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Область изобретения
Настоящее изобретение относится к ком-

позициям с поддерживаемым высвобождением,
содержащим подвергающиеся биологической
деградации гранулы из альгинатного геля и/или
задерживаемых гелей, и соответствующим спо-
собам.

Предпосылки создания изобретения
С развитием технологий генной и клеточ-

ной инженерии возможность получения реком-
бинантных белков обусловила их использование
в качестве медицинских препаратов в терапев-
тических целях. Для лечения многих заболева-
ний и болезненных состояний с помощью фар-
мацевтически активных белков в целях обеспе-
чения наиболее эффективного терапевтического
результата необходимо, чтобы в организме под-
держивались определенные уровни таких бел-
ков. Однако в случае большинства содержащих
белки фармацевтических композиций короткое
время полужизни белков требует частого введе-
ния таких композиций. Повторяющиеся инъек-
ции осуществляют с неодинаковыми интерва-
лами, что приводит к различиям в уровнях ме-
дицинского препарата и существенной физиче-
ской нагрузке пациентов, а также требует зна-
чительных денежных средств. Поскольку при
многих состояниях наблюдается лучшая отве-
чаемость на контролируемые уровни фармацев-
тического препарата, существует необходи-
мость контролируемого высвобождения меди-
каментов для обеспечения более длинного пе-
риода их действия. Использование таких лекар-
ственных средств с поддерживаемым высвобо-
ждением будет генерировать не только улуч-
шенные профилактические, терапевтические
или диагностические эффекты, но также и сни-
жать частоту инъекций и расходы на лечение.

Существующие подходы для создания
поддерживаемых уровней лекарственных пре-
паратов в организме животных и человека меж-
ду вводимыми дозами подразумевают использо-
вание подвергающихся биологической деграда-
ции полимеров в качестве матрикса для контро-
ля высвобождения препарата. Например, в па-
тенте Великобритании 1 388 580 раскрывается
применение гидрогелей для поддерживаемого
высвобождения инсулина. В патенте США 4 789
550 описано использование покрытых полили-
зином альгинатных микрокапсул для доставки
белков с помощью инкапсулированных живых
клеток. Кроме того, известно использование
анионных или катионных полимерных компо-
зиций, покрытых ионными полимерами проти-
воположного заряда, для инкапсулирования
клеток, способных продуцировать биологически
активные соединения (патент США 4 744 933).
Подобно указанному, описано использование
многочисленных оболочек из анионных или
катионных сшивающихся полимеров для обес-
печения контролируемого высвобождения (па-
тенты США 4 690 682 и 4 789 516). Другие ме-

тодики основаны на использовании как альгина-
тов самих по себе, так и альгинатов, покрытых
другими подвергающимися биологической де-
градации полимерами, для генерации контроли-
руемого высвобождения полипептидных компо-
зиций или их катионных преципитатов (заявки
РСТ WO 96/00081, W095/29664 и WO 96/03116).

Указанные подходы, однако, не были дос-
таточно успешными с точки зрения обеспечения
контролируемого высвобождения при доставке
белковых композиций. Хорошо известно, что
применение различных подвергающихся биоло-
гической деградации полимеров, например, со-
полимера гликолида и полилактида, in vivo при-
водит к интенсивной начальной вспышке вы-
свобождения медикамента (Johnson, О. et al.,
Nature Med., 2 (7): 795 (1996). Более того, из-
вестно также, что белки, используемые в суще-
ствующих препаратах с контролируемым вы-
свобождением, подвергаются денатурации и
утрачивают биологическую активность при
контакте с инкапсулирующими агентами. В та-
ких препаратах применяют органические рас-
творители, которые оказывают губительное воз-
действие на белки. И, наконец, как обсуждается
ниже, применение альгинатов самих по себе не
приводит к ожидаемому контролируемому вы-
свобождению белков, необходимому для обес-
печения должной эффективности лечения.

В целом, альгинаты представляют собой
хорошо известные анионные полисахариды
природного происхождения, включающие 1,4-
связанную-b-D-маннуроновую кислоту и а-L-
глюкуроновую кислоту (Smidsrod, О. et al., J.
Microencapsulation, 13 (5): 601-614 (1996). Со-
держание указанных кислот в альгинатах обыч-
но варьирует в интервале, составляющем до
70% маннуроновой кислоты и 30% глюкуроно-
вой кислоты и 30% маннуроновой кислоты и
70% глюкуроновой кислоты (Smidsrod, см. вы-
ше). Альгиновая кислота нерастворима в воде, в
то время как ее соли, образованные одновалент-
ными катионами, такими, как натрий, калий и
аммоний, растворимы в воде (McDowell, R.H.
"Properties of Alginates" (London, Alginate Indus-
tries Ltd, 4th edition 1977). Известно, что полива-
лентные катионы реагируют с альгинатами со
спонтанным образованием гелей.

Альгинаты имеют широкий спектр приме-
нений, например, в качестве пищевых добавок,
адгезивных средств, фармацевтических компо-
нентов и препаратов для заживления ран. Аль-
гинаты также рекомендованы для осуществле-
ния методик разделения белков. Например, в
работе Gray, С.J. et al., [Biotechnology and Bioen-
gineering, 31: 607-612 (1988)] показана возмож-
ность инкапсулирования инсулина в альгинат-
ные гели, содержащие цинк/кальций, для отде-
ления инсулина от других сывороточных бел-
ков.

В литературе имеются многочисленные
ссылки на использование альгинатных матрик-



3 003670 4

сов для создания систем доставки лекарствен-
ных препаратов. Например, в патенте США
4 695 463 описаны жевательные резинки на ос-
нове альгинатов и системы доставки фармацев-
тических средств. Альгинатные гели использо-
вались для обеспечения контролируемого вы-
свобождения различных белков, например, ре-
цептора фактора некроза опухолей. При этом
указанный белок заключали в катионные альги-
натные гранулы, покрытые поликатионами [см.
Wee, S.F., Proceed. Intern. Symp. Control. Rel.
Bioact. Mater., 21: 730-731 (1994].

Известно также инкапсулирование транс-
формирующего ростового фактора в альгинат-
ные гели [Puolakkainen, P.A. et al., Gastroenterol-
ogy, 107:1319-1326 (1994)]; ангиогенных факто-
ров в альгинатные гранулы, содержащие каль-
ций [Downs, Е.С. Et al., J. of Cellular Physiology,
152:422-429 (1992)]; альбумина в хитозан-
альгинатные микрокапсулы [Polk, A. et al., J.
Pharmaceutical Sciences, 83(2): 178-185 (1994)];
гранулы из хитозана - альгината кальция, по-
крытые полимерами [Okhamafe, F.О. et al., J.
Microencapsul, 13(5): 497-508 (1996)]; гемогло-
бина в гранулы из хитозан-альгината кальция
[Huguet, M.L. et al., J. Applied Polymer Science,
51: 1427-1432 (1994), Huguet, M.L. et al., Process
Biochemistry, 31: 745-751 (1996)] и интерлейки-
на-2 в хитозан-альгинатные микросферы [Liu,
L.S. et al., Proceed. Intern. Symp. Control. Rel.
Bioact. Mater., 22: 542-543 (1995)].

Системы, использующие альгинатные ге-
левые гранулы или альгинатные гелевые грану-
лы с кальцием для заключения в них белков, не
обладают эффектом поддерживаемого высво-
бождения, что обусловлено быстрым выходом
белков из альгинатных гранул [Liu, L. et al., J.
Control. Rel., 43: 65-74 (1997)]. Для того, чтобы
избежать такого быстрого высвобождения бел-
ков, в многочисленных из описанных выше сис-
темах пытались использовать поликатионное
полимерное покрытие (например, полилизино-
вое, хитозановое) с целью задержки выхода
белков из альгинатных бус [см., например,
Wheatley, M.A. et al., J. Applied Polymer Science,
43: 2123-2135 (1991); Wee, S.F. et al., см. выше;
Liu, L.S. et al, см. выше; Wee, S.F. et al., Con-
trolled Release Society, 22: 566-567 (1995) и Lim,
et al., см. выше).

Поликатионы, например, полилизин, пред-
ставляют собой заряженные положительно по-
лиэлектролиты, которые реагируют с отрица-
тельно заряженными альгинатными молекулами
с образованием полиэлектролитных комплексов,
действующих как диффузионные барьеры на
поверхности гранул. Проблемы, которые возни-
кают при использовании поликатионов, заклю-
чаются в следующем:

(1) такие композиции могут быть цитоток-
сичными за счет поликатионов [Huguet, M.L. et
al., см. выше; Zimmerman, Ulrich, Electrophore-
sis, 13: 269 (1992); Bergmann, P. et al., Clinical

Science, 67: 35 (1984)]; (2) поликатионы подвер-
гаются окислению; (3) гранулы с поликатионо-
вым покрытием не распадаются в организме
пациента и накапливаются в нем; (4) такие со-
ставы получают в результате трудоемких про-
цедур получения покрытий гранул, включаю-
щих многочисленные нанесения поликатионно-
го полилизина [Padol, et al., Proceed. Intern.
Symp. Control. Rel. Bioact. Mater, 2: 216 (1986)],
и (5) ионные взаимодействия между белком и
поликатионами могут привести к утрате актив-
ности белка или ухудшить его стабильность.

