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Sposob wytwarzania preparatow farmaceutycznych
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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania
preparatow farmaceutycznych z zastosowaniem
Srodka inaktywujgcego przy wytwarzaniu substan-
cji immunizujgcych (antygenéw wzglednie immu-
nogenéw) dla preparatow farmaceutycznych, na
przyklad szczepionek wirusowych i bakteryjnych.
Wiadomo, ze do wytwarzania wyzej wymienionych
preparatéw farmaceutycznych potrzebne sg sposo-
by, wzglednie Srodki inaktywujgce, ktére skutecz-
nie niszczg zakazno$§¢ stosowanych wiruséw lub
bakterii, lecz pozostawiajg calkowicie nienaruszone
ich wlasno$ci antygenowe.

Celem wytworzenia skutecznie ' zinaktywowanych
preparatéow, proces ten musi przebiegaé¢ jako reakcja
pierwszego rzedu, aby mozna bylo z calg pewno-
Scig ustalié moment calkowitej utraty zakaznogci.
Nie ma to miejsca przy licznych stosowanych spo-
sobach inaktywowania (za pomoca ciepla, §wiatla
nadfioletowego) wzglednie przy S$rodkach inakty-
wujgcych (formaldehyd, nadtlenek wodoru, p—
—propiolakton). Inne znane substancje, nie posia-
dajace tej wady, sg chemicznie nietrwale, jak na
przyklad acetyloetylenoiminy (opis patentowy RFN
nr 1041648) lub tez wymagajg dluzszego czasu
dzialania i/lub wyzszych stezen, jak na przyklad
w przypadku etyloetylenoiminy (zgloszenie paten-
towe RFN P 19 24 303.9).

Stwierdzono, ze do wytwarzania substancji immu-
nizujacych (antygenéw wzglednie immunogenow)
dla preparatéw farmaceutycznych mozna stosowaé
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znang etylenoimine o wzorze podanym na rysunku.

Niespodziewanie etylenoimina nie wykazuje wy-
zej wymienionych wad znanych $rodkéw inakty-
wujacych. Etylenoimina jest technicznie kardzo la-
two dostepna, jest bardzo trwala i daje sie dobrze
skladowaé i umozliwia w reakeji pierwszego rzedu
szybkie i pewne inaktywowanie zakaznych drobnc-
ustrojéw, nie wplywajac ujemnie na ich wlasciwosci
antygenowe, wzglednie immunizujgce. W ciggu
krétkiego czasu reakcji przy poréwnywalnie niskim
stezeniu inaktywowanie przebiega szczegélnie la-
godnie w stosunku do inaktywowanego materialu.
Zastosowanie etylenoiminy jako $rodka inaktywu-
jacego przy wytwarzaniu substancji immunizujg-
cych dla preparatéw farmaceutycznych stanowi
wiec wzbogacenie farmacji.

Etylenoimine dodaje sie do inaktywowanych za-
wiesin wiruséw, wzglednie bakterii do osiggniecia
stezenia koncowego 0,005—2%, (obj/obj), zwlaszcza
0,01—0,5%, (obj/obj). Czas trwania reakcji wynosi,
w zaleznoSci od warunkéw doswiadczenia, kilka
godzin do dwéch dni. Stosuje sie temperatury 0—
—45°C, zwlaszcza 20—37°C.

Szczepy wiruséw i bakterii inaktywowane etyle-
noiming mozna stosowaé¢ do zapobiegania i leczenia
zakazen wirusami, i bakteriami zaré6wno w medy-
cynie, jak i w weterynarii. Antygeny wirusowe lub
bakteryjne, wytworzone sposobem wedlug wynala-
zku, mozna przerabiaé¢ na leki w znany sposob i sto-
sowa¢ w postaci roztworu, syropu, emulsji, zawie-
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" siny, spray’u, maséci, pasty, kremu, plynu do zmy-
~ wai, aerozolu, tabletki itp.

