolisat v zavislosti na faktorech, jako je stadium onemocnéni, vék a hmotnost jednotlivce
a schopnost analogu LHRH (samotného nebo v kombinaci s jednim nebo vice léky) vyvolat
poZadovanou odezvu u jednotlivce. Davkovy reZim se miZe upravit tak, aby poskytoval
optimalni léebnou odezvu. Terapeuticky itinné mnoZstvi je takové mnozstvi, kdy libovolny
toxicky a Skodlivy G¢inek antagonisty je pfevaZen terapeuticky vyhodnym G&inkem. Rozmezi
terapeuticky Cinného mnoistvi analogu LHRH je 0,01 a 10 mg/kg. Preferovand divka
analogu LHRH PPI-149 pro nepferuovanou redukci mnoZstvi testosteronu v plazmé po dobu
28 dni je piiblizné 0,1 az 10 mg/kg, upfednostiiuje se rozmezi 0,3 az 1,2 mg/kg (jeli vyjadien
Jako volny peptid). Podava se v kapalné suspenzi o objemu pfiblizné 1 ml nebo mén¥. Je nutné
poznamenat, Ze hodnoty davky mohou kolisat podle vaZnosti stavu. Musi byt dale znamo, Ze
specificky reZim ddvek se musi nastavit podle individulnich potieb a profesionalniho sudku
osoby, ktera provadi nebo dohliZi na aplikaci kompozic, a Ze zde uvedené rozmezi davky jsou
pouze pfiklady, které neomezuji rozsah a praktické pouziti narokované kompozice.

Légivo pripravené z kompozice podle vynilezu se miZe aplikovat pti 16¢bé riznych stavi,
onemocnéni a poruch, pfi kterych aplikace analogu LHRH mé pozadovany klinicky Gé&inek.
Pfiklady onemocnéni a poruch zahmuji zhoubné bujeni zavislé na produkei hormong, jako je
napfiklad zhoubné bujeni prostaty, prsu, vaje¢niki, délohy a testikularni zhoubné bujeni, benigni
hypertrofie prostaty, pfedéasnd puberta, endometriéza, fibroidy délohy. Vynilez popisuje
zpisoby 1é¢by téchto onemocnéni a poruch aplikaci farmaceutické formulace podle vynalezu.
Navic analog LHRH se miize pouZit za Gtelem zmény plodnosti. Kompozice podle vynalezu se
mohou také pouzit pfi oplodnéni in vitro nebo pro agely antikoncepee.

Ve zvlasté preferovaném provedeni vynalezu se kompozice pouziva pii 1é&bé zhoubného bujeni
prostaty. Analogem LHRH uzivanym v tomto pfipadé je antagonista LHRH, s vyhodou PPI-149,
a uvedeny zpiisob létby umoziuje nepferuiované dodavani analogu LHRH in vivo po dobu
alespont &tyf tydnd po aplikaci do svalu nebo pod kizi. Analog LHRH, pfednostné PPI1-149,
formulovany podle vyndlezu, se mize pouzit pfi inhibici riistu bunék zhoubného bujeni prostaty
u subjektu, ktery vykazuje zhoubné bujeni prostaty, podédvanim analogu LHRH. Antago-
nista LHRH, ptednostné PPI-149, formulovany podle vynalezu, miiZe byt navic pouzit i pfi
inhibici vykyvu testosteronu, ktery doprovazi pouZiti agonisty LHRH tim, Ze se pfed zah4jenim
terapie agonistou LHRH subjektu trpicimu zhoubnym bujenim prostaty pfedem aplikuje antago-
nista LHRH, ptednostné PPI-149. Zpusoby inhibice vykyvu testosteronu indukovaného agonis-
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tou LHRH a jiné metody 1é¢by zhoubného bujeni prostaty, pfi kterych se pouZije antago-
nista LHRH, se popisuji v pfihlaSce patentu US 08/573,109 s ndzvem ,Methods for Treating
Prostate Using LHRH Antagonists“, podané 15. prosince 1995 a v Sastetné pokradovaci pfihladce
08/755,593, kterd mé stejny nazev ,Methods for Treating Prostate Using LHRH Antagonists®,
podané 25. listopadu 1996, jejichz obsahy obou pfihlasek jsou zaClenény do pfihlasky
PCT WO 97/22357.

Konkrétni zpisoby tvorby komplexu farmaceuticky aktivni peptidové sloudeniny s makro-
molekuldrnim nosidem se popisuji dale v textu v ptikladech 1 aZ 5 a 8 az 9. Dale se popisuji
vysledky testi, které ukazuji, ze komplex obsahujici antagonistu LHRH miZe umoznit
nepteruiované uvolitovani farmaceuticky aktivniho peptidu in vivo (pfiklad 6) a inhibovat vykyv
testosteronu indukovany agonistou LHRH (pfiklad 7). Nasledujici piiklady, které ilustruji
vynalez, by se nemély povaZovat za limitujici,

Ptehled obrazkii na vykresech

Na obrézku & 1 jsou grafy znazoriujici mnoZstvi testosteronu v plazmé (jednotky ng/ml; prazdné
&tverce) a mnoZstvi PPI-149 v plazm& krys (jednotky ng/ml; plné &tverce) (vyneseno na levou
stranu grafu) nebo v plazmé psa (vyneseno na pravou stranu grafu) v dobg, kterd nasleduje po
intramuskularni injekci komplexu PPI-149 a karboxymethylcelulozy.

Na obrézku & 2 je graf znazorfujici mnoZstvi testosteronu v plazmé (jednotky ng/ml; prézdné
¢tverce) a mnoZstvi PPI-149 (ng/ml; plné tverce) v plazmé krys v dobeg, ktera nasleduje po
intramuskularni injekci komplexu antagonisty LHRH PPI-149 a karboxymethylcelulozy v den 0
a po injekei agonisty LHRH Lupron™ 30-ty den. Vynesend data naznacuji potladeni zvySeni
mnoZstv{ testosteronu indukovaného Lupronte:mTM aplikaci PPI-149.

Na obrazcich 3A az 3C je uvedena série grafil zndzorfiujici mnoZstvi testosteronu v plazmé
(v jednotkach ng/ml) u samci krys Sprague-Dawley v dob& nasiedujici o intramuskularni
injekei PPI-149-CMC (obr. 3A), PPI-258-CMC (obr. 3B) nebo Cetrorelixu  —CMC (obr. 3C).

Na obrazku 4 je graf znazorfiujici mnoZstvi testosteronu v plazmé (v jednotkach ng/ml; prazdné
tverce) a mnozstvi PPI-149 v plazmg (v jednotkach ng/ml; piné &tverce) u pst v dobé nasledu-
jici po podkozni injekci PPI-149-CMC pti uvedenych davkich v 28-mi dennich intervalech.
Vynesen4 data naznauji prodlouZenou supresi mnoZstvi testosteronu v plazmé.