В патенте США 5 336 668 и приведенных в
нем ссылочных документах (Francesco et al.)
раскрываются полные и частичные эфиры аль-
гиновой кислоты, полученные различными спо-
собами, и обладающие определенными фарма-
цевтическими свойствами. Описывается также,
каким образом эфиры альгиновой кислоты мо-
гут быть использованы в качестве подвергаю-
щихся биологической деградации пластиковых
материалов для целей медицины, в частности,
хирургии, добавок для различных полимерных
соединений или же для приготовления широко-
го круга медикаментов. Возможное применение
этерифицированных альгинатов в композициях
с поддерживаемым высвобождением не обсуж-
дается в указанных источниках информации; в
них также не раскрыты и альгинатные гидроге-
ли.

Nightlinger et al., Proceed. Inter. Symp. Con-
trol. Rel. Bioact. Mater., 22:738-739 (1995) опи-
сывает микросферы из этерифицированной гиа-
луроновой кислоты (НА), обладающие свойст-
вом контролируемого высвобождения. Приве-
денные здесь ссылочные источники информа-
ции в основном касаются различных скоростей
деградации производных НА и описывают, ка-
ким образом эфир разрушается, высвобождая
спирт и НА. Какие-либо сведения, касающиеся
того, каким образом и способен ли вообще НА-
остов сам по себе распадаться с образованием
полимерных единиц меньшего молекулярного
веса, отсутствуют.

Чтобы системы доставки с поддерживае-
мым высвобождением, основанные на полиса-
харидах, можно было использовать на практике,
полисахариды должны быть способны к биоло-
гической деградации с образованием нетоксич-
ных продуктов. Обнаружено, что некоторые
альгинатные гелевые системы будучи эффек-
тивными с точки зрения поддерживаемого вы-
свобождения лекарственных препаратов, вызы-
вают образование «опухоли» (или узелка) в об-
ласти инъекции, что приводит к медленному
рассасыванию геля. При использовании тера-
певтических схем, подразумевающих введение
низких доз лекарственных препаратов и частые
инъекции, указанное не является серьезной про-
блемой. Однако при использовании терапевти-
ческих схем, подразумевающих введение высо-
ких доз лекарственных препаратов и более час-
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тые инъекции, медленное рассасывание геля
необходимо предотвращать. Таким образом,
необходимо разработать средства для ускорения
рассасывания альгинатного геля из места инъ-
екции.

Таким образом, существует настоятельная
необходимость в разработке фармацевтических
композиций, обеспечивающих более гибкое и
эффективное поддерживаемое высвобождение
лекарственных препаратов, используемых для
клинического применения. Многочисленные
рекомбинантные или природные белки при по-
стоянном длительном высвобождении могут
обнаруживать более действенные клинические
результаты.

Настоящее изобретение позволяет решить
указанные задачи. Фармацевтические компози-
ции, содержащие подвергающиеся биологиче-
ской деградации частицы альгинатных гелей
или гелей, полученных в соответствии с на-
стоящим изобретением, способны обеспечить
повышенную биологическую доступность пре-
паратов, необходимую степень защиты белков,
пониженную способность к деградации и мед-
ленное высвобождение белков при их увели-
ченной стабильности и активности. Кроме того,
заявленные фармацевтические композиции
обеспечивают простые, быстрые и недорогие
системы контролируемого высвобождения ре-
комбинантных белков, что приводит к эффек-
тивным профилактическим, терапевтическим и
диагностическим результатам.

Сущность изобретения
Настоящее изобретение основано на ис-

следованиях возможности использования немо-
дифицированных альгинатных гидрогелей (аль-
гинаты - это класс анионных полисахаридов)
для поддерживаемого высвобождения белков.
Такие содержащие белок немодифицированные
альгинатные гидрогели образуются в том слу-
чае, когда соответствующими материалами за-
полняют шприц и оставляют его на некоторое
время до формирования в шприце геля. Обна-
ружено, что такие гели могут быть введены пу-
тем инъекций. После однократной инъекции
такого препарата экспериментальным грызунам
наблюдалось поддерживаемое высвобождение
белка в течение многих дней, однако образовы-
вался видимый узелок (или опухоль) в месте
инъекции препарата, который сохранялся дли-
тельное время без существенного уменьшения в
размерах. Такой узелок состоял из содержащего
воду альгинатного гидрогеля, и его размер зави-
сел от объема первоначально инъецированного
геля. Гелевые гранулы также задерживаются в
месте инъекции.

Настоящее изобретение, таким образом,
относится к новому классу подвергающихся
биологической деградации биосовместимых
полисахаридных гидрогелей, например, гидро-
гелей из альгинатных эфиров, используемых для
поддерживаемого высвобождения терапевтиче-

ских белков. Неожиданно было обнаружено, что
гидрогели альгинатных эфиров помимо способ-
ности к желированию, поддерживаемому вы-
свобождению и возможности введения путем
инъекций, что свойственно и немодифициро-
ванным альгинатам, не формируют узелков
(опухолей) в участке инъекции. Таким образом,
эфиры альгинатных гидрогелей подвергаются
биологической деградации и рассасыванию и
медленно проникают в окружающие ткани при
минимальной реакции в участке инъекции.

Полученные в соответствии с настоящим
изобретением композиции содержат альгинат-
ные эфиры или их производные, ионно-сшитые
в гидрогелевом (содержащем воду) матриксе,
включающем терапевтический агент, например
белок.

Настоящее изобретение также относится к
способу получения композиций, подвергаю-
щихся биологической деградации и обеспечи-
вающих поддерживаемое высвобождение.

Настоящее изобретение также относится к
применению этерифицированных альгинатных
материалов в жидких смесях для отложенного
во времени желирования в организме.

Настоящее изобретение также относится к
композициям, в которых гидрогели этерифици-
рованных альгинатов находятся в форме гранул
или микросфер для поддерживаемого высвобо-
ждения активных агентов, предпочтительно
терапевтических белков. В одном варианте
осуществления настоящего изобретения гидро-
гели этерифицированных альгинатов входят в
состав композиций для применения в участках-
мишенях организма пациента. Такие компози-
ции могут эффективно использоваться для пре-
дотвращения или ингибирования адгезии тканей
в результате хирургического или травматиче-
ского повреждения, в качестве дополнительного
материала тканей, особенно для «наполнения»
мягких и твердых тканей, для заполнения по-
граничного пространства рядом с подвергаю-
щимся резорбции материалом, в качестве под-
ложки для роста тканей и мазей для лечения
ран.

В другом варианте осуществления настоя-
щего изобретения гидрогели этерифицирован-
ных альгинатов используются для получения
устройств, содержащих активный агент, предна-
значенных для имплантации в организм пациен-
та, причем такой активный агент может быть
связан или не связан с полимерным матриксом.

В другом варианте осуществления настоя-
щего изобретения заявленные композиции гид-
рогелей этерифицированных альгинатов обес-
печивают способ улучшения биодоступности
активного агента в составе композиции.

Наконец, композиции на основе гидроге-
лей этерифицированных альгинатов, получен-
ные в соответствии с настоящим изобретением,
используются для осуществления способа под-
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держания во времени по существу постоянного
объема крови у пациента.

Подробное описание изобретения
Композиции.
Гидрофильные полимеры, включая альги-

наты и их производные, могут быть получены
из различных коммерческих, природных или
синтетических источников, хорошо известных
из уровня техники. Используемый здесь термин
«гидрофильный полимер» относится к раство-
римым в воде полимерам или полимерам,
имеющим способность к абсорбции воды. Гид-
рофильные полимеры хорошо известны специа-
листам в данной области исследований. К таким
полимерам относятся (без ограничений указан-
ными) полианионные полимеры, в том числе
анионные полисахариды, например альгинат,
карбоксиметиламилоза, соли полиакриловой
кислоты, соли полиметакриловой кислоты, со-
полимеры этилена и ангидрида малеиновой ки-
слоты (полуэфир), карбоксиметилцеллюлоза,
декстрансульфат, гепарин, карбоксиметилдекст-
ран, карбоксицеллюлоза, 2,3-дикарбокси-
целлюлоза, трикарбоксицеллюлоза, карбокси-
гуммиарабик, карбоксикаррагинан, пектин, кар-
боксипектин, карбоксигуммитрагакант, карбок-
сигуммиксантан, полисульфат пентозана, кар-
боксикрахмал, карбоксиметилхитин/хитозан,
курдлан, гексасульфат инозитола, сульфат b-
циклодекстрина, гиалуроновая кислота, хонд-
роитин-6-сульфат, дерматансульфат, гепарин-
сульфат, карбоксиметилкрахмал, каррагинан,
полигалактуронат, карбоксигуммигуар, поли-
фосфат, полиальдегидокарбоновая кислота, по-
ли-1-гидрокси-1-сульфонат-пропен-2, сополи-
мер стирола с малеиновой кислотой, агароза,
мезогликан, сульфопропилинированные поли-
виниловые спирты, сульфат целлюлозы, прота-
минсульфат, фосфогуммигуар, полиглутамино-
вая кислота, полиаспартиловая кислота, поли-
аминокислоты и производные или комбинации
указанных соединений. Специалисту очевидно,
что в объем данного изобретения входят и дру-
гие гидрофильные полимеры.

Сходным образом, связанные поливалент-
ные ионы металлов могут быть получены из
различных коммерческих, природных или син-
тетических источников, хорошо известных из
уровня техники. В частности, ионы металлов
включают (без ограничений указанными) ионы
алюминия, бария, кальция, железа, магния, мар-
ганца, стронция и цинка. Предпочтительно, ио-
ны металлов представляют собой ионы кальция
и цинка, а также их соли, например, ацетат цин-
ка, ацетат кальция или хлориды. Могут быть
использованы и растворимые в воде небольшие
молекулы, например, сульфат аммония, ацетон,
этанол и глицерин.