Preparaty wytwarza si¢ w znany sposéb, na przy-

klad przez rozciericzanie preparatéw wirusowychm

lub bakjeryjnych, inaktywowanych spusobem we-
dlug wynalazku, odpowiednimi rozpuszczalnikami
i /lub obojetnymi, nieto*sycznymx stalymi, pélsta-
lymi lub cieklymi noénikami, stosujac ewentualnie
érodki emulgujgce i/ lub dyspergujace rozpylajace
i pedne oraz przy mto*owaniu odpowiednich sta-
bilizatoréw.

" Jako mzpuszczalniki poéniki, érodki emulsujace,
wulgdnle dyspergujgce mozna wymienié wode, nie-

toksyczne organiczne rozpuszczalniki wzglednie. roz-

cienczalniki takie, jak parafiny, na przyklad frak-
cje ropy naftowej, oleje roflinne, na przyklad olej
z orzeszkéw ziemnych, olej sezamowy, alkohole, na
przyklad alkohol etylowy, gliceryna, slikole,
przyklad glikol propylenowy, glikol polietylenowy

¥ wodq. Jako stale -nosniki stosuje -si¢-na przyklad-

naturalne' mgczki mineralne, na przyklad kwa/s
krzemowy o wysokim stopniu dyspersji, krzemiany,
cukry, na przyklad cukier trzcinowy, mlekowy i gro-
nowy, wodorotlenek glinowy, wielocukry, na przy-
klad dekstryny, agar. _

Jako frodki emulgujqce stosuje sie emulgatory nie-

Jonotwércze i anionowe, na przyktad estry polioksy- -

etylenowe kwaséw tluszczowych, estry polioksyety-
lenowe alkoholi tluszczowych, sulfoniany alkilowe
i sulfoniany arylowe, jako érodki dyspergujace sto-
suje sie na przyklad lignine, lugi posiarczynowe,
metyloceluloze, skrobie i poliwinylopirolidon, a ja-
ko Srodki zwiekszajgace poslizg na przyklad steary-
nian magnezowy, tak, kwas stearynowy i laurylo-
siarczan sodowy. '
""Jako stabilizatory mozna wymienié¢ aminokwasy,
cukry, bialka, wielocukry, glikole polialkilenowe.
Stabilizatory te mozna dodawaé zar6wno w roz-
tworze wodnym, jak tez liofilizowane. Inaktywo-
wane sposobem wedlug wynalazku szezepy wiru-
séw lub hakteril, wulgdmé wytworzone z nich spo-
sobem wedlug wynalazku drodki leeznicze moina
stopowaé w znany sposdh, na przyklad doustnie, do-
migéniowo, dootrzewnowo, podskdrnie, miejseowo,
zwiasycsa na wazelkie blony Sluzowe ciala ludzkie-

go i swierzgcego. Poniisze przyklady wyjadniaja

blide} aposdéh-wedlug wynalazku.
Prayklad L Do roztwori wirusa echoroby py-
ska | recic (MKS), typ C, wartodé pH == 8,0, w postaci
" odwirewane) cieery hodowlanej z zakaionej ciagle)
hodowli komoérek jader cielecych, dodaje sic 2%,
(obj/obj) zobojetniony reztwér etylenciminy do ste-
tenia kofcowego 0,63%, (obj/obj). Mieszanine utrry-
muje sie, mieszajac, w temperaturze 37°C. Po uply-
wie okreslonych odstepéw ezasu pobiera sie z tego
roztworu prébki. Reakcje inaktywowania zatrzy-

muje sie za kaidym razem przez dodanie xo%‘

objetoSciowych 20%, roztweru tiosiarczanu sodo-
wego.

