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Prezenta inventie se refera la o
compozitie pentru inhibarea interleukinei-
1.Inhibitorii de interleukina-1 sunt utili in
tratamentul bolilor mediate de inter-
" leukina-1, astfel de inhibitori de inter-
leukina-1{iL-1ra). Interleukina-1 mediaza
boli care includ artrita reumatoida (RA),
tulburdri inflamatorii intestinale (IBD),
septicemie, osteoporoza, leziuni iche-
mice, tulburari legate de acceptarea gre-
felor, leziuni de reperfuzare, astm, dia-
bet insulinic, leucemii mielogenice si de
alte tipuri, psoriazis si casexie.

Acestea si alte boli inflamatorii sunt
caracterizate prin producerea de citokine
inclusiv interleuking-1.

Citokinele sunt proteine extrace-
lulare care codifica compartimentul celu-
lelor, in special al acelora din zona inve-
cinata sintezei si eliberdrii de citokina.
Multe dintre aceste citokine sunt pro-
duse de catre celule macrofage/ mono-
cite. De exemplu, artrita reumatoida
este o boald autoimund, caracterizata
printr-un proces inflamator cronic, care
cuprinde initial membrana sinoviala a ar-
ticulatiilor periferice. Marea majoritate a
celulelor mononucleare prezente in fluidul
articular al pacientilor ce sufera de ar-
tritd reumatoidad, sunt manocite/ macro-
fage si limfocite T activate.

Terapiile clasice pentru tratamen-
tul artritei reumatoide si a tulburarilor
inflamatorii intestinale includ indometa-
cin, medicamente antiinflamatoare nes-
teroide si salicilati. S-a mai demonstrat
ca receptorul antagonist de interleukina-
1 ar fi util din punct de vedere terapeutic
n tratamentul artritei reumatoide. Septi-
cemia si socul septicemic s-au tratat cu
substante terapeutice, cum ar fi medi-
camentele vasoactive, antibiotice, stimu-
lenti de betareceptori care includ izopre-
tenolul si dopamina, agenti blocanti de
alfareceptori, cum ar fi de exemplu feno-
xibenzamina si fentolamina. Osteoporoza
s-a tratat cu estrogen, vitamina D si fluo-
rurd. Leziunea s-a tratat, in mod clasic,
cu anticoagulante si compusi antipla-
chetari. Astmul s-a tratat cu o gama
larga de substante terapeutice, incluzand
stimulente affa sau beta adrenergice
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pentru dilatarea cailor aeriene, metil-
xantine pentru ameliorarea deplasarii
mucusului pe caile aeriene, glucocorti-
coizi pentru reducerea inflamatiei cailor
aeriene, cromolinul de sodiu pentru
inhibarea degranularii celulelor mastoide
si anticolinergetice pentru bronhodil-
atare.

Toate tratamentele pentru aceste
boli prezinta diferite probleme. De exem-
plu, chiar in situatia ca se folosesc sub-
stante terapeutice cunoscute in mod
curent, rata mortalitatii in cazuri de soc
septicemic este de circa 40 ... 50 %.
Astfel, exista nevoia de noi produse tera-
peutice, cum ar fi receptori antagonisti
de interleukina-1 pentru tratarea in ase-
menea conditii, si de formulari farma-
ceutice care sa prezinte o eliberare in
mod acceptabil.

Sunt cunoscute compozitii farma-
ceutice ce contin, de exemplu, fosfat de
sodiu 10 mM (pH=7,0), clorurad de sodiu
150 mM, etilendiaminotetraacetic acid
0,1 mM, utilizate ca receptor antagonist
de interleukind-1 in bolile mediate de
interleukind-1 si enumerate mai sus. In
aceste formulari farmaceutice, produsul
ramane stabil doar circa doua saptamani
in conditii normale de refrigerare (4 ...
8°C).

Datorita necesitati de a trans-
porta si depozita [L-1ra, in vederea tra-
tarii bolilor mediate de IL-, pe o periocada
de timp maritd, existd necesitatea exis-
tentei unei formulari farmaceutice care
sa fie mai stabile.