В соответствии с настоящим изобретением
в качестве этерифицирующих соединений кар-
боксильных групп альгиновой кислоты исполь-
зуются спирты алифатического ряда, например,

с максимальным числом атомов углерода, со-
ставляющим 34, которые могут быть насыщен-
ными или ненасыщенными, а также могут быть
замещены другими свободными или функцио-
нально модифицированными группами, такими
как амино-, гидрокси-, альдегидо-, кето-, мер-
капто-, карбоксигруппы, или группами, проис-
ходящими из указанных, например гидрокар-
бил- или дигидрокарбиламино [далее термин
«гидрокарбил» используется для обозначения не
только моновалентных радикалов углеводоро-
дов, таких как СnН2n+, но и для бивалентных или
тривалентных радикалов углеводородов, таких,
как алкилены (СnН2) или алкилидены (СnН2n)]
группами, а также группами простых и сложных
эфиров, ацетальными или кетальными группа-
ми, группами простых или сложных тиоэфиров
и этерифицированными карбоксильными груп-
пами или карбамидными группами или карба-
мидными группами, замещенными одной или
двумя гидроксигруппами, нитрильными груп-
пами или галогенами.

В указанных выше группах, содержащих
гидрокарбильные радикалы, последние пред-
почтительно представляют собой низшие али-
фатические радикалы. Предпочтение отдается
спиртам, замещенным одной или несколькими
указанными функциональными группами.

В соответствии с настоящим изобретением
спирты указанных выше групп предпочтительно
представляют собой соединения, содержащие
максимально 12 и более предпочтительно 6
атомов углерода, причем в указанных группах, к
которым относятся аминогруппы, группы про-
стых и сложных эфиров и тиоэфиров, ацеталь-
ные и кетальные группы, гидрокарбильные ра-
дикалы соответствуют алькильным группам с
максимальным числом атомов углерода 4, а в
этерифицированных карбокси- или замещенных
карбамидных группах гидрокарбильные радика-
лы представлены алкилами с тем же самым чис-
лом атомов углерода и в амино- или карбамид-
ных группах гидрокарбильные радикалы могут
быть алкиленамино- или алкиленкарбамидными
группами с максимальным числом атомов угле-
рода 8. Среди спиртов, в первую очередь, следу-
ет указать насыщенные и незамещенные спир-
ты, такие как метиловый, этиловый, пропило-
вый, изопропиловый, п-бутиловый, изобутило-
вый, трет.бутиловый, амиловый, пентиловый,
гексиловый, октиловый, нониловый и додеци-
ловый, а также все спирты с линейной цепью,
например н-октиловый или н-додециловый.
Среди указанных замещенных спиртов следует
перечислить двухатомные спирты, такие как
этиленгликоль, пропиленгликоль или бутилен-
гликоль; трехатомные спирты, такие как глице-
рин; альдегидоспирты, например тартроновый
спирт; карбоксиспирты, например молочные
кислоты, например альфа-оксипропионовую
кислоту, гликолевую кислоту, яблочную кисло-
ту, тартаровые кислоты, лимонную кислоту;
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аминоспирты, такие как аминоэтанол, амино-
пропанол, н-аминобутанол, а также их диметил-
или диэтилпроизводные по аминофункции, хо-
лин, пирролидинилэтанол, пиперидинилэтанол,
пиперазинилэтанол и соответствующие произ-
водные н-пропилового или н-бутилового спир-
тов, монотиоэтиленгликоль или его алкильные
производные, например этилпроизводные по
меркаптофункции.

Среди высших насыщенных алифатиче-
ских спиртов, которые заслуживают специаль-
ного упоминания, можно назвать цетиловый
спирт или миристиловый спирт, однако особен-
но важными для целей настоящего изобретения
являются высшие ненасыщенные спирты с од-
ной или двумя двойными связями, в особенно-
сти, такие спирты, которые входят в состав мно-
гих эфирных масел и имеют сродство к терпе-
нам, например цитронеллол, гераниол, нерол,
неролидол, линалоол, фарнезол и фитол.

Среди низших ненасыщенных спиртов
особое внимание уделяется пропаргиловому
спирту.

Среди указанных выше алифатических
спиртов прежде всего следует отметить спирты,
имеющие только один бензольный остаток, и в
которых алифатическая цепь имеет максималь-
но 4 атома углерода и, кроме того, бензольный
остаток может быть замещен 1-3 метильными
или гидроксигруппами или атомами галогена, в
особенности, хлора, брома или иода, а алифати-
ческая цепь может быть замещена одной или
более функциональными группами, выбранны-
ми из группы, содержащей свободные амино-
группы или моно- или диметиловые группы,
или пирролидиновыми или пиперидиновыми
группами. Из указанных спиртов бензиловый
спирт или фенетиловый спирт являются особен-
но предпочтительными. Спирты циклоалифати-
ческого или алифатического ряда могут быть
получены из моно- или полициклических угле-
водородов и могут иметь максимально 34 атома
углерода. Среди спиртов, полученных из цикли-
ческих моноанулярных углеводородов, специ-
ального внимания заслуживают спирты с мак-
симальным числом атомов углерода 12 с цикла-
ми, содержащими предпочтительно 5-7 атомов
углерода, возможно замещенные, например,
одной или тремя низшими алкильными группа-
ми, скажем, метиловой, этиловой, пропиловой
или изопропиловой. Специфическими спиртами
указанной группы являются циклогексанол,
циклогександиол, 1,2,3-циклогексантриол и
1,3,5-циклогексантриол (флороглюцитол), ино-
зитол, спирты, полученные из п-ментана, на-
пример, ментоловый спирт карвоментол, 1-
терпинеоловые спирты альфа и гамма терпине-
олы, известные как «терпинеолы», а также 1,4-и
1,8-терпины. Спиртами, полученными из угле-
водородов с конденсированными циклами, на-
пример, являются спирты туйана, пинана, кам-

пбана, в частности, туйанол, сабинолпинолгид-
рат, D- и L-борнеол и D- и L-изоборнеол.

Кроме того, следует указать и спирты, по-
лученные в результате реакции этерификации
эпоксисодержащих соединений альгинатами
(см., например, патенты США 2 463 824 и 2 426
125).

Полные или неполные сложные эфиры, со-
держащие полианионы, в соответствии с на-
стоящим изобретением, в целом, относятся к
кислым полисахаридам, в которых гликозидный
кислород находится в бета-положении по отно-
шению к карбонильному атому углерода слож-
ного эфира. Не будучи связанной с каким-либо
специфическим механизмом, такая перегруппи-
ровка структур обеспечивает разрушение поли-
мерной цепи за счет механизма бета-
элиминации, что происходит в физиологических
условиях.

Сложные эфиры альгиновой кислоты в со-
ответствии с настоящим изобретением состоят
из остатков маннуроновой кислоты (m-СООН
или m-СОО анион) и остатков глюкуроновой
кислоты (g-COOH или g-COO анион), соеди-
ненных вместе гликозидными кислородными
связями простого эфира общей формулы I

-(М)n1-(М')n2-(G)n3-(G')n4-(A)n5-,
где  М представляет собой остаток маннуроно-
вой кислоты, m-СООН или m-СОО анион;

М' представляет собой остаток сложного
эфира маннуроновой кислоты, m-COOR1;

G представляет собой остаток глюкуроно-
вой кислоты, g-COOH или g-COO анион;

G' представляет собой остаток сложного
эфира глюкуроновой кислоты, g-COOR2;

А представляет собой единицы не g- и не
m-цепей, например, сахара, продукты окисления
сахаров или алифатические, ароматические,
аралифатические, циклоалифатические радика-
лы, которые могут быть замещены и прерваны
гетероатомами, связанными внутри или на кон-
цах цепей;

n1, n2, n3, n4 и n5 представляют собой це-
лые числа, отражающие примерное среднее
число включенных единиц;

R1 и R2 представляют собой независимо
выбранные алифатические, ароматические, ара-
лифатические, алкилароматические, циклоали-
фатические радикалы, которые могут быть за-
мещены и прерваны гетероатомами; а также их
производные (например, гидроксигруппы могут
быть ацетилированными и вступившими в реак-
цию с изоцианатами) и фармацевтически при-
емлемые соли.

В сложных эфирах в соответствии с на-
стоящим изобретением желательно, чтобы
R1=R2=алифатическому или алкилароматиче-
скому радикалу и величина 100(n2+n4)/
(n1+n2+n3+n4) составляла 1-99 моль%, пред-
почтительно 5-50 моль%, более предпочтитель-
но 6-30 моль%, еще более предпочтительно 6-15
моль% и наиболее предпочтительно 7-12
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моль%, а величина 100n5/(n2+n4)/
(n1+n2+n3+n4+n5) составляла предпочтительно
менее 10 моль%.

В неполных сложных эфирах в соответст-
вии с настоящим изобретением неэтерифициро-
ванные карбоксигруппы могут быть свободны-
ми или образовывать соль. Основания для фор-
мирования соли выбирают в соответствии с ко-
нечным использованием продукта. Неорганиче-
ские соли могут быть образованы щелочными
металлами, например, калием и, в особенности,
натрием и аммонием, или щелочно-земельными
металлами, например, кальцием, магнием или
алюминием.