Obrazek &. 5 je graf znazorijici mnolstvi testosteronu (ng/ml; prazdné &tverce) a mnostvi
PPI-149 v plazmé (ng/ml; plné &tverce) u psi v dobé nésledujici pe intramuskularni injekci
komplexu PPI-149-CMC pti uvedenych davkach ve 28-mi dennich intervalech. Vynesena data
naznatuji prodlouZenou supresi mnoZstvi testosteronu v plazmé.

Ptiklady provedeni vynéalezu

Ptiklad 1:

Rozpuiténim 6,25 mg/ml PPI-149 ve vodé se pfipravilo 100 ml roztoku antagonisty LHRH
PPI-149. Ptipravil se stejny vzorek (minimilné 100 ml) sodné soli karboxymethylcelulozy
(CMC) USP (s nizkou viskozitou, Hercules Chemical Co.) v koncentraci 0,125 % (hmotnost/-
objem) a michal se do rozpusténi. Smichala se ekvivalentni &ast roztok PPI-149 a CMC (vznika
pomér CMC:peptidu 0,2:1 (hmotnost/hmotnost)) a ziskal se pevny material. Pevny material se
michal pfes noc a pak se izoloval filtraci pfes nylonovou membranu s velikosti pord 0,45 pm.
Analyza filtritu pomoci HPLC ukazuje, Ze alespoii 95 % slougeniny PP1-149 se ptetvorilo na
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pevny komplex. Ziskana bild pasta se dvakrat promyla vodou a pfenesla se do zkumavky a susila
se ve vakuu. Po sudeni po dobu 72 hodin se ziskalo 633 mg bilého pragku. Pevny material se pak
rozmélnil v misce s tlouckem na prasek. Elementarni analyza ukazuje v komplexu 57 % peptidu.

Pfiklad 2:

25 mg PP1-149 se rozpustilo v 1 ml vody. Ptidal se | ml roztoku 0,5 % karboxymethylcelulozy.
Po promichan{ smés vytvofila hedvabné bilou pevnou litku. Smés se zahfila pod zpétnym
chladi€em po dobu 5 minut a vytvofily se vlo&ky bilé sraZeniny. Tento material se izoloval
centrifugaci/dekantaci. Pevny material se resuspendoval ve vodé a izoloval se opakovanou centri-
fugaci. Analyza filtratu pomoci HPLC ukazuje, Ze alespoti 90 % PPI-149 pfedlo do pevného
komplexu. Bild srazenina se sudila ve vakuu a pevny material se rozmélnil v misce tloutkem.
Elementérni analyza ukazuje, Ze komplex obsahuje 77 % peptidu.

Pfiklad 3:

50 mg PPI-149 se rozpustilo ve 2 ml 5% manitolu a smés se michala s 0,5 % karbxymethyl-
celulézou o objemu 2 ml (s nizkou viskozitou, USP, Spectrum Quality Chemicals). Smés se
michala a ihned se tvofila bila sraZenina. Suspenze se zmrazila a lyofilizovala se do vysuseni za
vzniku komplexu schopného nepieruiovang zavadét PPI-149.

Ptiklad 4:

25 mg PPI ~149 se rozpustilo v | ml vody. Do roztoku se ptidal I ml 0,5 % alginatu sodného,
USP (Spectrum). Pt smichéni se ihned tvofi bila sraZenina. Tento material se izoloval centrifu-
gaci a dekantaci. Pevny materidl se resuspendoval ve vodé a izoloval se opakovanou centrifugaci.
Bila sraZenina se suSila ve vakuu. Uskutetnila se elementarni analyza, aby se zjistilo, 7e sraZe-
nina obsahuje 66 % peptidu.

Ptiklad 5:

25 mg PPI-149 se rozpustilo v | ml vody. Pro ipravu hodnoty pH na 11,0 se pouzil amoniak.
K roztoku se pfidal 1 ml 0,5% kyseliny alginové, USP (Spektrum). P¥i michani se ihned tvofi bild
srazenina. Tento materidl se izoloval centrifugaci a dekantaci. Pevny material se resuspendoval
ve vodé a izoloval se opakovanou centrifugaci. Bili sraZenina se suiila ve vakuu, Probéhla
clementimi analyza a zjistilo se, Ze sra¥enina obsahuje 79 % peptidu.

Pfiklad 6:

Ve vodé nerozpustny komplex antagonisty LHRH PPI-149 a karboxymethylcelulzy se pFipravil
podle ptedchazejicich prikladl. Ptipravila se suspenze komplexu PPI-149-CMC a jedna dévka
se aplikovala injekei do svalu krysam a psim. D4vka urend krysam je 50 pg/kg/den x 60 dni
a dévka urdend psim je 40 pg/kg/den x 28 dni. V rizném &ase se stanovilo mnoZstvi testosteronu
v plazmé (jednotky jsou ng/ml) jako meéfeni aktivity antagonisty LHRH u zvifat. Vysledky
vynesene do grafu na obrazku €. 1 ukazuji, Ze intramuskularni injekce komplexu PPI-149-CMC
vede k nepferuSovanému potlateni mnoZstvi testosteronu v plazmé alespoit po dobu 42 dni u krys
a alespoii po dobu 28 dni u psii (na obrazku &. 1 se k oznageni pouzily prazdné &tverce). Co
ukazuje na nepferusované zavidini antagonisty LHRH. U zvifat se také zaznamenavalo mnoZstvi
PPI-149 v plazmé (v jednotkach ng/ml) (na obrazku ¢. | se pouzily k oznadeni piné &tverce).

uuuuuu

Pocatecni pfidani PPI-149 bylo zfejmé piblizné po dobu prvnich osmi dni, pak PPI-149 nebyl
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v plazmé v podstaté detekovan. Navzdory detekovatelnosti PPI-149 v plazm& po piiblizné
8 dnech, vysledky mnozstvi testosteronu v plazmé ukazuji, Zze PPI-149 je stale v priibéhu
experimentu terapeuticky aktivni in vivo.

Priklad 7:

Ve vodé nerozpustny komplex antagonisty LHRH PPi-149 a karboxymethylcelulézy se pfipravil
podle predchazejicich piikladi. Pipravila se suspenze komplexu PPI-] 49/CMC a jedna dévka se
injekci aplikovala intramuskularné krysim v den 0. 30-ty den se agonista LHRH Lupron™
(leuprolid) aplikoval injekci krysam. V riizném ase se stanovilo v plazmé zvitat mnoZstvi testo-
steronu {jednotky ng/ml, na obrazku & 2 se k oznaleni pouZily prazdné Ctverce) jako méfeni
aktivity antagonisty LHRH. U zvifat se také monitorovalo mnoZstvi PPI-149 (ng/ml) v plazmé
(na obrazku &. 2 se k oznateni pouZily plné &tverce). Vysledky vynesené do grafu na obrazku &. 2
ukazuji, ¥e ptedchozi 1é¢ba komplexem PPI-149/CMC rychle redukuje testosteron v plazmé na
Grovefi kastrovanych zvifat a blokuje uvolnéni testosteronu indukované agonistou LHRH.
Navzdory neschopnosti detekce PPI-149 v plazmé po uplynuti pfiblizn¢ 8 dni vysledky ziskané
pHi stanoveni mnoZstvi testosteronu ukazuji, Ze PP1-149 je stile béhem experimentu terapeuticky
aktivni in vivo.