Compozitia farmaceutica pentru
inhibarea interleukinei-1, in conformitate
cu prezenta inventie, este constituita
dintr-un receptor antagonist de inter-
leuking-1 si un agent tensioactiv neionic,
in raport in greutate de circa 100 la
10.000:1 sau un intensificator de visco-
zitate, si optional, un tampon pentru
mentinerea pH-ului la un nivel biologic
dorit. Receptorul antagonist de inter-
leukina-1 este de preferintd IL-1ra. Agen-
tul tensioactiv neionic este ales dintr-un
grup care constad din bloccopolimeri ai
oxidului de etilena si ai oxidului de pro-
pilend, bloccopolimeri ai oxidului de pro-
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pilend si ai oxidului de etilenda, alcano-
lamina, polioxietilen propilenglicol stea-
rat, sorbitan monolaurat, sorbitol ester,
ester poliglicerol acid gras, cocamida
DEA lauril sulfat, eter polioxietilenlauril,
eter polioxietilencetil, polisorbat, glicero-
monostearat, gliceroldistearat, sorbitol-
monopalmitat, polioxietilensorbita-nmono-
oleat, polioxietilensorbitanmonolaurat si
propilenglicolmonostearat, de preferinta
este un polisorbat si anume polisorbat
80 care este in concentratie de 0,1 %,
sau este un pluronic.

Tamponul care se adauga suplimentar
este ales dintre un grup cuprinzand un
tampon fosfat, un tampon citrat si un
tampon acetat. Intensificatorul de visco-
zitate, de preferintd, este polietilenglicol
in concentratie de pana la 25 %. O
formulare farmaceutica contine 4,9 parti
inhibitor interleukind-1, 0,006 parti acid
citric, 0,29 parti citrat de sodiu, 0,82
parti clorura de sodiu, 0,018 parti EDTA
si 0,001 ... 0,1 parti agent tensioactiv
neionic, partile find exprimate in greu-
tate. O altd formulare farmaceutica con-
- tine, de exemplu, 18,0 parti inhibitor
interleukina-1, 0,006 parti acid citric,
0,29 parti citrat de sodiu, 0,82 parti
clorurd de sodiu, 0,019 parti EDTA si
0,001 ... 0,1 parti agent tensioactiv ne-
ionic, partile fiind exprimate in greutate.

Avantajul  acestor  compozitii
farmaceutice este faptul ca acestea pre-
zintd o bund stabilitate in timp, in con-
ditile de depozitare, precum si in situatia
cand sunt agitate.

Aceste compozitii farmaceutice
care cuprind inhibitori de interleukina-1,
tampoane, agenti tensioactivi neionici
sau intensificatori de viscozitate sunt
corespunzatoare din punct de vedere al
stabilitatii. Aceste compozitii sunt adec-
vate pentru administrare intraarticulara,
intravenoasa, intramusculara, subcuta-
natd, intradermica, intratecald, intraven-
tricular (CNS), topic sau oral sau pentru
utilizare ca supozitoare, clisme sau aero-
soli pentru inhalare.

Prezenta inventie se refera, deci,
la compozitii farmaceutice care contin un
inhibitor IL-1 si un agent de suprafata
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sau un intensificator de viscozitate si
care prezintd o mica sensibilitate la agi-
tare.

Fiolele obisnuite, care contin con-
centrate purificate voluminoase de IL-
1ra, atunci cand sunt agitate formeaza
precipitate, si deci nu indeplinesc stan-
dardele dorite in ceea ce priveste aspec-
tul si granulatia. Asadar, a fost necesara
prevenirea precipitarii, care duce la-
agregarea nedoritd si s-a urmarit 0 mo-
dificare a formularii farmaceutice.

Paolisorbatul 80, cunoscut de
asemenea ca sorbitan polioxietilenmo-
noleat sau Tween 80, este un detergent
sau agent tensioactiv biologic neionic,
care poate fi folosit pentru o multitudine
de scopuri, incluzand emulsionarea, sta-
bilizarea si dispersia.

Agentii tensioactivi neionici, cum
ar fi de exemplu si polisorbatul 80, se
adauga de asemenea la diferite formulari
farmaceutice ce contin proteine, n
scopul de reducere a agregarii si dena-
turdrii, precumn si pentru cresterea solu-
bilitatii. Polisorbatul 80 a fost folosit, de
asemenea, pentru stabilizarea unor di-
versitati de compusi. In literatura de spe-
cialitate, se descrie un procedeu de ob-
tinere de compusi de glucop 1ranozoni-
trozuree, care utilizeaza drept stabili-
zator polisorbat 80. Se descrie, de ase-
menea, utilizarea polisorbatului 80 drept
stabilizator pentru pirido(1,2-a)pirimidine
substituite tetrazolil. Se mai utilizeaza, de
asemenea, polisorbatul 80 si pentru a
solubiliza si dispersa ingredientul activ
intr-o compozitie farmaceutica ce contine
peptide antimicrobiene de 3700 Daltoni,
sau ca fiind agent de emulsionare pentru
produse din colagen. Cu toate acestea
este dificil s& se presupuna ce efect
anume va avea asupra stabilitati unet
proteine, un agent de stabilizare parti-
cular. De exemplu, interactiunea agen-
tului de stabilizare cu o proteina poate
produce mai degraba degradarea aces-
tei proteine, decat efectul dorit de re-
ducere a degradarit.