Pobrenymi prébkami, nierozeieficzonymi i roz-
cieficzonymi dziesigciostopniowo, zaszczepia. sie po
10 prob6éwek z hodowlsg tkankowsq pierwotnych komé-
rek nerki cielecej w ilosci 0,1 ml. Oznaczone przy
tym miana wirusowe wykazujg z uplywem czasu
spadek, odpowiadajgcy reakeji pierwszego rzedu.
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Po uplywie 3 godzin dzigplania nie moina bylo jui:
wykazaé zakaznoici, nawet po zaszczepleniu 0,5 mil.
Rysunek pokazuje przebieg inaktywacji wiruss MKS,
typ Cw temperaturze 37°C i przy wartcéci pH = 8,0.

"'Na osi rzednych odklada si¢ logarytm jednostek za--

kainych, ‘na “osi odcigtych czas oddzialywania w
godzinach. Krzywa 1 pokazuje przebieg..inaktywo--
wania przy stezeniu korficowym 0,63% (obj/obj).

Roztwér wiruséw,’ traktowany w ten $poséb w
ciggu 4 godzin, zaszczepia sie w iloéci 0,1 il 20
myszom w wieku 3—4 dni dootrzewnowo i w ilosci
1,5 ml 5 §winkom morskim podskérnie. Zadne ze
zwierzat nie wykazalo jakichkolwiek objawéw cho-
roby. Po uq}ywie.. 3 tygodni po szczepieniu mozna
bylo wykaza¢ w surowicy wszystkich $winek mor-
skich zobojetniajace przeciwciala przeciw nietrak-
towanemu uprzedmo zakainemu wirusowi wyjscio-
wemu:

Roztwér wiruséw, inaktywowany w ten sposéb,

"wykazal réwnie wysokg zdolno§é¢ -wigzania- dopel«-

niacza, jak metraktowany, aktywny wyjéclowy roz-
twér wiruséw. '

Przyktltad IIL Réwnolegle i w_bezposrednim
poréwnaniu ze sposobami, opisanymi 7 przykladzie-
1 stosuje sie zamiast 0,03%, (obj/obj) etylenoiminy
nastepujgce substancje i stezema
a) 0,059, (obj/obj) etylenoiminy (patrz rysunek,

krzywa 2)

b) 0,05% (obj/obj) etyloetylenoiminy patrz rysunek,.

krzywa 3)
(obj/obj)

rysunek, krzywa 4)
d) 0,05%, (obj/obj) 2,2’-dwumetyloetylenoiminy (patrz.

rysunek, krzywa 5)
e) 0,05%, _(objobj)

rysunek, krzywa 6)

Rysunek pokazuje przebieg inaktywacji. Przy ety—
lenoiminie (krzywa 2) nie mozna bylo po uplywie
1,5 godziny wykaza¢ obecnodci wirusa, zdolnego do
wywalania zakaienia, pray pozestalych subatancjach
osiggano ten stan dopiero po 7—8 godzinach, wzgle-
dnie po 11 mdtinle'h.

Prayklad Il Spoadh, opisany w praykiadsie
I, powtarsa sic W temperaturae reakejl 21°C samiast
$7C: Z uplywem ezasy stwierdas siq rownied linio-
wy spadek zakainoéci. Po uplywie 16 godain nie-
moina byle juk wykasaé abecnodéci zskeinego wi--
VA,

Prayklaad IV. Spoath, opisany w praykladzie
I, praeprowadaa siq, stosujac roxtwér wirusa NKS-
typ 0;. Po okresie reakeji wynoszacym 4 godziny,
nie mozna jui bylo stwierdzié aakatnodci

Przyklad V. Roztwory wirusa MKS typ C
i typ 0, inaktywuje sie w kazdym przypadku spo-
sobem, opisanym w przykladzie I, w ciggu 5 lub 6
godzin. Znanym sposobem za pomeoca glhkolu poli-
etylenowego wytwarza sie¢ z nich koncentraty wie
rusowe, ktérymi zaszezepia sie w kazdym przypadku
domiesniowo po 1 mk 5 wrazliwym, prosietom. Gady-
wiec w okresie 10 dni nie pojawily sie zadne ob-
jawy chorobowe, miesza sie w kazdym przypadku.
réwne czeSei inaktywowanych koncentratéw wiru-
sowych z adjuwantem i wstrzykuje domie$nioweo-
20 dwiniom. Wszystkie zwierzeta wytworzyly zobo-