Piiklad 8:

V tomto ptipadé se pripravil nerozpustny komplex mezi analogem LHRH PPi-258 a karboxy-
methylcelulézou (CMC). PPI-258 m4 strukturu acetyl-D-naftylalanyl-D—4-Cl-fenylalanyl-D—
pyridylalanyI——L—seryl—L——tyrosyl—D—asparaginyl—L—leucyl~L—Neisopropyl—lysyl—L—propyl—D—
alanyl-amid. Pro pfipravu komplexu PPI-258/CMC se pfidalo 174,8 mg (148,6 mg cisté
hmotnosti) PPI-258 do 29,72 ml vody a material se michal az se peptid suspendoval a rozpustil.
Do uvedeného michaného roztoku se pridalo 1,85 ml 2% roztoku sodné soli karboxymethyl-
celulézy (Hercules). Ihned se pozorovala tvorba srazeniny. Pfi zahfivani pod zpétnym chladi¢em
se suspenze stala prihlednou a pak se objevila bila sraZenina. Po 5 minutdch zah¥ivani pod
zpétnym chladi®em se reakéni ochladila a pevné asti se izolovaly centrifugaci. Pevné Casti se
promyly vodou a sugily se pies noc ve vakuu. SuSeny material se rozmélnil na pradek v misce
tloutkem a prosil se sitem z nerezové oceli s velikosti ok 90 pm. Prosety prasek (o velikosti ¢és-
tic 90 um) se shromazdil a provedla se jeho charakterizace. Celkovy vytézek je 198,4 mg suché-
ho pevného materialu, po kroku mleti vznika 110,8 mg prasku. Komplex obsahuje 80 % peptidu
PP1-258, 18,8 % CMC a 6,6 % vody.

Ptiklad 9:

V tomto piikladu se vytvofil komplex mezi analogem LHRH Cetrorelix™ (také je znim jako
SB-75) a karboxymethylcelulézou (CMC). Cetrorelix™ ma strukturu: acetyl-D-naftylalanyl-D-
4—Cl—fenylalanyI—D—pyridylalany]—L—seryl—L—tyrosyl—-D—citrulyl—L—Ieucyl-—L—-arginyl-L—
proly}-D-alanyl-amid. Aby se pfipravil zasobni roztok komplexu Cetrorelixw/CMC, pfidalo se
102,8 mg (87 mg isté hmotnosti) Cetrorelix™ do 17,4 ml vody a materia! se michal, aZ se peptid
suspendoval a rozpustil. K tomuto michanému roztoku se pfidalo 1,1 ml 2 % roztoku sodné soli
karboxymethylcelulézy (Hercules). Thned se pozorovaly chuchvalce bilé srazeniny. Suspenze se
zahtdla pod zpétnym chiadi¢em po dobu 5 minut a ochladila se za vzniku pevné bilé sraZeniny.
Pevnd sratenina se izolovala centrifugaci, promyla se vodou a suila se pres noc ve vakuu. Suchy
prasek se rozmélnil v misce tlouckem a presil se nerezovym sitem o velikosti ok 90 pm. Pradek
se sebral a provedla se jeho charakterizace. Celkovy vytéZek byl 95 mg suchého pevného
materialu, po kroku mleti vznikd 60 mg prasku. Komplex obsahuje 75 % peptidu Cetrorelix™,
20,7 % CMC a 6,5 % vody.

1.
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Ptiklad 10:

V tomto pfikladu se testovalo neprerusovane uvolfiovani in vivo tfi riznych analogh LHRH
PPI-149, PPI-258 a Cetrorelix™, které se ptipravily jako depotni CMC formulace zpisobem
popsanym ve tkech piedchozich pnkladech Testovala se t¥i riizna formulagni vehikula, a to
fyziologicky roztok, glycerin (15 % glycerin/4 % dextréza) a lecitin. K pokusiim se pouzily krysy
Sprague-Dawley (25 samci, rozmezi hmotnosti je 300 az 325 gramd) a G¢innost analogu LHRH
se stanovila v zavislosti na redukci mnoZstvi testosteronu v plazmé,

Davky a zpiisoby aplikace byly nasledujici:

Skupina S5loucenina |Davka Davka Ddvka Néstroj Zptscb
(mg/xg} | {py/kg/den) | (mg/krysa) aplikace

A PPI-149 9 300 2,7 F{?hﬂogi M
cky
roztok

B PPI-149 9 300 2,1 Glycerin |[IM

C PPI-149 9 300 2.7 Glycerin |[SC

D PPI-148 9 300 2,7 Lecitin IM

E PPI-258 9 300 2,1 Fyziologi (IM
cky
roztok

F Cetroreliz |9 300 2,7 Fyziclogi | IM

™ cky

roztok

Skute€na davka peptidu je 300 ug/kg/den po dobu 30 dni, ktera se podala v mnozstvi 2,7 mg na
Jednu krysu jako jedina intramuskuldrni (IM) nebo podkozni (SC) injekce o objemu 200 pl.
Celkovy objem nutny pro aplikaci injekci 5-ti krysam ve skupiné byl 1,3 ml p#i koncentraci
13,5 mg/ml aktivniho peptidu 13,5 mg/ml. Objem injekce byl konstantni a hmotnost prasku se
stanovila vzhledem k celkovému obsahu peptidu nisledujicim zpisobem:

skupina

PoZiadovany
objem (ml)

Pofadovana
hmotnost
préaiku (mg)

Hmotnost
uZivaného
prasku (mg)

UZivany
cbjem {ml)

i,3

22,5

29,5

1,7 ml
fyziol.
roztoku

2,6

45

71,1

4,1 ml
glycerinu/
dextrozy

22,5

35,2

2,03 ml
0,5 %
lecitin/
manitol

1,3

22,5

31

1,79 ml
fyziol.
roztoku

1,3

22,5

20,9

1,21 ml
fyziol.
roztoku

Jedna intramuskularni nebo podkozni injekce testovaného vzorku o objemu 200 pl se aplikovala
do oblasti horniho boku zadni nohy nebo pod kizi mezi lopatky pti anestezii v den 0.
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Aby se mohlo stanovit mnoZstvi testosteronu v plazmé, odebralo se v den 1 po aplikaci davky
z retro—orbitalni dutiny pfiblizné 0,4 ml krve a dale se odbér opakoval v den3, 7, 14,21,28 a 35.
Krev se zpracovala na plazmu a zmrazila se na suchém ledu, aby se stanovilo mnoZstvi testo-
steronu v plazmé za pouziti standardnich metod. ’

Vysledky uvedené na obrazcich 3A az 3C ukazuji, 2¢ mnoZstvi testosteronu v plazmé u samct
krys Sprague-Dawley se redukovalo a udrzovalo se na velmi nizké hodnoté po dobu alesponi
28 dni a priblizng 50 dni trvala odezva na nepferusované uvoliovani analogii LHRH PPI-149,
PPI-258 a Centrorelix™, které se pFipravily jako CMC depotni formulace (zobrazeno na
obrazeich 3A, 3B a 3C). Tyto vysledky indikuji, ze viechny tfi formulace jsou i€inné pfi redukei
mnoistvi testosterony in vivo a pii udrzeni redukovaného mnozstvi testosteronu v plazmé béhem
uréitého &asového obdobi.