Asadar, intr-un mod preferat de
realizare, compaozitile farmaceutice con-
tin un inhibitor IL-1, in particular IL-1ra,
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si un agent de suprafatd neionic. Un
agent tensioactiv neionic este un agent
activ de suprafatd a carei contributie
solubilizatoare poate fi asiguratd printr-o
"catend de grupari de oxid de etilenda. Un
agent tensioactiv schimba proprietatile
unui solvent in care este dizolvat, la ex-
tindere mult mai mare decat ar fi de as-
teptat de la concentratia sa. Caracterul
hidrofil la agentii tensioactivi neionici se
asigurd prin legarea hidrogenului cu
molecule de apa. Atomii de oxigen si
grupdrile hidroxil formeaza cu promp-
titudine punti de hidrogen puternice, in
timp ce grupérile ester si amida for-
meaza punti de hidrogen mai putin rapid.
Legarea hidrogenului asigurd solubili-
zarea in mediu neutru si aicalin. In mediu
acid puternic, atomii de oxigen sunt pro-
tonati, asigurédnd un caracter cvasica-
tionic. Fiecare atom de oxigen aduce o
contributie la solubilizarea in apa. Pentru
solubilizarea unui agent tensioactiv in
apa, este nevoie, prin urmare, de mai
mult decat un singur atom de oxigen.
Agentii de suprafata neionici sunt com-
patibili cu agentii tensioactivi ionici si
amfoteri. Deoarece o grupare polioxi-
etilenicd poate fi introdusd cu usurinta
prin reactia oxidului de etilena cu orice
moleculd organica care contine un atom
activ de hidrogen, prin oxilare, pot fi
solubilizate o varietate de structuri.
Agentii de suprafata servesc, de
asemenea, pentru reducerea agregarii si
denaturdrii proteinelor. Termenul de
“agregare”, asa cum este folosit in ca-
drul prezentei inventii, inseamna forma-
rea unui complex de mai multe proteine
(cu alte cuvinte gruparea impreuna a
catorva proteine). Termenul de “denatu-
rare”, folosit de asemenea in cadrul
prezentei inventii, inseamna pierderea
structurii secundare si tertiare a unei
prateine, care de obicei se coreleaza cu
o pierdere a bioactivitatii. Prin reducerea
agregarii, se reduce de asemenea si de-
gradarea fizica datorata schimbarilor in-
carcarilor la suprafata. Se presupune ca
agentii tensioactivi neionici servesc pen-
tru blocarea interferentei aer-lichid, pre-
venind astfel denaturarea proteinei la
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aceastd suprafatd. In plus, utilizarea
agentilor de suprafatd permite compozi-
tiei farmaceutice sa fie expusa tensiu-
nilor de agitare a suprafetei, fara insa a
se produce denaturarea prateinei. Supli-
mentar, asemenea formular farmace-
utice, care contin agenti de suprafata,
pot fi folosite in dispozitiv de pulverizare,
cum ar fi cele folosite la administrarea
pulmonara si dozatoare de jet, pentru
injectare fara ac.

Agentii tensioactivi neionicl, cores-
punzatori utilizarii in compozitile farma-
ceutice, in conformitate cu prezenta in-
ventie, includ de exemplu blac-copolimeri
ai oxidului de etilenad si oxidul de pro-
pilena, ai oxidului de propilena si oxidului
de etilena, sorbitan monolaurat, sorbitol
ester, acid gras paliglicerol ester, coca-
midad DEA lauril sulfat, alcanolamida,
polioxietilen propilenglicol stearat, polio-
xietilen lauril eter, polioxietilen cetil eter,
polisorbat, glicerolmonostearat, glicerol-
distearat, sorbitol monopalmitat, polio-
xietilen sarbitanmonooleat, polioxietilen
sorbitanmonolaurat  si  propilenglicol
monostearat. De exemplu, in studile
care s-au efectuat, la agitarea, compa-
rand cu controlul IL-1ra la care compo-
zitia care contine 0,1 % polisorbat 80
(Tween 80), s-a demonstrat ca IL.-1ra in
tamponul care contine 0,1 % polisarbat
80, a avut valori similare controalelor
neagitate, in timp ce IL-1ra, in formu-
larea care nu contine polisorbat 80, a
prezentat o precipitare puternica. Gradul
de precipitare s-a masurat prin adau-
garea de 150 pl de produs de testat per
godeu, intr-o placd cu 96 godeuri si apoi
masurarea turbiditati la 405 nm. A-
ceste studii de agitare au furnizat baza
rationald pentru folosirea de formulari
farmaceutice care contin polisorbat 80.
S-au testat de asemenea si alti agenti de
suprafata, pentru capacitatea lor de sta-
bilizare a formularilor farmaceutice cand
sunt agitate, asa cum se va arata in cele
ce urmeaza mal jos.