Особый интерес представляют соли, обра-
зованные органическими основаниями, в част-
ности, азотсодержащими основаниями и, следо-
вательно, алифатическими, аралифатическими,
циклоалифатическими или гетероциклическими
аминами. Указанные аммонийные соли могут
быть получены на основе терапевтически при-
емлемых аминов и нетоксичных, но терапевти-
чески неактивных аминов, или же аминов с те-
рапевтическим действием.

Предпочтительными аминами первого ти-
па являются алифатические амины, например
моно- , ди- и триалкиламины с алкильными
группами, содержащими максимальное число
атомов углерода 8, или арилалкиламины с тем
же самым числом атомов углерода в алифатиче-
ской части и где арил означает бензольную
группу, возможно замещенную 1-3 метильными
группами или атомами галогена или гидрокси-
группами. Биологически неактивные основания
для формирования солей могут быть также цик-
лическими, например моноциклическими алки-
ленаминами с циклами, содержащими 4-6 ато-
мов углерода, возможно прерванными гетероа-
томами, выбранными из группы, включающей
азот и серу, например, пиперазином или морфо-
лином, или могут быть замещенными, скажем,
амино- или гидроксифункциями, такими как
аминоэтанол, этилендиамин, эфедрин или хо-
лин.

Степень и тип этерификации можно регу-
лировать известными методами синтеза. Пред-
почтительно получать альгинаты путем обра-
ботки четвертичных аммониевых солей альги-
новой кислоты обычными алкилирующими
агентами в среде апротонного органического
растворителя, такого как диметилсульфоксид.
Образовавшиеся эфиры предпочтительно пред-
ставляют собой эфиры одноатомных спиртов,
такие как низшие алкиловые, например, этило-
вые или аралкиловые, например, бензиловые
или их смеси. Можно также получать эфиры
путем обеспечения взаимодействия альгиновой
кислоты с оксираном или эпоксисодержащими
соединениями, такими как этилен- или пропи-
леноксид.

Можно также получать четвертичные ам-
мониевые соли неполных эфиров, например,

соли тетраалкиламмония с вышеуказанным чис-
лом атомов углерода, предпочтительно соли
этого типа, в которых четвертая алкильная
группа содержит 1-4 атомов углерода, напри-
мер, такой группой является метильная.

Степень этерификации (выраженная в
моль %) альгината связана с желательной ско-
ростью рассасывания геля в тканях пациента.
Эта скорость рассасывания геля обычно связана
с требуемой скоростью высвобождения актив-
ного вещества из геля, которая составляет более
5 лет или менее, обычно от 2 дней до 270 дней,
чаще от 2 дней до 180 дней, предпочтительно от
2 дней до 90 дней. Степень этерификации (DE)
составляет от 1 до 99 моль%, предпочтительно
от 5 до 50 моль%, более предпочтительно от 6
до 30 моль%, еще предпочтительнее от 6 до 15
моль%, наиболее предпочтительно от 7 до 12
моль%.

Используемый в данном описании термин
«буфер» или «буферный раствор» подразумева-
ет применение неорганических или органиче-
ских кислот или их смесей для приготовления
буферного раствора, как известно из уровня
техники. Неорганические кислоты в контексте
данного изобретения включают галоидводород-
ные кислоты (например, соляную), фосфорную,
азотную, серную. Другие неорганические ки-
слоты хорошо известны специалистам в данной
области и входят в объем настоящего изобрете-
ния. Органические кислоты в контексте данного
изобретения включают алифатические карбоно-
вые кислоты и ароматические кислоты, такие
как муравьиную, угольную, уксусную, пропио-
новую, масляную, валерьяновую, капроновую,
акриловую, малоновую, янтарную, глутамино-
вую, адипиновую, малеиновую, фумаровую,
глициновую или фенолсульфоновую. Другие
органические кислоты хорошо известны спе-
циалистам в данной области.

Как подразумевается в настоящем описа-
нии, биологически активными веществами мо-
гут быть рекомбинантные или природные белки
человека и животных, пригодные для профилак-
тического, терапевтического или диагностиче-
ского использования, а также соединения не-
белковой природы, такие как небольшие моле-
кулы. Кроме того, биологически активные ве-
щества могут быть природными, синтетически-
ми или полусинтетическими соединениями или
производными указанных соединений. Биоло-
гически активные вещества, согласно настоя-
щему изобретению, должны быть способны к
осаждению. Пригодным является широкий
спектр биологически активных веществ. Такие
вещества включают (без ограничений указан-
ными) гормоны, цитокины, гематопоэтические
факторы, ростовые факторы, факторы, противо-
действующие ожирению, трофические факторы,
противовоспалительные факторы и ферменты
(см. также в патенте США № 4 695 463 допол-
нительные примеры природных биологически



13 003670 14

активных веществ). Специалист в данной облас-
ти легко может адаптировать требуемое биоло-
гически активное вещество к композициям по
данному изобретению.

Такие белки включают (без ограничений)
интерфероны (см. патенты США 5 372 808, 5
541 293, 4 897 471 и 4 695 623), интерлейкины
(см. патент США 5 075 222, включенный в на-
стоящее описание вместе с рисунками в качест-
ве ссылки), эритропоэтины (см. патенты США
4 703 008, 5 441 868, 5 618 698, 5 547 933 и
5 621 080), гранулоцитарные колониестимули-
рующие факторы (см. патенты США 4 810 643,
4 999 291, 5 581 476, 5 582 823 и заявку РСТ WO
94/17185), фактор стволовой клетки (см. заявки
РСТ WO 91/05795, WO 92/17505 и WO
95/17206) и белок 0В (см. заявки РСТ WO
96/40912, WO 96/05309, WO 97/00128, WO
97/01010 и WO 97/06816). Кроме того, биологи-
чески активные вещества могут включать (без
ограничения указанными) продукты, противо-
действующие ожирению, инсулин, гастрин,
пролактин, адренокортикотропный гормон
(АСТН), тироид-стимулирующий гормон (TSH),
лютеинизирующий гормон (LH), фолликуло-
стимулирующий гормон (FSH), хорионический
гонадотропин человека (HCG), мотилин, интер-
фероны (альфа, бета, гамма), интерлейкины (от
ИЛ-1 до ИЛ-12), белок, связывающий фактор
некроза опухолей (TNF-bp), нейротрофический
фактор, происходящий из головного мозга
(BDNF), нейротрофический фактор глиальной
клеточной линии (GDNF), нейротрофический
фактор 3 (NT3), фактор роста фибробластов
(FGF), нейротрофический ростовой фактор
(NGF), факторы роста кости, такие как остео-
протегерин (OPG), инсулиноподобные ростовые
факторы (IGFs), макрофагальный колониести-
мулирующий фактор (M-CSF), гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (GM-CSF), ростовой фактор, происходящий
из мегакератиноцитов (MGDF), тромбопоэтин,
ростовой фактор, происходящий из тромбоци-
тов (PGDF), колониестимулирующие ростовые
факторы (CSFs), морфогенетический белок кос-
ти (BMP), супероксиддисмутазу (SOD), ткане-
вой активатор плазминогена (ТРА), урокиназу,
стрептокиназу и калликреин. Используемый в
данном описании термин «белки» относится к
пептидам, полипептидам, консенсусным моле-
кулам, аналогам, производным или комбинации
указанных веществ.

Производные биологически активных ве-
ществ могут включать продукты присоединения
одного или нескольких химических фрагментов
к фрагменту белка. Было показано, что химиче-
ская модификация биологически активных ве-
ществ обеспечивает в некоторых случаях до-
полнительные преимущества, такие, как повы-
шение стабильности и увеличение времени цир-
куляции терапевтического белка и снижение
иммуногенности. Специалист в данной области

может выбрать нужную химическую модифика-
цию на основе желательной дозировки, времени
циркуляции, устойчивости к протеолизу, тера-
певтического применения и других соображе-
ний.

Используемый в данном описании термин
«биологическая деградация» («биодеградация»)
означает распад молекулярной цепи конкретно-
го полимера на ряд фрагментов меньшего раз-
мера, то есть распад на фрагменты с меньшим
молекулярным весом. Термин «биоразрушаю-
щийся гель» относится к рассасыванию геля
вблизи места его применения, где рассасывание
сопряжено с распадом молекулярной цепи обра-
зующих гель полимеров, приводящим к образо-
ванию фрагментов полимерной цепи меньшего
размера.

Комплексы.
Белки, их аналоги или производные могут

быть введены в виде комплексов со связующим
компонентом. Такой компонент может обеспе-
чивать пролонгирование времени циркуляции
белка, аналога или производного или увеличе-
ние активности биологически активного веще-
ства. Он может быть белком (понятие «пептид»
используется в качестве синонима), его произ-
водным, аналогом или их комбинацией. Напри-
мер, связывающим белком для белка ОВ являет-
ся рецептор белка ОВ или его участок, напри-
мер, растворимый фрагмент. Другие связываю-
щие белки могут быть выявлены при анализе
белка ОВ или другого выбранного белка в сы-
воротке или же эмпирически скринированы на
связывающую способность. Такое связывание
обычно не должно влиять на способность белка
ОВ или его аналога или производного связы-
ваться с эндогенным рецептором белка ОВ
и/или вызывать сигнальную трансдукцию. По-
мимо белка ОВ, в соответствии с данным изо-
бретением могут быть получены комплексы и
других терапевтически значимых белков со свя-
зывающим компонентом. Специалист в данной
области знаний может выбрать подходящие свя-
зывающие белки для использования в соответ-
ствии с настоящим изобретением.