Piklad 11:

Formulace PPI-149-CMC se vystavily gama zéfeni z divodd sterilizace. Pak nasleduje hodno-
ceni fyzikalnich a chemickych vlastnosti ozafenych formulaci. Data uvedena dale v textu ukazuji,
¥e gama zaFeni je vhodny zpisob sterilizace komplexu PPI-149-CMC.

Stabilita peptidu.

Priblizné 40 mg kazdého ze dvou komplexi PPI-149-CMC se oddélent ukladaly do sklenénych
zkumavek typu 1, neprody$né se uzaviely gumou a hlinikovym t&snénim. Zkumavky se pak
ozéfily riznymi nominalnimi davkami gama zafeni. U dvou zkumavek se testovala &istota pepti-
du (vyjadFeno v %) pti kazdém stupni ozifeni gama paprsky pro kazdou ze dvou SarZi. Vysledky
ukazuji, ¥e pti divkéch gama zafeni aZ do hodnoty 24 kGy veetn& vykazuje PPI-149 konzis-
tentné méné ne¥ 2 % snizeni &istoty peptidu (stanovilo se pomoci profilu netistot HPLC). Byl
provedena druha studie vyuzivajici vy38i divky gama zéfeni na dalSi laboratorni §arzi PPI-149-
CMC. Komplex PPI-149-CMC vykazuje po ozifeni vysokou davkou gama paprskii pozoru-
hodng dobrou chemickou stabilitu.

Byla provedena nasledna preformulatni studie za i¢elem porovnni degradacniho profilu ziska-
ného po ozafeni komplexu PPI-149-CMC gama paprsky a profilu, ktery se ziskal p#i autoklavo-
vani injekénfho roztoku PPI-149 (1 mg/ml). Pfipravily se dva vzorky: a) komplex
PPI-149-CMC se vystavil gama zafeni v ddvce 19 kGy, b) roztok PPI-149 (1 mg/ml) se auto-
Klavoval (121 °C po dobu 20 minut). Chromatogramy HPLC obou vzorki ukazuji, Ze degradacni
profily se jevi byt kvalitativné podobné (dano podobnymi relativnimi retenénimi ¢asy hlavnich
piki).

Stabilita v naro¢nych podminkéch pfi skladovéni po ozafeni paprsky gama

Na zkumavkich po gama—ozifeni byly rovnéZ provedeny preformulaéni studie pfi skladovani za
narotnych podminek. Zatavené zkumavky ze dvou laboratornich SarZi PP1-149-CMC byly
vystaveny zafeni gama 19 kGy a skladovany aZ jeden mésic pfi 25, 37 a 50 °C. Udaje o chemické
stabilité téchto preformulaci ukazuji, Z¢ gama—ozafovéni vdavce 19kGy s naslednym
skladovénim za ndroénych podminek nevede k vyznamné nestabilité ani za velmi narofnych
podminek (napiiklad 1 tyden pti 50 °C). Data ukazuji, Ze pfi davkich gama zafeni do 19 kGy
véetnd PPI-149-CMC pfi skladovani az po dobu 28 dni pii nebo pod 50°C konzistentné
vykazoval mén¢ nez 2% sniZeni &istoty peptidu (stanoveno profilem necistot pomoci HPLC). 1
pres zjevny rozdil potatecniho obsahu vlhkosti mezi obéma studovanymi $arzemi nebyl zjidtén
vyznamny rozdil istoty peptidu ani u poétetnich preformulatnich vzorkd, ani u vzorkd
skladovanych aZ jeden mésic.

170
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Analyza velikosti &astic komplexu PPI-149-CMC

Za pouziti difrakce laserového zafeni se vyvinula metoda stanoveni velikosti &astic, ktera je
vhodna pro studium velikosti &astic komplexu PPI-149—-CMC. Pro ilustraci vyuZitelnosti metody
se uvadi pre-formulaéni experiment, ktery se uskutednil za 0&elem zkoumani U¢inku gama zafeni
na velikost ¢astic komplexu PPI-149-CMC. Tento experiment se koncipoval na zaklad€
védomosti o tom, Ze amorfni pevné materialy mohou mit béhem skladovani sklon ke shlukovani
¢astic. Dva vzorky komplexu PPI-149-CMC se ulozZily do sklenénych zkumavek typu I, uzaviely
se zatkou z 3edého butylkauluku a neprody$né se uzaviely hlinikovym tésnénim. Hodnoceni
velikosti ¢astic se provedlo pied a po ozafeni gama paprsky v davce 15,5 kGy. Hodnoceni ¢astic
se provedlo metodou rozptylu laserového zafeni (za pouziti Malvern Mastersizer STM
vybaveného reverznimi Fourierovymi &o¢kami). 20 mg vzorku se za silného michéni vneslo do
piiblizné 0,5 ml deionizované vody za vzniku disperze, ktera pak byla sonifikovana v lazni
s teplotou okoli po dobu 5 minut. Po provedeni vypoétu pozadi probéhl experiment kvalifikace
metody. Disperze vzorku se po kapkéch pfidavala do kontinuéln& se plniciho rezervoaru (nomi-
nalni objem ptiblizn¢ 60 ml), aZ se ziskalo piiblizné 20 % zakaleni. Rotatni rychlost mixéru se
drZela béhem experimentu na 2700 ot. /min (plus hodnota pozadi). Pfi této rychlosti nevznikaly
bubliny vlivem virt, ale byla udrZovéna adekvatné stabilni disperze. Provedlo se 8 méfeni a ana-
lyza ziskanych dat ukazala standardni odchylku <0,03 % jako extrémni bod kteréhokoli namé-
feného iidaje. V pfipadé, Ze disperze vzorku byla v rezervoaru po dobu 15 minut a pak podrobena
novému experimentu, nedoslo k podstatnym zménam, coZ ukazuje, Ze Céstice se¢ béhem experi-
mentu nerozpustily.

Za pouziti vySe uvedenych experimentalnich parametrd byly analyzovény vzorky. Uskuteénilo se
8 méfeni a stanovil se primérny primér &astic. Byly zaznamenany dvé riizné distribuce velikosti
Eastic, které obé mély na hornim konci ostrou hranu, coz ukazuje na absenci agregace ¢astic.
Jedna Sarze PP1-149-CMC méla pfed ozifenim gama paprsky zjevné men$i prim&rnou hodnotu
priméru nez vzorek po ozafeni. Zda se, jako by tato preformula¢ni studie ukazovala, Ze ke
konsolidaci &astic dochazi b&hem sterilizace.

Piiklad 12:

V tomto piikladu se které prob&hly popisuje za uéelem fada pre—formulagnich zjisténi u€inku
gama experiment, zafeni a zatiZeni teploty/vlhkosti na pevnou formu komplexu PPI-149-CMC.