Toate compozitile testate s-a do-
vedit a prezenta rezistentd la degradare
fizicd si precipitare la agitare. De ase-
menea, s-a gasit ca marimea concen-
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tratiilor de inhibitor de interleuking-1 la
concentratii sunt 0,1 %, creste propor-
tional cantitatea de agent tensioactiv ne-
ionic necesara pentru stabilizarea com-
pozitiei farmaceutice. Pentru stabilizarea
compozitiei, sunt preferate concentratii
de ordinul a 0,1 % in greutate de po-
lisorbat 80.

Intr-o realizare preferata a prezen-
tei inventii, compozitile farmaceutice
contin un inhibitor de IL-1ra si un intensi-
ficator de viscozitate. Un intensificator
de viscozitate este o substanta care ac-
tioneaza ca un agent de ingrosare pen-
tru cresterea viscozitatii unei compozitii.
Se presupune ca un intensificator de
viscozitate impiedica maleculele IL-1ra sa
interactioneze una cu alta sau interfata
aer-lichid ce poate duce la degradare
fizica.

Intensificatorii de viscozitate co-
respunzatori, care sunt folositi in cadrul
inventiei de fatd, includ, de exemplu,
polietilenglicolul(PEG)hidroxilpropilceluloza
si guma carageen. S-a evaluat in studii
experimentale ca polietilenglicolul are ca-
pacitatea de a preveni precipitarea si
agregarea. S-a gasit a fi eficiente in pre-
venirea precipitarii, concentratii de pana
la 2 % polietilenglicol.

Compozitile farmaceutice din pre-
zenta inventie contin de asemenea un
tampon pentru mentinerea pH-ului la un
nivel biologic dorit. Pentru acest scop, se
pot folosi orice tampoane care sunt
lipsite de toxicitate. Tampoanele utile pot
include, de exemplu tampoane citrat si
tampoane acetat. Aceste compozitii pot
fi depozitate in fiole sterile, sub forma de
solutie, suspensie, gel, emulsie, sub
form3 solida sau sub forma deshidratata
sau pudra liofilizata. Astfel de formulari
pot fi depozitate fie sub forma gata de
utilizare, fie sub forma care sa necesite
reconstituirea imediat inainte de admi-
nistrare. De preferinta, astfel de for-
mulari se depoziteaza la temperatura
aproximativ de refrigerare sau inghetare.
Este de asemenea de preferat ca ase-
menea formuldri care contin IL-1ra sa se
pastreze si sa se administreze la pH-ul
fiziologic sau n apropiere de valoarea
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acestuia.
Este dovedit in prezent ca depozitarea si
administrarea intr-o formulare la un pH
ridicat (adicd mai mare de 8) sau la un
pH scazut (adicd mai mic de 3] nu este
de dorit.

De preferintd, modul de adminis-
trare al formularilor care contin 1RA-1ra
este pe cale intraarticulara, subcuta-

natd, intradermica, intratecala (CNS),

intramusculara, intravenoasa, topica sau
pe cale orald, sau sub forma de supozi-
tor, clisma sau aerosali in inhalatii. Pen-
tru atingerea si mentinerea nivelului dorit
de IL-1ra in corp, se pot administra doze
repetate. Toate aceste metode au inten-
tia s& creeze un domeniu de concen-
tratie precizat de IL-1ra in circuitul san-
guin al pacientului, sau in alte tesuturi si
fluide ale corpului. De exemplu, se pre-
supune ca& mentinerea concentratiilor
plasmatice de IL-1ra in circulatia san-
guind mai mici de 0,01 ng/ml plasma
poate s& exprime o compozitie inefi-
cientd, in timp ce mentinerea prelungita
a nivelurilor circulatorii mai mari de
100 pg/ml poate sa indice o compozitie
cu efecte secundare nedorite.