Подобным образом, преципитирующие
агенты, используемые для осаждения биологи-
чески активного вещества, могут быть получены
из различных коммерческих, природных или
синтетических источников, хорошо известных
из уровня техники. Преципитирующие агенты
(без ограничения указанными), включают ионы
поливалентных металлов, их соли, такие как
ацетаты, цитраты, хлориды, карбонаты, оксала-
ты, тартраты или гидроокиси указанных соеди-
нений, кислоты или водорастворимые полиме-
ры. В частности, ионы металлов (без ограниче-
ния указанными) могут включать ионы алюми-
ния, бария, кальция, железа, марганца, магния,
стронция и цинка. Предпочтительными ионами
металла являются ионы цинка или его соли, та-
кие, как ацетатная или хлоридная соль. Можно
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использовать и водорастворимые молекулы не-
большого размера, такие как сульфат аммония,
ацетон, этанол и глицерин.

Что касается водорастворимых полимеров,
они включают (без ограничения указанными)
полиэтиленгликоль, сополимеры этиленгликоля
с пропиленгликолем, карбоксиметилцеллюлозу,
декстран, поливиниловый спирт, поливинил-
пирролидон, поли-1,3-диоксолан, поли-1,3,6-
триоксан, сополимеры этилена с малеиновым
ангидридом, полиаминокислоты, поли(N-винил-
пирролидон), гомополимеры полиэтиленглико-
ля и полипропиленгликоля, сополимеры окиси
этилена и окиси полипропилена, полиоксиэти-
лированные полиолы, сукцинат поливинилового
спирта, глицерин, этиленоксиды, пропиленок-
сиды, полоксамеры, алкоксилированные сопо-
лимеры, водорастворимые полианионы, а также
производные и комбинации указанных соедине-
ний. Водорастворимый полимер может быть
любого молекулярного веса и может быть раз-
ветвленным или неразветвленным. Например,
предпочтительным является полиэтиленгликоль
с молекулярным весом от примерно 700 Да до
примерно 100 кДа вследствие того, что он удо-
бен в обращении и обеспечивает эффективное
осаждение.

Могут быть использованы осаждающие
агенты другого типа и других размеров, их вы-
бор зависит от нужной терапевтической схемы
(например, необходимой продолжительности
поддерживаемого высвобождения, влияния, ес-
ли оно имеет место, на биологическую актив-
ность, легкости в обращении, степени или от-
сутствия антигенности и других известных воз-
действий желаемого осаждающего агента на
терапевтически активный белок или аналог).
Специалист в данной области может легко оп-
ределить, какие другие преципитирующие аген-
ты входят в объем настоящего изобретения.

Кроме того, композиции, полученные со-
гласно данному изобретению, могут также
включать дополнительные добавки, необходи-
мые для стабилизации биологически активных
веществ и/или гидрофильного полимера. Такие
добавки могут входить в состав буфера и пред-
ставлять собой консерванты, не ограничиваясь
последними.

Фармацевтические композиции.
Фармацевтические композиции с поддер-

живаемым высвобождением согласно данному
изобретению могут быть введены оральным
путем (например, в виде капсул, таких как твер-
дые капсулы и мягкие капсулы, твердых препа-
ратов, таких как гранулы, таблетки, пилюли,
пастилки, лепешки, крахмальные капсулы, ша-
рики, порошки и лиофилизированные формы, а
также жидких препаратов, таких как суспензии)
и не оральным путем (например, в виде внутри-
мышечных, подкожных, чрезкожных, висце-
ральных, внутривенных, внутрибрюшинных,
внутриартериальных, внутриоболочечных,

внутрикапсульных, внутриглазничных, инъеци-
руемых, легочных, назальных, ректальных и
маточно-трансмукозных препаратов).

В целом, данное изобретение охватывает
фармацевтические композиции с поддерживае-
мым высвобождением, включающие эффектив-
ное количество белка или его производных в
сочетании с фармацевтически приемлемыми
разбавителями, консервантами, солюбилизато-
рами, эмульгаторами, адъювантами и/или носи-
телями, необходимыми для введения (см. заявку
WO 97/01331). Оптимальная фармацевтическая
рецептура для нужного биологически активного
вещества определяется специалистом в данной
области в зависимости от способа введения и
требуемой дозировки. Примеры фармацевтиче-
ских композиций описаны в Remingtonys Phar-
maceutical Sciences [Mack Publishing Co., 18th

Ed., Easton, PA, pgs. 1435-1712 (1990)].
Вследствие тиксотропной природы геля с

поддерживаемым высвобождением для подкож-
ного введения можно использовать шприцы.
Композиция может образовывать гель в шприце
и далее вводиться пациенту. Такое гелеобразо-
вание можно осуществлять замедленным спосо-
бом. Время регулируется изменением количест-
ва гелеобразующего агента и донора в смеси,
если это необходимо. Такой препарат будет ис-
пользоваться для последующего повторного
гелеобразования в организме пациента после
инъекции. Термин «тиксотропный», используе-
мый в данном описании, относится к вязкости
гелеобразной смеси, которая уменьшается под
давлением, например, создаваемым поршнем
шприца, в этой точке смесь способна течь, на-
пример, через иглу шприца и затем вновь обра-
зовывать гель в месте инъекции.

Концепция замедленного гелеобразования
также может использоваться при заполнении
шприца, когда гелевая композиция с поддержи-
ваемым высвобождением помещается в шприц и
образует гель в заданный момент времени в
шприце, например, в интервале, составляющем
от нескольких минут до многих часов, после
заполнения шприца. Это позволяет избежать
необходимости заполнения шприца составом,
который уже находится в виде геля. Такие пред-
варительно заполненные шприцы могут хра-
ниться до последующей инъекции пациентам.

Компоненты, необходимые для введения
препарата, включают разбавители с различными
буферными системами (например, Трис-HCl,
ацетат), рН и ионной силой; добавки, такие как
поверхностно-активные вещества и солюбили-
зирующие агенты (например, Tween 80, НСО-
60, полисорбат 80), антиоксиданты (например,
аскорбиновую кислоту, глутамин, метабисуль-
фит натрия), дополнительные полисахариды
(например, карбоксиметилцеллюлозу, альгинат
натрия, гиалуронат натрия, протаминсульфат,
полиэтиленгликоль), консерванты (например,
Thimersol, бензиловый спирт, метилпарабен,
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пропилпарабен) и наполнители (например, лак-
тозу, маннитол). Состав может вводиться в час-
тицы полимерных соединений, такие, как поли-
меры или сополимеры полимолочной/полигли-
колевой кислоты и т.д. или же в сочетании с
липосомами. Для введения препарата можно
использовать и гиалуроновую кислоту, что спо-
собно обеспечить еще более продолжительное
время циркуляции. Кроме того, композиции с
замедленным высвобождением согласно данно-
му изобретению можно диспергировать в масле
(например, сезамном, кукурузном, раститель-
ном) или смеси масла с фосфолипидом (напри-
мер, лецитином) или в триглицеридах жирных
кислот со средней длиной цепи (например, Mi-
gliol 812) для образования масляной суспензии.
Композиции согласно данному изобретению
можно диспергировать и в присутствии диспер-
гирующих агентов, таких как водорастворимые
полисахариды (например, маннитол, лактоза,
глюкоза, крахмалы), гиалуроновая кислота, гли-
цин, фибрин, коллаген и неорганические соли
(например, хлорид натрия).

Кроме того, при использовании компози-
ций с замедленным высвобождением согласно
данному изобретению предусмотрено примене-
ние механических устройств, предназначенных
для легочного введения терапевтических препа-
ратов, включая (без ограничений указанными)
распылители, ингаляторы с отмеренной дозой и
ингаляторы для порошков, которые известны
специалистам в данной области знаний.

Компоненты композиции могут влиять на
физическое состояние, стабильность, скорость
высвобождения in vivo и скорость выведения in
vitro белков и их производных. Специалисты в
данной области легко могут подобрать соответ-
ствующие компоненты и/или механические уст-
ройства для введения препарата в зависимости
от терапевтической схемы, способа введения,
нужной дозы, времени циркуляции, устойчиво-
сти к протеолизу, стабильности белков и других
факторов.

Методы применения.
Терапевтический.
Терапевтическое применение зависит от

типа биологически активного вещества. Спе-
циалист может легко адаптировать необходи-
мый биологически активный агент для целей
данного изобретения при терапевтическом при-
менении. Терапевтическое применение таких
агентов более подробно описано в следующих
публикациях, которые вместе с рисунками
включены в данное описание в качестве ссылок.
Такое применение предусматривает использо-
вание (без ограничений указанными) белков
типа интерферонов (см. патенты США 5 372
808, 5 541 293, 4 897 471 и 4 695 623), интерлей-
кинов (см. патент США 5 075 222), эритропо-
этинов (см. патенты США 4 703 008, 5 441 868,
5 618 698, 5 547 933 и 5 621 080), гранулоцитар-
ных колониестимулирующих факторов (см. па-

тенты США 4 999 291, 5 581 476, 5 582823, 4
810 643 и заявку WO 94/17185), факторов ство-
ловых клеток (заявки WO 91/05795, WO
92/17505 и WO 95/17206) и белка 0В (см. заявки
WO 96/40912, WO 96/05309, WO 97/00128, WO
97/01010 и WO 97/06816).