Prasgkova rentgenova difrakce

Na zaCatku experimentu se dva vzorky komplexu PPI-149—CMC v mnozstvi 60 mg vnesly do
sklenénych zkumavek typul (s hornim prostorem vyplnénym vzduchem), uzaviely se zéitkou
z Sedého butytkauduku a neprody$né se uzavfely hlinikovym t&snénim. Jeden ze vzorki se pak
vystavil gama zéfeni v dévce 19,0 kGy. U téchto vzorki se pak studovala pragkova rentgenova
difrakce. Difraktogramy se porovnaly pted a po expozici gama zifeni v davece 19,0 kGy.

V nasledujici studii se 60 mg vzorku komplexu PPI-149-CMC (po ozifeni gama paprsky)
umistilo do sklenéné zkumavky typul a inkubovalo se v inkubatoru s pfedem ekvilibrovanou
konstantni vlhkosti pfi teploté 50 °C a 75% vihkosti po dobu 5 dni. hned po vyjmuti s inkubato-
ru se vzorek ve zkumavce uzaviel zétkou z edého butylkauduku a neprody$né se uzaviel hliniko-
vym tésnénim. Difraktogram X—paprski uvedeného vzorku vystaveného zatiZeni se porovnal
s Jinym vzorkem stejné fady, ktery se nachazel v uzaviené zkumavce pii teploté mistnosti. Vzor-
ky se analyzovaly za pouziti automatizovaného praskového difraktometru Siemens D500 vybave-
ného grafitovym monochromatorem a rentgenovym zdrojem Cu (A =1,54 A) pracujicim pfi
50 kV, 40 mA. Rozmezi méfeni dvou-theta bylo 4 aZ 40° za pouZiti postuphého skenovaciho
okna s krokem 0,05°/1,2 vtefiny. Sitka $térbin paprski se nastavila (1)1°, (2)1°, (3)1°, (4)0,15°.
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Kalibrace dvou-theta se provedla za pouZiti slidového standardu NBS (SRM 675). Vzorky se
analyzovaly za pouZiti nulového pozadi.

Data ukazuji, 2¢ komplex PPI-149-CMC pfed ozafenim gama nevykazuje zjevnou krystalickou
nebo pseudo-krystalickou strukturu. Poskytuje totiz praskovy rentgenogram, ktery je charak-
teristicky pro amorfni latky (3iroka pata mezi 2 az 20°, zadné vyznamné piky v difraktogramu).
Vzorek PPI-149-CMC po ozafeni poskytl velmi podobny rentgenogram jako neozafeny vzorek,
coz ukazuje, 7e zpracovini gama zifenim (v dévce aZ do 19,0 kGy véetng) zjevné neindukuje
polymorfni prechod tatky v pevném stavu. Podobné vzorek PPI-149-CMC vystaveny namahani
za podminek teploty/vlhkosti vytvofil velmi podobny rentgenogram jako neozifeny i ozéfeny
vzorek, coZ silné naznaduje, Ze PPI-149-CMC neni piilis néchylny k polymorfnimu pfechodu
v pevném stavu.

Hygroskopi¢nost

Provedly se pre—formulaéni studie komplexu PPI-149-CMC (po ozéfeni) za i&elem stanoveni
rovnovihy pohlcené vihkosti (méfi se jako piriistek hmotnosti) pti konstantni teploté (25 °C) za
riznych podminek relativni vlhkosti. Analyza rovnovazné vihkosti (% vody) jako funkce
relativni vihkosti (% RH) ukazala, Ze obsah vihkosti postupné roste aZ do dosaZeni pfiblizng
80 % relativni vlhkosti. P¥ vysoké relativni vihkosti (95% RH) byl komplex PPI-149-CMC
schopen podstatné sorbovat vihkost. Pfi relativni vihkosti rovné nebo niz3i 80 % RH se ochranna
opatfeni proti vlhkosti nepovaZuji za nutna; nékteré kroky vyroby tak mohou probihat za
podminek vlhkosti okoli (pokud se zamezi extrémim vlhkosti).

Priklad 13:

V tomto pikladu se popisuje studie rozpousténi komplexu PPI-149-CMC. Experimenty se
uskuteénily za pouziti podminek ponofeni i bez ponofeni. Komplex PPI-149-CMC vykazuje
hodnotu ptiblizné rozpustnosti 100 pg/ml (méfeno a vyjadfeno jako volny peptid) pfi teploté
25°C v 0,1M fyziologickém roztoku pufrovaném fosforetnanem, jehoZ hodnota pH je 7,3. Pii
podminkach ponofeni (které se definuji jako < 10 % rozpustnosti v systému za nasyceni pti dané
teploté), se i bez michani komplex PPI-149-CMC rychle rozpustil (méfi se a vyjadiuje se jako
volny peptid). V podobném experimentu se stanovila rovnovaini rozpustnost komplexu
PPI-149-CMC (méfeno a vyjadieno se jako volny peptid) pii teploté 25 °C v 0,1M fyziologic-
kém roztoku pufrovaném fosforetnanem, jehoz hodnota pH je 7,3, s pouZitim tf{ vzorki: samotny
PPI-149-CMC, PPI-149-CMC v pfitomnosti daldich 10 % (hmotnostni procenta) PPI-149
(vyjadfeno jako volny peptid, ale zavadéno jako PPI-149 s asociovanym acetatem) a PPI-149~
CMC v pritomnosti daldich 50 % hmotnostnich sodné soli karboxymethylceluldzy. Vechny tfi
vzorky poskytly napadné podobnou rovnovaZnou rozpustnost peptidu. ProtoZe se vybrany systém
pufru pfiblizuje fyziologickym podminkam, ptitomnost daldi voiné zda se nepravdépodobné, Ze
by peptidu karboxymethylcelulézy nebo v komplexu PPI-149-CMC ovliviiovala rozpustnost.

Piiklad 14:

Na psech se charakterizovala farmakokinetika, farmakodynamika a bezpe¢nost aplikace opako-
vané divky komplexu PPI-149—CMC podkoZni (SC) a intramuskularni injeket (IM).