Asa cum s-a aratat mai sus, s-a
stabilit ca unele formulari care contin IL-
1ra sunt destinate pentru administrare
orald. De preferintd, IL-1ra care sa ad-
ministreze in acest mod, este protejat
enteric sau polimeric. Protectia enterica
pentru IL-1ra se poate formula cu adaos
sau fara acei purtatori care sunt folositi
in acest scop, in mod obisnuit, pentru
obtinerea formelor dozate solid. De pre-
ferintd, se alege materialul de condr-
tionare in asa fel, incat portiunea activa
a formularii sa se elibereze la acel punct
al tractului gastraintestinal unde bioac-
cesibilitatea este maxima si degradarea
presistemicd este mica, prin urmare
dozele orale vor fi mai mari decat cele
enumerate mai sus. Pentru a facilita ab-
sorbtia IL-1ra, pot fi inclusi excipienti su-
plimentari. Se pot folosi de asemenea
diluanti, aromatizanti, ceruri cu punct de
topire scézut, uleiuri vegetale, lubrifianti,
agenti de suspendare, agenti pentru de-
zintegrarea tabletelor si lianti. Un dozaj
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perfect subcutanat, pentru tratamentul
artritei mediata de interleukina-1, ar tre-
bui s& produca concentratii de IL-1ra in
sange intre 1 si 1000 ng/ml. Este de

preferat ca la inceput dozele adminis- ‘

trate sa aduca nivelurile IL-1ra din circu-
latie la valoarea de aproximativ 10 ng/
ml sau chiar peste aceasta valoare.
Frecventa dozarii va fi in functie de
parametrii farmacocinetici care descriu
absorbtia IL-1ra din formularea subcu-
tanatd. Frecventa dozarii poate fide 1 ...
10 ori pe zi, sau mai putin frecventa de-
cat zilnic, 1n cazul unei forme de adminis-
trare cu efect intarziat sau cu eliberare
controlata.

Un domeniu preferat de dozaj
pentru tratamentul IBD mediata de inter-
leukina-1 este de circa 0,5 ... 50 mg/kg
greutate corporald a pacientului, admi-
nistrate intre circa 1 si 10 ori pe zi, sau
mai putin. Intr-un mod de adminsitrare
mai preferat, dozajul este intre circa 1 si
10 ng/kg greutate corporala a pacien-
tului, administrate intre circa 3 si 5 ori
pe zi. Frecventa de dozare va fi in functie
de parametrii farmacocinetici care des-
criu absorbtia IL-1ra din formularea fo-
losita. Cand pentru tratamentul 1BD se
folosesc mediati de interleuking, atunci
administrarea de IL-1ra poate fi realizata
de asemenea printr-o clisma formulata
corespunzator.

Un domeniu preferat de doza
pentru tratamentul socului septic, me-
diat de interleukind-1, este intre circa 10
pana la 120 mg/zi/greutate a pacien-
tului pe o perioada de 24 h, administrat
prin perfuzie intravenoasa in sistem
continuu. Intr-un maod de realizare mai
preferat, dozajul este intre circa 1 si 2
mg kg/h, de greutate corporala a
pacientului, administrate intravenos prin
perfuzie continua.

Un domeniu preferat de doza
pentru tratamentul ischemiei si leziunilor
de reperfuzare, mediate de interleukina-
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1, este intre circa 1 si 50 mg/kg greu-
tate corporala a pacientului, adminis-
trate o data pe ora. Intr-un mod preferat
de realizare, se administreaza initial un
bol de circa 15 ... 20 mg/kg corp de IL-
1ra, urmata de injectii de aproximativ 5
... 20 mg/kg, una pe ora. Frecventa
dozarii va fi in functie de parametrii far-
macocinetici si IL-1ra pentru formularea
folosita.

Legat de modul de administrare,
doza specificd se calculeaza conform
greutdtii corporale sau a ariei suprafetei
aproximative a pacientului. Perfectiona-
rea ulterioara a calculelor necesare de-
terminarii dozajului corespunzator pentru
tratamente, care implica fiecare dintre
formularile mentionate mai sus, este
facutda in mod obisnuit de catre spe-
cialistii din domeniu si apartine atribu-
tillor obisnuite realizate de ei, fara nece-
sitatea unor experimentari suplimentare.
Aceste dozaje se pot atribui prin folo-
sirea cercetarilor efectuate pentru deter-
minarea dozajelor in legatura cu datele
doza-raspuns si datele farmacocinetice.

Este de remarcat ca formularile
IL-1ra, descrise in aceasta inventie, pot
fi folosite la fel de bine la oameni, cat si
pentru aplicatii veterinare, si ca termenul
“pacient” nu este interpretat intr-un mod
limitativ. In cazul aplicatillor veterinare,
domeniile de dozare vor fi aceleasi cu
cele aratate mai sus.

Exemplele urmatoare demons-
treaza eficacitatea acestor formulari,
care au fost preparate si testate, si au
fost gasite satisfacatoare pentru obiec-
tivele mentionate, in conformitate cu
prezenta inventie.