Кроме того, настоящее изобретение отно-
сится к применению биологически активных
веществ, включающих (без ограничений ука-
занными) продукты, препятствующие ожире-
нию, инсулин, гастрин, пролактин, адренокор-
тикотропный гормон (АСТН), тироид-
стимулирующий гормон (TSH), лютеинизи-
рующий гормон (LH), фолликулостимулирую-
щий гормон (FSH), хорионический гонадотро-
пин человека (HCG), мотилин, интерфероны
(альфа, бета, гамма), интерлейкины (от ИЛ-1 до
ИЛ-12), белок, связывающий фактор некроза
опухолей (TNF-bp), нейротрофический фактор,
происходящий из головного мозга (BDNF), ней-
ротрофический фактор глиальной клеточной
линии (GDNF), нейротрофический фактор 3
(NT3), фактор роста фибробластов (FGF), ней-
ротрофический ростовой фактор (NGF), факто-
ры роста кости, такие как остеопротегерин
(OPG), инсулиноподобные ростовые факторы
(IGFs), макрофагальный колониестимулирую-
щий фактор (M-CSF), гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (GM-CSF), ростовой фактор, происходящий
из мегакератиноцитов (MGDF), тромбопоэтин,
ростовой фактор, происходящий из тромбоци-
тов (PGDF), колониестимулирующие ростовые
факторы (CSFs), морфогенетический белок кос-
ти (BMP), супероксиддисмутазу (SOD), ткане-
вой активатор плазминогена (ТРА), урокиназу,
стрептокиназу и калликреин. Используемый
здесь термин «белки» относится к пептидам,
полипептидам, консенсусным молекулам, а
также производным, аналогам или комбинациям
указанных соединений. Кроме того, заявленные
композиции можно использовать для производ-
ства одного или нескольких медикаментов для
лечения или облегчения состояний, для которых
показана терапия с помощью указанных биоло-
гически активных агентов.

Например, оксигенация крови и снижение
резорбции костной ткани или остеопороза могут
быть достигнуты при отсутствии потери веса.

Комбинированная терапия.
Заявленные композиции и методы можно

использовать в сочетании с другими терапевти-
ческими методами, такими как чередующаяся
диета и физические упражнения. Можно ис-
пользовать другие лекарственные средства, на-
пример, пригодные для лечения диабета (на-
пример, инсулин и, возможно, амилин), препа-
раты, понижающие уровень холестерина и сни-
жающие кровяное давление (такие, которые,
например, снижают уровень липидов в крови
или другие сердечно-сосудистые лекарства),
препараты, повышающие активность (например,
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амфетамины), диуретики (для выведения жид-
кости) и вещества, подавляющие аппетит. Вве-
дение указанных средств может осуществляться
одновременно или последовательно. Кроме то-
го, заявленные в соответствии с изобретением
способы могут применяться в сочетании с хи-
рургическими процедурами, такими как косме-
тическая хирургия, предназначенная для изме-
нения внешности (например, липосакция или
лазерная хирургия, направленные на уменьше-
ние массы тела, или методы имплантации для
увеличения массы тела). Польза, которую при-
носит сердечная хирургия, например, шунтиро-
вание или другие методы, предназначенные для
облегчения тяжелого состояния, вызванного
закупоркой кровеносных сосудов жировыми
отложениями, например, артериальными бляш-
ками, может быть повышена при использовании
композиций и способов согласно данному изо-
бретению. Способы удаления камней в желчном
пузыре, такие как ультразвуковой или лазерный
методы, также могут быть использованы до, во
время или после курса терапии в соответствии с
данным изобретением. Кроме того, заявленные
способы могут быть применены в сочетании с
хирургическими или терапевтическими метода-
ми лечения переломов, повреждений мышц или
с другими терапевтическими методами, эффек-
тивность которых повышается при увеличении
нежировой массы тела.

Дозировка.
Специалист в данной области легко может

подобрать эффективные дозы для введения пре-
паратов, наблюдая за желательным терапевти-
ческим действием. Доза препарата с поддержи-
ваемым высвобождением представляет собой
количество, необходимое для достижения эф-
фективной концентрации биологически актив-
ного вещества in vivo для данного периода вре-
мени. Дозировка и предпочтительная частота
введения препарата с поддерживаемым высво-
бождением меняются в зависимости от типа
биологически активного вещества, необходимой
продолжительности высвобождения, типа забо-
левания и желательной частоты введения, вида
животного и других факторов. Предпочтитель-
ный состав препаратов обеспечивает дозы, со-
ставляющие от примерно 0,1 мкг/кг/день до
примерно 100 мг/кг/день, что необходимо для
достижения нужного терапевтического эффекта.

Эффективные дозы могут быть определе-
ны с использованием диагностических средств
во времени. Например, заявленное изобретение
предусматривает дозирование белка OВ. Внача-
ле можно использовать диагностический подход
для определения содержания белка OВ в крови
(или плазме крови или сыворотке) и выявления
эндогенных уровней белка ОВ. Такой диагно-
стический метод может представлять собой ме-
тод анализа с антителами, например, антитель-
ный «сэндвич-метод». Количество эндогенного
белка ОВ определяется вначале, он составляет

базовую линию. Терапевтические дозы рассчи-
тываются по мере того, как определяются коли-
чества эндогенного и экзогенного белка (то есть
белка, его аналога или производного, обнару-
женного в организме, который образовался как
сам по себе, так и был введен в организм) в те-
чение курса терапии. Например, первоначально
может требоваться сравнительно высокая доза,
пока не проявится терапевтический эффект, а
затем можно применять меньшие дозы для под-
держания такого эффекта.

Материалы и методы.
Материалы.
Альгинат в виде альгината натрия может

быть получен из хорошо известных источников.
Белок OВ и GCSF производит Amgen Inc. Дру-
гие химические вещества получают из хорошо
известных источников.

Препараты альгинатного гидрогеля в виде
частиц/гранул.

Препарат альгинатного гидрогеля в виде
частиц или гранул с белками или без них под-
робно описан в одновременно рассматриваемой
заявке США 08/842,756.

Препараты в виде геля с замедленным вы-
свобождением. Препараты альгинатных гидро-
гелей с замедленным высвобождением с белка-
ми или без белков подробно описаны в одно-
временно рассматриваемых заявках США
08/857,913 и 08/912,902.

Для более полной иллюстрации данного
изобретения ниже приведены примеры, не огра-
ничивающие объема изобретения. С учетом
этих примеров специалист в данной области
легко может внести необходимые изменения, не
выходящие за рамки настоящего изобретения, в
целях обеспечения крупномасштабного произ-
водства.

Пример 1.
Нижеследующий пример касается получе-

ния альгинатных эфиров, используемых в соот-
ветствии с данным изобретением.

Синтез А. Тетрабутиламмоний (ТВА) аль-
гинат.

Кислая сульфированная смола (Bio-Rad,
AG МР-50) превращается в тетрабутиламмоние-
вую (ТВА) соль при обработке гидроокисью
тетрабутиламмония (Aldrich) периодическим
методом при комнатной температуре. К раство-
ру 10 г натриевой соли альгиновой кислоты в
800 мл дистиллированной воды добавляют 60
мл сульфированной смолы (Bio-Rad, AG МР-50)
в виде тетрабутиламмониевой соли. Смесь пе-
ремешивают при комнатной температуре в те-
чение 0,5 ч. Смолу удаляют путем фильтрации,
промывают дистиллированной водой. ТВА-
альгинат выделяют из фильтрата методом замо-
раживания-высушивания (выход 16,8 г), его
получение подтверждают с помощью 1Н ЯМР.
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Синтез Б. Неполный этиловый эфир альги-
новой кислоты, степень этерификации (DE)
равна 30 моль%.

ТВА альгинат (6 г, 14,4 ммоль ТВА звень-
ев) растворяют в 500 мл диметилсульфоксида
(DMSO) при комнатной температуре. Затем до-
бавляют йодэтан (Aldrich, 673 мг, 4,3 ммоль).
Смесь перемешивают при 30°С в течение 15 ч,
затем охлаждают до комнатной температуры. К
этому раствору медленно добавляют раствор 2 г
NaCl в 20 мл воды для полного превращения
ТВА в натриевую соль. После перемешивания в
течение 15-30 мин раствор медленно выливают
в 1500 мл этилацетата. Осадок собирают при
фильтровании и 3 раза промывают смесью аце-
тон/вода (8:1, по объему) и 3 раза ацетоном, за-
тем сушат в вакууме. Полученное соединение
вновь растворяют в дистиллированной воде
(около 100 мл) и доводят значение рН примерно
6,5 с помощью 0,2% бикарбоната натрия при
0°С. Затем раствор подвергают диализу (MW
8000) в течение суток при противотоке дистил-
лированной воды при 4°С и далее заморажива-
нию-высушиванию. Выход неполного эфира
равен 2,8 г, а степень этерификации составляет
30 +/- 1% (1Н ЯМР, внутренний стандарт - ма-
леимид).

Синтез В. Полный и неполный этиловый
эфир альгиновой кислоты, DE=100%, 50%, 20%,
10% и 5%.

Получение указанных соединений анало-
гично описанному на стадии «Синтез Б», за ис-
ключением того, что количество йодэтана под-
бирают для достижения желательной степени
этерификации.

Синтез Г. Неполные пропиловый, гексило-
вый, октиловый, и додециловый эфиры альги-
новой кислоты.

Получение указанных соединений анало-
гично описанному на стадиях «Синтез Б» и
«Синтез В», за исключением того, что йодэтан
заменяют 1-йодпропаном, 1-йодгексаном, 1-
йодоктаном и 1-йоддодеканом соответственно.

Синтез Д. Неполный бензиловый эфир
альгиновой кислоты, DE=30%.