V prvai studii, provadéné po dobu tfi mésicii, bylo hodnoceno 40 samcti psi: beagle pficemz se
mési¢né aplikovala IM nebo SC injekce komplexu PPI-149-CMC v koncentraci 1,2 mg/kg
(den 1), 0,3 nebo 0,6 mg/kg (den 29) a 1,2 mg/kg (den 57) v riiznych rekonstitu¢nich vehikulech.
Do studie se zahrnulo 8 skupin psii:

- 150
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Skupina [N Rekonstituéni Davka® Zplisob
vehikulum®® aplika
ce
Den 1 |Den 29 |Den 57 (Den 1 {Den 29 |Den 57
7d 5 Fyz. L. Glycerin | Lacitin 0 0 0 IM
B 5 Glycerin |Glycerin |Lecitin 1,2 c,3 1,2 IM
5 Glycerin |Glycerin |Lecitin 1,2 0,6 1,2 M
5 PEG Glycerin |Lecitin 1,2 0,3 1,2 IM
3 g PEG Glycerin |[Lecitin 1,2 0,3 1,2 SC
P g Lecitin [Glycerin [Lecitin |1 3 0,6 1,2 IM
Ga 5 Lecitin Glycerin |Lecitin 1,2 0,6 1,2 SC
H 5 glycerin [glycerin |Lecitin |7 » 0,3 1,2 sC

a. rekonstituCni vehikulum se pouziva pfi rekonstituci PPI-149-CMC jako suspenze ¢astic.
Obsah je nasledujici:

Glycerin (15% glycerinu/5% dextrozy)

PEG (4 % polyethylenglykol-3350/4% mannitol)

Lecitin (0,5 % lecitin/5% mannitol)

Pozndmka: rekonstrukéni vehikulum pouzivané pti klinickych studiich je 0,9% chlorid
sodny USP

c.  Viechny davky se vyjadiuji jako obsah peptidu (PPI-149).

d. 'V den 85 byla usmrcena tfi zvifata za (¢elem anatomické a mikroskopické histologie.

F N

Tato studie byla navrzena tak, Ze u¢innost komplexu PPI-149-CMC pfi podatecni davee v riz-
nych vehikulech byla hodnocena béhem prvniho mésice 1é¢by. Béhem druhého mésice studie psi
dostavali nizsi davku komplexu PPI-149-CMC za (&elem stanoveni G€inné ,,udrZovaci® davky.
Tteti mésic byl navrien pro hodnoceni charakteristik dlouhodobé bezpednosti a G&innosti
komplexu PPI-149-CMC.

IM nebo SC davky komplexu PPI-149-CMC formulovaného v jednom z rekonstitu¢nich vehikul
nebo IM davky kontrolni latky se aplikovaly v kazdém dnu pod4ni ddvky do horni &asti boku
pravé zadni nohy (IM) nebo do mezilopatkové oblasti (SC). Material se natahl do stiikacky pro
aplikaci tuberkulinu o objemu 1 ml s jehlou 23 g s kratkym (kosem. Misto aplikace injekce se
bezprostfedné pied aplikaci davky potielo alkoholem. Injektovany objem zdvisel na konkrétni
diavce peptidu na hmotnost t3la v kilogramech. Je nutné poznamenat, e viechny davky se
vztahuji na aplikovany peptid PPI-149.

Kazdé zvife se béhem celé studie prohliZzelo nejméné dvakrat denné a zjistovaly se zjevné znam-
ky toxického nebo farmakologického uginku a zmény obecného chovani a vzhledu. Viechna
abnormalni klinickd pozorovdni se zaznamenavala.

Krev se odebrala pfed aplikaci prvnf davky a dale v riznych &asech po aplikaci davky, proved| se
celkovy krevni obraz (CBC), chemické analyza séra a dvakrét tydn& se stanovila radioimunotes-
tem koncentrace PPI-149 a testosteronu.

Po tfech mésicich studie se usmrtilo devét zvifat a za Géelem provedeni hrubé patologické
a histopatologické analyzy se izolovala jejich tkafi. Za tgelem usmrceni se vybrala zvifata
z kontrolni skupiny o3etfené pouze vehikulem, jedno ze skupiny po IM injekei a jedno ze skupiny
po aplikaci SC injekci. Vybrané tkan& pochézely zmista aplikace (SC nebo IM injekce),
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nadledvin, aorty, kosti, kostni dfen&, mozku, branice, nadvarlete, jicnu, ofi s ofnim nervem,
srdce, ledvin, tlustého stfeva (caecum, colon), jater s Zluénikem, plic s priduskami, lymfatickych
uzlin, pankreatu, podvésku mozkového, prostatické Zlizy s moZovou trubici, slinnych Zlaz, scia-
tického nervu, kosternich svali, kiize, tenkého stieva (duodenum, jejunu, ileum), patefe, sleziny,
7aludku, varlete, thymu, §titné Zlazy s piistitnym téliskem, jazyka, trachei, moového méchyfe a
hrubych lézi.

Béhem studie se nezjistily 24dné odchylky od zikladnich hodnot pti hematologickém a chemic-
kém vysetfeni krve kontrolnich nebo oSetfenych zvifat. Hrubé hodnoceni a histologické hodno-
ceni usmrcenych zvitat po tfimési¢nim experimentu neukazuje Zidné rozdily mezi psy, kterym se
aplikoval komplex PPI-149-CMC, a kontrolnimi zvifaty, kterym se aplikovalo pouze vehikulum,
s vyjimkou zmén tkan& varlete a prostaty, coZ se pfi aplikaci uvedeného antagonisty LHRH
olekavalo.

Pokud jde o farmakokinetiku komplexu PPI-149-CMC, vsichni psi, ktefi dostali davku
1,2 mg/kg komplexu PPI-149—CMC resuspendovaného v riznych rekonstituénich vehikulech
a aplikovaného IM nebo SC injekei, vykazovali podobné farmakokinetické profily PPI-149
v plazmg, piiems piku se dosahuje v prvnich dvou dnech a pak béhem nasledujiciho mésice
obsah peptidu pomalu exponenciilng kles. Komplex PPI-149-CMC vykazoval podobnou distri-
buci PPI-149 v plazmg, byl-li suspendovan v libovolném ze tfi rekonstitu¢nich vehikul uZiva-
nych v této studii.

Pokud jde o endokrinni G&innost PPI-149-CMC, 24 hodin po zaatku aplikace davek komplexu
PPI-149-CMC se u viech psa pozorovalo mnozstvi testosteronu na drovni kastrovanych zvifat
(<0,6 ng/ml) a hodnoty b&hem prvniho m&sice obecné ptetrvivaly v rozmezi, které odpovida
kastrovanym jedinc@im, bez ohledu na zpiisob aplikace nebo volbu rekonstitu¢niho vehikula. 26 z
35 pst (75 %) méio hladinu testosteronu odpovidajici kastratim ve vzorku ziskaném t&sné pied
aplikaci drubé déavky PPI-149-CMC vden 29. Tyto vysledky ukazuji, Ze polatecni davka
1,2 mg/kg u psth Uspéiné vyvolava rychlou dlouhotrvajici supresi (déle jak 28 dni) testosteronu
v plazm&. Ve druhém mésici, kdy se zkoumala uinnost ,udrzovaci davky (davka niZsi neZ
potteéni davka), vysledky ukazuji, Ze aplikace 0,3 nebo 0,6 mg/kg komplexu PPI-149-CMC
udr?uje mnoZstvi testosteronu na drovni kastrovanych jedincd vice nez 20 dni u 30 z 35 psi. Na
konci druhého mésice experimentu (den 57) 21 psi z 35 (60 %) mélo mno2stvi testosteronu na
drovni Kastrovanych zvifat, zatimco 14 psi mé&lo testosteron v norméalnim rozmezi (vy3si neZ
0,6 ng/ml). Na zadatku tfettho mésice byla aplikovéna divka 1,2 mg/kg. Koncentrace PPI-149
v plazmé pietrvala po nasledujicich 28 dni, zatimco mnoZstvi testosteronu v plazmé opét odpovi-
dalo drovni kastrovanych jedincii. Na konci tfetiho mésice (den 85) mnoZstvi testosteronu v plaz-
mé odpovidi kastrovanym jedincém u 30 z 35 psi, kterym se aplikoval komplex PPI-149-CMC.