Controlul  pentru  urmatoarele
exemple, care au fost expertmentate, s-a
efectuat prin masurarea densitatii optice
la 405 nm la diferite concentratii de IL-
1ra uman recombinat (rh IL-1ra) dupa
diferite perioade de agitare. Rezultatele
obtinute sunt mentionate in tabelul 1.
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Tabelul 1
Timp Concentratia IL-1ra (mg/mi)
(h)
200 150 100 - 50
0 0,062 0,080 0.070, 0,051
1,75 0,0171 0,099 0.088 0,066
8 0,692 0,694 0,498 0,371
12 0,967 0,765 0,560 0,258
Se dau, in continuare, 7 exemple 1s valoarea pH-ului de 6,5.
de realizare a inventiei. Tamponul preparat ca mai sus s-a
Exemplul 1. Prepararea formu- ad&ugat pentru ajustarea concentratiei.
1arii A. S-au examinat cdteva concentratii, in-
a] Prepararea de EDTA 10 mM. cluzand 200 mg/ml, 100 mg/ml,
Intr-un vas de sticla de capacitatea de 20 60 mg/mi, 70 mg/ml si 20 mg/ml. Sa
250 ml, s-au pus 0,93 g EDTA si apoi s- adaugat Tween 80 pentru a obtine o
au adaugat 200 g apé sterila, utilizata concentratie, in greutate, a Tweenului
pentru injecti. S-a agitat continutul 80 de 0,1 %. Concentratiile de Tween
vasului si s-a ajustat pH-ul la valoarea de 80 de la 0,01 % pana la 1% intra in
6.5 +0.2 folosind NaOH cat este nevoie, 25 domeniul acestei inventii.

si s-a adus la 250 g.

bj Prepararea tamponului. Intr-un
vas de 1 |, s-au ad&ugat 900 g apa steri-
lizatd pentru injectii, si apoi s-au adaugat
8,20 g clorura de sodiu, 2,80 g citrat
de sadiu dihidrat si 0,58 g acid citric
monohidrat. La acest amestec, s-a mai
adaugat apoi si 50 g EDTA 10 mM,
care a fost preparat cum s-a aratat mai
sus. In final, s-a agitat pana la dizolvarea
completd a componentelor. S-a ajustat
pH-ul pana la valoarea de 6,5 = 0,02,
folosind NaOH si apoi s-a adus la 1000
g.

c] Prepararea formularii farma-
ceutice. Concentratul voluminos de rh IL-
1ra, care este tinut la temperatura de -
70°C, a fost lasat la temperatura ca-
merei pentru dezghetare. Acest con-
centrat purificat voluminos de rh IL-1ra
a fost preparat in conformitate cu pro-
cedeul cunoscut Tn domeniul de specia-
litate. Materialul astfel preparat se
concentreaza la aproximativ 190 ...
250 mg/ml in citrat de sodiu de 10
mM, NaCl 140 mM si EDTA 0,5 mM, la
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d] Stabilitatea formulari. S-a tes-
tat stabilitatea acestei formulari prin tur-
bionarea diferitelor concentratii si pe
diferite perioade de timp. Dupa turbio-
narea formularii, pe o perioada de timp
desemnatd, s-a masurat densitatea op-
ticd a solutiei, la 405 nm, folosind un
cititor cinetic de microplaci. S-a conside-
rat cd o formulare este stabila cand
densitatea optica care a fost masurata
la 405 mn, a fost mai mica de circa
0,15. Cand masuratorile densitatii optice
la 405 nm sunt de 0,15 sau mai mari,
turbiditatea formularii farmaceutice in-
cepe sa devina vizibila, datorita prezenter
particulelor solide si aceasta formulare
este consideratd instabild. Rezultatele
acestui experiment sunt prezentate in
tabelul 2, care urmeazd. Acest experi-
ment demonstreazd ca o concentratie
de 0,1 % Tween asigura stabilitate n si-
tuatia ca formularea ce contine IL-1ra
este agitata, si cand aceasta formulare
are o concentratie de la 20 ... 200
mg/ml.
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Tabelul 2
Tween 80 0,1 % (in greutate); IL-1ra 20 - 200 mg/ml
Timp Concentratia IL-1ra {(mg/ml)
d 200 100 80 70 50 20|
@) 0,057 0,048 0,051 0,046 0,046 0,043
8] 0,057 0,054 0,051 0,048 0,046 0,044
16 0,057 0,051 0,052 0,048 0,046 0,043
24 - 0,054 0,053 0,048 0,045 0,044
e) Rezultatele clinice. S-a realizat 15 s-a gasit a fi util pentru prezicerea ratei
un trial faza |i; la intdmplare, dublu -orb de mortalitate la placebo in faza a ll-a a
si control placebo pentru formularea A trialului. Datele pentru derivarea riscului
care contine IL-1ra, In 63 de centre din prezis de mortalitate au fost accesibile
8 tari. Trialul a inclus 901 pacienti care pentru 8392 din 893 pacienti. Rezultatele
aveau sindrom septic cu hipotensiune 20 au aratat ca IL-1ra produce, statistic, un
evidentd si/sau disfunctie finala. Pacien- beneficiu de supravietuire semnificativa
tii s-au repartizat aleator, la unul din cele la pacientii cu un risc presupus de mor-
trei grupuri: placebo, IL-1ra (100 mg talitate de 24 % (p = 0,032). La acesti
doza de solicitare, urmata de infuzare pacienti, IL-1ra a redus mortalitatea cu
intravenoasa de 1,0 mg/kg/h, timp de 25 22%, comparat cu placebo.
72 h), sau IL-1ra (100 mg doza de so- Exemplul 2. Prepararea formu-
licitare urmata de infuzare intravenoasa I5rii B. Solutia de EDTA si tamponul s-au
a 2,0 mg/kg/h, timp de 72 hj. preparat asa cum s-a mentionat in ca-
Din cei 901 pacienti, 298 pa- drul exemplului 1. De asemenea, for-
cienti au primit IL-1ra (1,0 mg/kg/h), 30 mularea s-a preparat cum s-a mentionat
293 au primit IL-1ra (2,0 mg/kg/h) si in exemplul 1, cu exceptia ca s-a folosit
302 au primit placebo. O analiza retro- doar o concentratie de 100 mg/ml. A-
spectiva a rezultatelor a aratat ca IL-1ra gentul tensioactiv folosit este Tween 20.
asigura un beneficiu de supravietuire, ca Rezultatele acestui experiment sunt pre-
o functie a cresterii riscului presupus de 35  zentate in tabelul 3. Acest experiment
mortalitate la pacientii cu sindrom sep- demonstreaza ca Tween 20 la concen-
tic. tratii de la 0,01 pana la 1,0, greutate
Riscul mortalitatii s-a coantificat, procentuald asigura stabilitatea n si-
folosind un model de risc presupus dez- tuatia agitarii a formularii care contine IL-1ra.
voltat din baze de date independent de 40