ТВА альгинат (2,5 г, 5, 99 ммоль ТВА
звеньев) растворяют примерно в 200 мл DMSO
при комнатной температуре. Добавляют бен-
зилбромид (Aldrich, 307 мг, 1,8 ммоль) и ТВА
йодид (Aldrich, 3 мг). Смесь перемешивают при
30°С в течение 15 ч и затем охлаждают до ком-
натной температуры. К полученному раствору
медленно добавляют раствор 0,6 г NaCl в 10 мл
воды для полного превращения ТВА в натрие-
вую соль. После перемешивания в течение 15-30
мин медленно выливают полученный раствор в
500 мл этилацетата. Осадок собирают после
фильтрации и промывают 3 раза смесью аце-
тон/вода (8:1, по объему) и 3 раза ацетоном, за-
тем высушивают под вакуумом. Полученный
осадок вновь растворяют в дистиллированной
воде (около 60 мл) и доводят значение рН при-

мерно до 6,5 с помощью 0,2% бикарбоната на-
трия при 0°С. Затем раствор подвергают диали-
зу (MW 8000) в течение суток при противотоке
дистиллированной воды при 4°С. Выход непол-
ного эфира равен 1,3 г, а степень этерификации
составляет 30 +/-1% CH ЯМР, внутренний стан-
дарт - малеимид).

Синтез Е. Неполный и полный бензиловый
эфир альгиновой кислоты с различной DE.

Получение указанных соединений анало-
гично описанному на стадии «Синтез Д», за ис-
ключением того, что количество бензилбромида
и ТВА йодида регулируют с целью достижения
желательной степени этерификации.

Пример 2.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение геля этилового эфира альгиновой
кислоты (DE=15 моль% и 10 моль%), содержа-
щего белковое лекарственное средство (Леп-
тин), и поддерживаемое высвобождение из геля
указанного средства in vitro.

Лептин (100 мг/мл; 10 мМ Трис-НСl, рН
8,8; рН доводят примерно до 8,0-8,8 с помощью
1 М NaOH) и 6% этилового эфира альгиновой
кислоты (15 моль%, 10 мМ Трис-НСl, рН 8,6)
охлаждают на ледяной бане. Лептин (0,5 мл)
добавляют к 6% этиловому эфиру альгиновой
кислоты (0,18 мл) и перемешивают смесь на
ледяной бане в течение 10-15 мин; конечный рН
равен 8,6-8,8. К этой смеси добавляют суспен-
зию 1 М СаСО3 (16 мкл) и полученную суспен-
зию тщательно перемешивают. К суспензии по
каплям при перемешивании добавляют раствор
0,1 М ZnCl2 (100 мкл); затем добавляют воду до
получения объема, составляющего 1 мл. Смесь
тщательно перемешивают и выдерживают 10-20
мин на ледяной бане. Затем к смеси добавляют
при тщательном перемешивании раствор 1, 68
М d-глюконолактона (Aldrich, 56 мкл). Полу-
ченную смесь (50 мг/мл лептина, 1% этиловый
эфир альгиновой кислоты, 0,1 мл) помещают на
внутреннюю поверхность пробирки Эппендор-
фа и оставляют на ночь при 4°С для гелеобразо-
вания. После хранения в течение ночи осущест-
вляют высвобождение белка в 10 мМ гистиди-
новом буфере, рН 7, 4, in vitro. Гель со степенью
этерификации 15 моль% обеспечивает мини-
мально быстрое высвобождение лептина и пре-
красное поддерживаемое его высвобождение,
причем 60% белка высвобождается в течение 6
дней. Гель со степенью этерификации 10 моль%
обеспечивает минимально быстрое высвобож-
дение лептина и довольно постоянное его вы-
свобождение, причем 55% белка высвобождает-
ся в течение 6 дней.

Пример 3.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение геля гексилового эфира альгиновой
кислоты (DE=15 и 10 моль%), содержащего
белковое лекарственное средство (лептин), и
поддерживаемое высвобождение из геля ука-
занного средства in vitro.
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Способ в соответствии с данным приме-
ром, осуществляют аналогично описанному в
примере 2, за исключением того, что вместо
этилальгината используют гексилальгинат.

Гели гексилового эфира альгиновой кисло-
ты со степенью этерификации 15 и 10 моль%
обеспечивают минимально быстрое высвобож-
дение лептина и поддерживаемое его высвобо-
ждение, причем 50% белка высвобождается в
течение 6 дней.

Пример 4.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение геля этилового эфира альгиновой
кислоты (DE=15 моль%), содержащего белковое
лекарственное средство (Zn-лептин), и поддер-
живаемое высвобождение из геля указанного
средства in vitro.

К раствору 4% (вес/объем) этилальгината
(15 моль%, 0, 75 мл) добавляют 1 М Трис-HCl,
рН 8,0 (7,5 мкл), 0,5 мкл PIPES, рН 6,8 (33 мкл)
и 0,1 М ZnCl2 (8,5 мкл). Смесь тщательно пере-
мешивают. К этой смеси добавляют суспензию
Zn-лептина (100 мг/мл, 675 мкл) и тщательно
перемешивают. Затем к смеси добавляют при
тщательном перемешивании суспензию 1 М
СаСО3 (24 мкл) и раствор 1, 68 М d-
глюконолактона (Aldrich, 70 мкл). Полученную
смесь (0,1 мл) помещают на внутреннюю по-
верхность пробирки Эппендорфа и оставляют
на ночь при 4°С для гелеобразования. После
хранения в течение ночи осуществляют высво-
бождение белка в 10 мМ гистидиновом буфере,
рН 7,4, in vitro. Гель со степенью этерификации
15 моль% обеспечивает небольшую степень
минимально быстрого высвобождения и под-
держиваемое высвобождение, причем 65% бел-
ка высвобождается в течение 4 дней.

Пример 5.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение геля этилового эфира альгиновой
кислоты (DE=30 моль%), содержащего белковое
лекарственное средство (GCSF), и поддержи-
ваемое высвобождение из геля указанного сред-
ства in vitro.

К раствору 2,39% этилальгината (30
моль%, 0,50 мл) добавляют 0,1 М ацетатный
буфер, рН 4, 5 (100 мкл), GCSF (104 мкл, 48,2
мг/мл, НСl, рН 3) и дистиллированную воду
(246 мл). Смесь тщательно перемешивают. За-
тем к смеси добавляют при тщательном пере-
мешивании суспензию 1 М CaPO4 (10 мкл) и
раствор 1,68 М d-глюконолактона (Aldrich, 40
мкл). Полученную смесь (0,2 мл) помещают на
внутреннюю поверхность пробирки Эппендор-
фа и оставляют на ночь при 4°С для гелеобразо-
вания. После хранения в течение ночи осущест-
вляют высвобождение белка в 10 мМ Трис-
буфере, рН 7,5, in vitro. Полученный гель со
степенью этерификации 30 моль% обеспечивает
менее чем 5% минимально быстрое высвобож-
дение и поддерживаемое высвобождение, при-

чем 20% белка высвобождается в течение 1 дня
и 40% белка высвобождается за 2 дня.

Пример 6.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение геля бензилового эфира альгиновой
кислоты (DE=30 моль%), содержащего белковое
лекарственное средство (GCSF), и поддержи-
ваемое высвобождение из геля указанного сред-
ства in vitro.

Способ в соответствии с данным примером
осуществляют аналогично описанному в приме-
ре 5, за исключением того, что вместо этилаль-
гината используют бензилальгинат. Гель бензи-
лового эфира альгиновой кислоты образуется
при хранении в течение ночи. Полученный гель
со степенью этерификации 30 моль% обеспечи-
вает менее чем 5% минимально быстрое высво-
бождение и поддерживаемое высвобождение,
причем 40% белка высвобождается в течение 1
дня и 80% белка высвобождается за 2 дня.

Пример 7.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение гранул этилового эфира альгиновой
кислоты.

Гранулы геля получают при добавлении по
каплям 2% растворов эфиров альгиновой кисло-
ты в 100 мМ растворы хлорида кальция (дис-
тиллированная вода или 1 М Трис-HCl, рН 7,0).
Сформировавшиеся гранулы промывают дис-
тиллированной водой или буфером. Гранулы
приготавливают из гелей со степенью этерифи-
кации 30 или 50 моль%.

Пример 8.
Нижеследующий пример иллюстрирует

получение гранул эфира альгиновой кислоты,
содержащих лептин.

Гранулы геля получают при добавлении по
каплям раствора лептина [25 мг/мл в 2% эти-
лальгинате (Трис-HCl, рН 8,7)] в 100 мМ рас-
твор хлорида кальция и 25 мМ раствор хлорида
цинка. Гранулы приготавливают из гелей со
степенью этерификации 30 моль%. Гранулы
обеспечивают поддерживаемое высвобождение
in vitro лептина.

Пример 9.
Нижеследующий пример иллюстрирует

уменьшение молекулярного веса (или расщеп-
ление эфиров альгиновой кислоты) в среде бу-
ферных растворов при нейтральных физиологи-
ческих рН.