Shrnuti: 35 psim se aplikovalo 1,2 mg/kg komplexu PPI-149-CMC v den 1, 0,3 nebo 0,6 mg'kg
komplexu PPI-149-CMC v den 29 a 1,2 mg/kg komplexu PPE-149-CMC v den 57. Davky se
aplikovaly IM nebo SC injekcemi, které obsahuji komplex s riznymi rekonstitu¢nimi vehikuly.
Z uvedenych 35 psii 19 zvitat (54 %) vykazuje mnoistvi testosteronu v plazmé, které zistava
v rozmezi Kastratd po cely pribéh terapie. Aplikace komplexu PPI-149-CMC ve 28 dennich
intervalech tedy umoznila tplnou supresi testosteronu v plazmé, kterd je rychlé (viechna zvitata
dosdhla mnoZstvi testosteronu odpovidajici kastrovanym jedincim béhem 24 hodin) a dlouho-
doba (udr2uje se po dobu aplikace).

Podobn4 studie, jako se popisuje vy3e, se uskute¢nila po dobu Sesti mésici na psech. Udelem
studie bylo dale zhodnotit dlouhodobou ééinnost a bezpeénost komplexu PPI-149-CMC. Zvifa-
tim se aplikovala davka 1,2 mg/kg komplexu PPI-149-CMC bud’ IM, nebo SC injekei a pét
nasledujicich dévek (v koncentraci bud’ 0,3, 0,6, nebo 1,2 mg/kg) ve 28 dennich intervalech.
MnoZstvi testosteronu a PPI-149 v plazmé se stanovilo radioimunotestem v pravidelnych Easo-
vych intervalech. Vysledky jsou uvedeny na obrazku &. 4 (v ptipadé aplikace SC injekei) ana
obrézku &. 5 (v pripad® injekci IM). Vysledky ilustruji mnoZstvi testosteronu (prazdné Ctverce) a
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PPL —149 (pIné &tverce). V grafech jsou uvedeny konkrétni davky pouzité pii kazdé aplikaci
komplexu PPI-149-CMC. Vysledky ilustrované na obrazcich &. 4 a 5 déle ukazuji, 7e aplikace
komplexu PPI-149CMC v 28 dennich intervalech vede k celkové supresi mnoZstvi testosteronu
v plazmé, ktera je rychla a dlouhodob4, pti¢emz redukované mnozstvi testosteronu v plazmeé trva
aZ 6 mésici.

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutické kompozice obsahujici ve vodé nerozpustny pevny iontovy komplex farma-
ceuticky aktivniho peptidu a makromolekuldmiho nosi¢e, vyznaéujici se tim, Ze pied
komplexaci s farmaceuticky aktivnim peptidem je molekula nosiée ve vodé rozpustnd a obsah
peptidu v uvedeném komplexu je alespoil 57 % hmotnostnich.

2. Farmaceuticka kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze obsah peptidu
v uvedeném komplexu je 57 aZ 79 % hmotnostnich,

3. Farmaceutickda kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze je v podstaté
tvofena ve vod€ nerozpustnym pevnym iontovym komplexem.

4. Farmaceuticka kompozice podle naroku 1, vyzmadujici se tim, 2enosi¢ a farma-
ceuticky aktivni peptid, pouzité pii tvorbé komplexu, jsou kombinovény v hmotnostnim poméru
nosi¢:polypeptid 0,5:1 a2 0,1:1 a uvedeny komplex neni mikrokapsle.

5. Farmaceutick4 kompozice podle naroku 1, vyznalujici se tim, Ze uvedeny kom-
plex je schopen ziistat stabilni po sterilizaci y—zafenim.

6. Farmaceutickd kompozice podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze uvedeny
farmaceuticky aktivni peptid je analog LHRH.

7. Farmaceutickd kompozice podle naroku 6, vyznadujici se tim, Zeanalog LHRH
je antagonista LHRH.

8. Farmaceutickd kompozice podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze uvedeny
farmaceuticky aktivni peptid je vybran ze skupiny zahmujici analogy bradykininu, parathyroidni
hormon, adrenokortikotropni hormon, kalcitonin a analogy vazopresinu.

9. Farmaceutickd kompozice podle libovolného z naroki 1,2, 3,4 nebo 5, vyznaéujici
se tim, Ze uvedeny farmaceuticky aktivni peptid je kation a makromolekularni nosi¢ je anion.

10. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z naroki 1, 2, 3,4 nebo §, vyzna&ujici
se tim, Ze komplex zabezpeduje nepferudované dodavani farmaceuticky aktivniho peptidu
subjektu alespofi po dobu jednoho tydne po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

11. Farmaceutickd kompozice podle libovolného z ndrokil 1, 2, 3, 4 nebo 5, vyznalujici
se tim, Ze komplex zabezpeuje nepferusované dodavani farmaceuticky aktivniho peptidu
subjektu alespoii po dobu dvou tydnii po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

12. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z narokii 1,2, 3,4 nebo 5, vyznaéujici
se tim, Ze komplex zabezpefuje nepierusované dodavani farmaceuticky aktivniho peptidu
subjektu alespoii po dobu tti tydni po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.
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13. Farmaceuticka kompozice podle libovoiného z naroki 1,2, 3,4 nebo 5, vyznadujici
se tim, e komplex zabezpefuje nepferusované dodavani farmaceuticky aktivniho peptidu
subjektu alespofi po dobu &ty tydnii po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

14. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z naroki 1, 2, 3, 4 nebo 5, vyzna cujici
se tim, e farmaceuticky aktivni peptid je multivalentni kationtovy nebo aniontovy peptid.

15. Farmaceutickd kompozice podle libovolného z naroki 1, 2, 3,4 nebo 5, vyzmna ¢ujici
se tim, Ze peptid obsahuje 5 aZz 20 aminokyselin.

16. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z naroki 1, 2, 3,4 nebo 5, vyzmadujici
se tim, Ze peptid obsahuje 8 aZ 15 aminokyselin.

17. Farmaceutickd kompozice podle libovolného z narokii 1,2, 3,4 nebo 5, vyzna&ujici
se tim, Ze peptid obsahuje 8 a2 12 aminokyselin.

18. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z narokii 1, 2,3, 4 nebo 5, vyznaéujici
se tim, e makromolekularni nosit je aniontovy polymer.

19. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z narokil 1, 2, 3, 4 nebo 5, vyzna ¢ujici
se tim, e makromolekularni nosi® je aniontovy derivét polyalkoholu nebo jeho fragment.

20, Farmaceutické kompozice podle libovolného z naroki 1,2,3,4 nebo 5, vyzna&ujici
se tim, Ze makromolekuldrni derivét polysacharidu nebo jeho nosi¢ je aniontovy fragment.