faza lll-a trialului. Modelul s-a validat si

Tabelul 3

Tween 20 0,001 pand la 1,0 % (in greutate); IL-1ra 100 mg/ml/

Timp (h) Greutate procentuald Tween 20
0 0,081 0,056 0,058 0,058 0,063
1,75 0,113 0,082 0,051 0.061 0,071
8 0,067 0,075 0,083 - -
12 0,580 0,075 0,064 - -
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Exemplul 3. Prepararea formu-
15rii C. Solutia de EDTA si tamponul s-au
preparat asa cum s-a mentionat in ca-
drul exemplului 1. De asemenea, for-
mularea s-a preparat cum s-a mentionat
in exemplul 1, cu exceptia ca s-a folosit
o concentratie de 100 mg/ml. Agentul
tensioactiv folosit a fost Pluronic 108

16

(BASF). Rezultatele acestui experiment
sunt prezentate in tabelul 4. Acest ex-

‘periment demonstreaza ca agentul Plu-

ronic 108, la concentratii procentuale n

. greutate de la 0,01 pana la 1,0, asigura

stabilitatea formularii farmaceutice care
contine IL-1ra.

' Tabelul 4
Plurcnic 108 0,001 pana la 1,0 % (in greutate), IL.-1ra 100 mg,/ml
Timp Greutate procentuald Pluronic 108
th) 0,001 0,01 0,1 0,5 1,0
0 0,059 0,057 0,057 0,061 0,065
1.75 0,056 0,084 0,052 0,065 0,066
8 0,134 0,071 0,069 - -
12 0,048 0,069 0,068 - -

Exemplul 4. Prepararea formu-
I&rii D. Solutia de EDTA si tamponul s-au
preparat asa cum s-a descris in cadrul
exemplului 1. De asemenea, formularea
farmaceutica s-a preparat ca in exemplul
1, cu exceptia ca s-a folosit o singura
concentratie, de 100 mg/ml. Agentul
tensioactiv neionic folosit a fost Pluronic

20
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F68 (BASF). Rezultatele acestui experi-
ment sunt mentionate in tabelul 5.

Acest experiment demonstreaza
ca agentul Pluronic FB8, la concentratii
procentuale in greutate de la 0,01 pana
la 1,0, asigura stabilitatea formularii ce
contine IL-1ra.