Эфиры альгиновой кислоты (1% раствор)
растворяют или в фосфатном буфере (0,1 фос-
фат натрия, рН 6,8) или 0,1 М Трис-буфере (рН
7, 0) и выдерживают при 37°С. Снижение моле-
кулярного веса определяется измерением
уменьшения вязкости раствора (Brookfield,
25°С) в выбранные интервалы времени. Уста-
новлено, что немодифицированный альгинат
натрия является сравнительно стабильным, его
вязкость снижается только на 5% за 8 дней
(фосфатный буфер); однако, в случае этилового
и бензилового эфиров альгиновой кислоты
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(DE=30 моль%) вязкость уменьшается на 35% за
8 дней в том же самом буфере. Степень расщеп-
ления эфиров альгиновой кислоты зависит так-
же от степени этерификации, например, в слу-
чае этилового эфира с меньшей степенью эте-
рификации (DE=15 моль%) вязкость уменьша-
ется на 25% за 8 дней. Таким образом, снижение
молекулярного веса связано со степенью этери-
фикации.

Пример 10.
Нижеследующий пример иллюстрирует

расщепление (или постепенное рассасывание)
гидрогелей эфиров альгиновой кислоты, не со-
держащих белка и содержащих белок, in vivo.

Гели эфиров альгиновой кислоты получа-
ют, как описано в примере 3, однако получен-
ную смесь помещают в шприц и оставляют на
ночь при 4°С для гелеобразования. Затем 100
мкл геля вводят подкожно мышам в заднюю
часть шеи (Charles River, самки, 12 нед., BDF1,
20 г, 5 животных в группе) и периодически ос-
матривают место инъекции у различных мышей
в группе хирургическим методом.

В случае этилового и бензилового эфиров
альгиновой кислоты с DE=30 моль% результаты
одноразовой инъекции свидетельствуют о том,
что гидрогель альгинатов рассасывается через 2
нед. В случае этилового эфира альгиновой ки-
слоты с DE=15% гель не рассасывается к 30 и 61
дню, однако его объем уменьшается. В случае
этилового эфира альгиновой кислоты с DE=5%
гель не рассасывается к 30 и 61 дню, однако, его
объем незначительно уменьшается. При исполь-
зовании незамещенного альгината натрия к 61
дню гель практически не рассасывается и его
объем не уменьшается.

Скорость рассасывания альгинатных гелей
не зависит от наличия белка.

Пример 11.
Нижеследующий пример иллюстрирует

уменьшение молекулярного веса и фармакоки-
нетику альгинатных гидрогелей, содержащих
лептин, у крыс.

Гели этилового эфира альгиновой кислоты
получают, как описано в примере 4, однако по-
лученную смесь помещают в шприц и оставля-
ют в течение ночи при 4°С для образования ге-
ля. Крысам вводят болюсные дозы 0 мг/кг (кон-
троль) и 100 мг/кг и затем в течение 7 дней по-
стоянно контролируют уровень препаратов в
крови снижение веса.

Результаты экспериментов следующие: в
случае этилового эфира альгиновой кислоты с
DE=5% наблюдается его устойчивый уровень в
крови в течение 3 дней, составляющий около
2000 нг/мл, затем он снижается до 2~3 нг/мл в
течение последующих 3-4 дней; в случае этило-
вого эфира альгиновой кислоты с DE=15% на-
блюдается его устойчивый уровень в крови в
течение 2 дней, составляющий около 2000
нг/мл, затем он снижается до 2~3 нг/мл в тече-
ние последующих 5 дней; в случае этилового

эфира альгиновой кислоты с DE=30% наблюда-
ется его уровень в крови в течение 1 дня, со-
ставляющий около 2000 нг/мл, затем он снижа-
ется до 2~3 нг/мл в течение последующих 4
дней; пиковый уровень в крови суспензии Zn-
лептина наблюдается через 12 ч, затем он сни-
жается до 1-2 нг/мл через 6 дней. У всех живот-
ных наблюдается потеря веса, свидетельствую-
щая об активности Zn-лептина. Результаты ис-
следований также показывают, что включение
Zn-лептина в гели этилового эфира альгиновой
кислоты (DE=5% и DE=15%) приводит к почти
двукратному увеличению (фактор 1,8-1,9) пло-
щади под кривой (AUC) для Zn-лептина, что
предполагает двукратное увеличение биодос-
тупности, а использование геля этилальгината
(DE=30 моль%) обеспечивает такую же биодос-
тупность Zn-лептина по результатам AUC.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Композиция геля с поддерживаемым за-
медленным высвобождением, включающая

а) биодеградируемый анионный полисаха-
рид;

б) биологически активное вещество и
в) по меньшей мере, один связанный ион

поливалентного металла, причем указанный
деградируемый анионный полисахарид пред-
ставляет собой альгинатный эфир, который пе-
рекрестно связан с указанным ионом полива-
лентного металла с образованием биодегради-
руемого биологически совместимого гидрогеля
альгинатного эфира с замедленным высвобож-
дением, пригодного для введения путем инъек-
ции.

2. Композиция по п.1, отличающаяся тем,
что связанный ион поливалентного металла
представляет собой смесь связанного и несвя-
занного ионов поливалентного металла.

3. Композиция по п.1, отличающаяся тем,
что дополнительно содержит наполнители для
стабилизации биологически активного вещества
или анионного полисахарида.

4. Композиция по п.1, отличающаяся тем,
что связанный ион поливалентного металла на-
ходится в виде соли, выбранной из группы, со-
стоящей из ацетатов, фосфатов, лактатов, тар-
тратов, цитратов, хлоридов, карбонатов или со-
ответствующих гидроокисей.

5. Композиция по п.4, отличающаяся тем,
что ион металла выбран из группы, состоящей
из марганца, стронция, железа, магния, кальция,
бария, меди, алюминия или цинка.

6. Композиция по п.5, отличающаяся тем,
что ион металла представляет собой ион каль-
ция.

7. Композиция по п.1, отличающаяся тем,
что биологически активное вещество представ-
ляет собой белок, а композиция характеризуется
повышенной биодоступностью.
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8. Композиция по п.7, отличающаяся тем,
что количество белка составляет, по меньшей
мере, 0,001 мг/мл.

9. Композиция по п.7, отличающаяся тем,
что белок выбран из группы, состоящей из ге-
матопоэтических факторов, колониестимули-
рующих факторов, факторов, противодейст-
вующих ожирению, ростовых факторов, трофи-
ческих факторов и противовоспалительных фак-
торов.

10. Композиция по п.7, отличающаяся тем,
что белок выбран из группы, состоящей из леп-
тина, G-CSF, CSF, BDNF, GDNF, NT3, GM-CSF,
IL-1ra, IL2, TNF-bp, MGDF, OPG, интерферо-
нов, эритропоэтина, KGF, инсулина или анало-
гов или производных указанных соединений.

11. Композиция по п.1, отличающаяся тем,
что биологически активное вещество представ-
ляет собой комплекс биологически активного
вещества.

12. Композиция по п.11, отличающаяся
тем, что комплекс биологически активного ве-
щества представляет собой осажденный белок.

13. Композиция по п.12, отличающаяся
тем, что осажденный белок представляет собой
преципитат Zn-лептина.

14. Способ получения композиции геля с
поддерживаемым замедленным высвобождени-
ем, включающий

смешивание биологически активного ве-
щества и гидрофильного биодеградируемого
анионного полисахарида с получением первой
смеси и

смешивание первой смеси, по меньшей ме-
ре, с одним связанным ионом поливалентного
металла с получением второй смеси, причем
указанный деградируемый анионный полисаха-
рид представляет собой альгинатный эфир, ко-
торый перекрестно связан с указанным ионом
поливалентного металла с образованием биоде-
градируемого биологически совместимого гид-
рогеля альгинатного эфира с замедленным вы-
свобождением, пригодного для введения путем
инъекции.

15. Способ по п.14, отличающийся тем, что
связанный ион поливалентного металла нахо-
дится в виде соли, выбранной из группы, со-

стоящей из ацетатов, фосфатов, лактатов, тар-
тратов, цитратов, хлоридов, карбонатов или со-
ответствующих гидроокисей.

16. Способ по п.14, отличающийся тем, что
ион металла выбран из группы, состоящей из
марганца, стронция, железа, магния, кальция,
бария, меди, алюминия или цинка.

17. Способ по п.16, отличающийся тем, что
ион металла представляет собой ион кальция.

18. Способ по п.14, отличающийся тем, что
биологически активное вещество представляет
собой белок.

19. Способ по п.18, отличающийся тем, что
белок выбран из группы, состоящей из гемато-
поэтических факторов, колониестимулирующих
факторов, факторов, противодействующих ожи-
рению, ростовых факторов, трофических факто-
ров и противовоспалительных факторов.

20. Способ по п.18, отличающийся тем, что
белок выбран из группы, состоящей из лептина,
G-CSF, CSF, BDNF, GDNF, NT3, GM-CSF, IL-
1ra, IL2, TNF-bp, MGDF, OPG, интерферонов,
эритропоэтина, KGF, инсулина или аналогов
или производных указанных соединений.

21. Способ по п.14, отличающийся тем, что
биологически активное вещество представляет
собой комплекс биологически активного веще-
ства.

22. Способ по п.21, отличающийся тем, что
комплекс биологически активного вещества
представляет собой осажденный белок.

23. Способ по п.22, отличающийся тем, что
осажденный белок представляет собой преци-
питат Zn-лептина.

24. Способ по п.22, отличающийся тем, что
он дополнительно включает стадию выделения
композиции с поддерживаемым высвобождени-
ем.

25. Фармацевтическая композиция, содер-
жащая композицию геля с поддерживаемым
замедленным высвобождением по любому из
пп.1-14 в фармацевтически приемлемом носите-
ле, разбавителе или адъюванте.

26. Фармацевтический состав по п.25, от-
личающийся тем, что он находится в шприце.
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