N-acetyloetylenmminy (patrz-

izapropyloetylenoiminy patrz
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jetniajace przeciwciala w stosunku do obydwu ak-
tywnych typéw wirusé6w. Po uplywie 8 tygodni po
zaszczepieniu 10 zwierzat spoéréd 10 bylo zimmuni-
zowanych w stosunku do aktywnego wirusa MKS
typ C, a w stosunku do aktywnego wirusa MKS
typ 0; bylo zimmunizowanych 9 na 10 zwierzgt,
jedno z nich zachorowalo, jednakze w stopniu zna-
cznie lzejszym, niz zwierzeta kontrolne, nie trak-
towane uprzednio.

"Przyklad VI. Sposéb, opisany w przykladzie
1, stosuje sie do inaktywowania zakaZtej bydlecej
Rhinotracheitis (IBR)-przedstawiciela wiruséw za-

wierajacych kwas desoksyrybonukleinowy — zamiast
wirusa MKS, zawierajgcego kwas rybonukleinowy. -

Réwniez w tym przypadku stwierdza sie -liniowy

spadek miana zakaZno$ci tak, ze po 6 godzinach .

trwania reakcji nie mozna bylo wykazaé zakaZno$ci.
10 swinkom morskim wstrzykuje sie domiesniowo
po 2 ml roztworu wirusa, traktowanego w ciggu
6 godzin. Po uplywie 3 tygodni po szczepieniu wy-
kazano w surowicy tych zwierzgt przeciwciala zo-
bojetniajgce w stosunku do wirusa IBR.
Przyktad VII Do zawiesiny bakterii Pasteu-
rella. haemolitica, zawierajgcej 'okolo 101° bakterii
tml, dodaje sie analogicznie do sposobu, opisanego
w przykladzie I, etylonoimine do stezenia korico-
wego 0,05, (obj/obj). Po uplywie 14 godzin w tem-
peraturze 37°C odwirowuje sie¢ mase bakteryjng

(]
i ponownie zawiesza w jalowym roztworze soli ku-

: chehnej, zawierajacym bufor fosforanowy.

10

15

Prébkg tak wytworzonego preparatu zaszczepia
si¢ 3 rozmaite pozywki z bakteriami { inkubuje
w temperaturze 37°C. W ciggu 6 dni nie stwierdza
sie wzrostu bakterii.

Inng prébe wstrzykuje sie w dawkach po 0,1 ml
dootrzewnowo 20 myszom. Po uplywie 24-i 48 go-
dzin zwierzeta nie wykazaly zadnych objaw6éw cho=
robowych, podczas gdy z 20 zwierzgt, ktérym
wstrzyknigto t¢ samg, lecz nie traktowang zawie-
sine bakterii, zginelo 15 zwierzgt w ciggu 16 godzin
i 5 zwierzat w ciggu 24 godzin.

! Inng prébke miesza sie z takg samg obojetnofcig

adjuwanta. Zaszczepia sie podskérnie po 1,5 ml tej
szczepionki 5 krélikom. Szczepienie powtarza si¢ po

-14 dniach. U zadnego z tych zwierzgt nie stwierdza

sie ‘bakteremii. W surowicy tych zwierzat mozna bylo
ustalié za pomocg testu aglutynacyjnego miano
przeciwciala ‘w stosunku do tych -samych bakterii,
przy czym po szczepieniu przypominajgcym miano
to uleglo wyraznemu podwyzszeniu.

- Zastrzezenia patentowe

Sposéb wytwarzania preparatéw farmaceutycz-
nych, zawierajgcych antygerny, znamienny tym, Ze
zakazne drobnoustroje i/lub ich antygeny poddaje
si¢ dzialaniu etylenoiminy, .
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