21. Farmaceuticka kompozice podle libovolného z ndrokd 1,2, 3, 4 nebo 5, vyzmadujici

se tim, ze makromolekulimi nosi¢ je karboxymethylceluloza nebo jeji fragment nebo
derivat.

22, Farmaceutickd kompozice podle libovolného z naroki 1, 2, 3, 4 nebo 5, vyzna dujici
se tim, ze makromolekuldrni nosid je vybran ze skupiny zahrnujici algin, alginat, aniontové
acetatové polymery, aniontové akrylové polymery, xanthamové gumy, aniontové derivaty kara-
genanu, aniontové derivaty polygalakturonové kyseliny, sodnou sil glykolatu $krobu a jejich
fragmenty, derivaty a farmaceuticky pfijatelné sole.

23. Farmaceutick kompozice podle libovolného z néroki 1,2, 3, 4nebo 5, vyznacujief
se tim, Zeje lyofilizovanou pevnou latkou.

24. Farmaceutickd kompozice podle libovolného z ndroki 1,2,3,4 nebo 5, vyzna ¢ujici
se tim, Ze uvedeny pevny iontovy komplex je suspendovan jako kapalnd suspenze nebo
dispergovan jako polo-pevna disperze.

25. Farmaceuticka kompozice podle naroku 6, vyzna&ujici se tim, e analog LHRH
je antagonista LHRH zahmujici peptidovou slou¢eninu, kde zbytek peptidové sloudeniny odpovi-
dajici aminokyseliné v poloze 6 pfirozeného savéiho LHRH obsahuje strukturu D-asparaginu.

26, Farmaceutickd kompozice podle ndroku 6, vyznaéujici se tim, Ze analog LHRH
je antagonista LHRH zahmujici peptidovou slouceninu, ktera zahmuje strukturu A-B-C-D-E-
F-G-H-1-J, kde

A je pyro—Glu, Ac-D-Nal, Ac-D-Qal, Ac-Sar nebo Ac-D-Pal,

B je His nebo 4-Cl-D-Phe,

C je Trp, D-Pal, D-Nal, L-Nal, D-Pal(N-O) nebo D-Trp,

D je Ser,

E je N-Me-Ala, Tyr, N-Me-Tyr, Ser, Lys(iPr), 4-Cl-Phe, His, Asn, Met, Ala, Arg nebo lle,




20

30

335

40

45

50

CZ 301119 B6

F  je D-Asn, D-Gln nebo D-Thr,
G je Leu nebo Trp,

H  je Lys (iPr), Gln, Met nebo Arg,
[ jeProa

] je Gly-NH; nebo D-Ala-NH,,

nebo jeji farmaceuticky piijatelnou sul.

27. Farmaceutickd kompozice podle naroku 6, vyznaéujici se tim, Ze analog LHRH
je antagonista LHRH, ktery ma nasledujici strukturu: Ac-D,~Nal-4—Cl-D—Phe—D-Pal-Ser-N-
Me—-Tyr-D-Asn—Leu~Lys(iPr)}-Pro-D-Ala.

28. Balena formulace pro lé¢bu hormonélng zavislého zhoubného bujeni, benigni hypertrofie
prostaty, ptedasné puberty, endometriézy a d€loZnich fibroidd, neplodnosti a fertility u subjektu,
vyznaujici se tim, Ze zahrnuje farmaceutickou kompozici podle naroku 1.

29. Balena formulace podle naroku 28, vyznaéujici se tim, Ze farmaceuticky aktiv-
nim peptidem je antagonista LHRH majici nasledujici strukturu: Ac—D-Nal-4-Cl-D--Phe-D—
Pal-Ser-N-Me-Tyr-D-Asn-Leu-Lys(iPr}-Pro-D-Ala a makromolekuldrni nosi¢ je karboxy-
methylceluloza.

30. Injekeni stiikaCka s dutinou, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje kapalnou suspenzi
farmaceutické kompozice podle naroku 1.

31. Injekéni stifkacka podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze farmaceuticky
aktivnim peptidem je analog LHRH majici strukturu Ac—D-Nal4-Cl-D-Phe-D-Pal-Ser-N—
Me-Tyr-D-Asn-Leu-Lys(iPr}-Pro-D—Ala a makromolekuldrni nosi¢ je karboxymethylcelulza.

32. Pouziti farmaceutické kompozice podle naroku 1 pti vyrobé lé¢iva pro lé¢bu hormonalné
zdvislého zhoubného bujeni, benigni hypertrofie prostaty, ptedéasné puberty, endometriézy
a déloznich fibroidd, neplodnosti a fertility.

33. Pouziti podle naroku 32, kde komplex umoZfiuje nepferufované dodavéni antagonisty
LLHRH subjektu po dobu alespoii jednoho tydne po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

34. Pouziti podle naroku 32, kde komplex umoZiluje nepferulované dodavani antagonisty
LHRH subjektu po dobu alespoii dvou tydni po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

35. PouZiti podle naroku 32, kde komplex umoZiuje nepferufované doddvani antagonisty
LHRH subjektu po dobu alespoii ti{ tydni po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

36. Pouziti podle naroku 32, kde komplex umoZiuje nepferufované doddvani antagonisty
LHRH subjektu po dobu alespon &ty tydnii po aplikaci farmaceutické kompozice subjektu.

37. Poutiti podle naroku 32, kde farmaceuticky aktivnim peptidem je antagonista LHRH majici
nasledujici strukturu Ac-D-Nal-4-Cl-D-Phe-D-Pal-Ser-N-Me-Tyr-D-Asn—L.eu—Lys(iPr)-
Pro-D-Ala.

38. PouZiti podle naroku 32, kde makromolekuldrni nosi¢ je aniontovy polymer.

39. Pouziti podle naroku 32, kde makromolekuldmi nosi¢ je aniontovy derivat polyalkoholu
nebo jeho fragment.
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40. Pouziti podle néroku 32, kde makromolekuldrni nosié je aniontovy derivat polysacharidu
nebo jeho fragment.

41. Pouziti podle niroku 32, kde makromolekuldrni nosi¢ je karboxymethylceluloza nebo jeji
fragment nebo dertvat.

42. Pouziti podie néroku 32, kde makromolekulérni nosi& je vybran ze skupiny zahmujici algin,
alginat, aniontové acetatové polymery, aniontové akrylové polymery, xanthamové gumy, anion-
tové derivaty karagenanu, aniontové derivaty polygalakturonové kyseliny, sodnou sil glykolatu
$krobu a jejich fragmenty, derivéty a farmaceuticky pfijatelné soli.

43. Pouziti podle ndroku 32, kde farmaceuticka kompozice se aplikuje subjektu parenterdlni ces-
tou.

44. Pouziti podle naroku 32, kde farmaceuticka kompozice se aplikuje subjektu oralné.

45, Pouziti podle naroku 32, kde farmaceuticka kompozice se aplikuje subjektu intramuskulami
injekei nebo podkoZni/intradermdlni injekci.

46. Pouziti podle naroku 32, kde hormonélng zivislé zhoubné bujeni je zhoubné bujeni prostaty.
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