Tabelul 5
Piuronic F68 0,001 péna la 1,0 %, IL.-1ra 100 mg/ml
Timp Greutate procentuald de Pluronic F68
(h] 0,001 0,01 0,1 0.5 1.0

0 0,066 0,064 0,070 0,063 0,063

1,75 0,083 0,059 0,066 0,063 0,063

8 0,096 0,073 0,066 - -

12 0,096 0,070 0,066 - -
Exemplul 5. Prepararea formu- 45 127 (BASF). Acest experiment demons-

Jarii E. Solutia de EDTA si tamponul s-au
preparat ca in cadrul exemplului 1. De
asemenea, formularea farmaceutica s-a
preparat asa cum s-a aratat in cadrul
exemplului 1, cu exceptia ca s-a folosit 0
singurd concentratie de 100 mg/ml.
Agentul neionic folosit a fost Pluronic

50

treazd ca agentul Pluronic 127, la con-
centratii de la 0,01 pana la 1,0 greutate
procentuald, asigura stabilitatea formu-
larii farmaceutice ce contine IL-1ra. Re-
zultatele acestui expriment sunt date in
tabelul B, care urmeaza.
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Tabelul 6
Pluronic 127 0,001 pana la 1,0 % (in greutate);
IL-Tra mg/ml
Timp Greutate procentuald de Pluronic F127
(h] 0,001 0.01 0.1 0,5 1.0
0] 0,065 0,057 0,056 0,060 0,063
1,75 0,058 0,049 | 0,048 0,066 0,064
8 0,215 0,071 0,058 - -
12 0,170 0,072 0,059 - -

Exemplul 6. Prepararea formu- 10

1arii F. Solutia de EDTA si tamponul s-au
preparat asa cum s-a aratat in cadrul
exemplului 1. De asemenea, formularea
farmaceutica s-a preparat ca in exemplul
1, cu exceptia ca s-a folosit doar o sin-
gurad concentratie, de 100 mg/ml. A-
gentul tensioactiv neionic folosit a fost

15

PEG 8000. Rezultatele acestui experi-
ment sunt aratate in tabelul 7. Acest
experiment demonstreaza ca agentul
PEG 8000, la concentratii de circa 1,0
pracent in greutate, asigura o buna sta-
bilitate a fomularii IL-1ra, cand este
agitata.

Tabelul 7
PEG 8000 1,0 % 42 % IL-1ra 100 mg/ml
Timp Greutate procentuala PEG 8000
(h) 1,0 2,0
0 0,068 0,135
0,117 0,483
B 0,131 0,569
10 0,140 0,708

Exemplul 7. Prepararea formu- 30

1arii G. Solutia de EDTA si tamponul s-au
preparat asa cum s-a aratat in cadrul
exemplului 1. De asemenea, formularea
farmaceutica s-a preparat asa cum s-a
aratat in exemplul 1, cu exceptia ca s-a
folosit o singura concentratie de 100

35

mg/ml. Agentul tensioactiv neionic a
fost PEG 300. Rezultatele acestui expe-
riment sunt aratate in tabelul 8. Acest
experiment demonstreaza ca PEG 300,
la concentratii de circa 1,0 in greutate
procentuald, asigura stabilitatea formu-
larii farmaceutice in situatia agitarii.

Tabelul 8
PEG 300 1,0% si 2,0 % (in greutate), IL.-1ra 100 mg,/m/
Timp Greutate procentuald PEG 300

(hd 1,0 2,0

0 0,068 0,064

4 0,107 0,107

6 0,127 0,120
10 0.140 0,133
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Revendicari

1. Compozitie farmaceutica
pentru inhibarea interleukinei-1, carac-
terizata prin aceea ca este constituita
dintr-un receptor antagonist de inter-
leukind-1 si un agent tensioactiv neionic,
in raport de greutate de circa 100 la
10.000:1 sau un intensificator de visco-
zitate si optional, un tampon pentru
mentinerea pH-ului la un nivel biologic
dorit.

2. Compozitie farmaceutica, con-
form revendicarii 1, caracterizata prin
aceea ca, receptorul antagonist de in-
terleukind-1 este de preferinta IL-1ra.

3. Compozitie farmaceutica, con-
form revendicédrii 1, caracterizata prin
aceea ca, agentul tensioactiv este ales
dintr-un grup care consta din blocco-
polimeri ai oxidului de etilenad si oxidului
de propilend, bloccopolimeri ai oxidului
de propilena si oxidului de etilena, alca-
nolamida, polioxietilen propilenglicol ste-
arat, sorbitan monolaurat, sorbitol es-
ter, ester poliglicerol acid gras, coca-
mida DEA lauril sulfat, eter polioxi-
etilenlauril, eter polioxietilencetil, polisor-
bat, glicerolmonostearat, gliceroldis-
tearat sorbitol - monopalmitat, polioxi-
etilensorbitan-monoleat, polioxietilensor-
bitanmonolaurat si propilenglicol-mono-
stearat, de preferinta este un polisorbat
si anume polisorbat, 80 care este in
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concentratie de 0,1 % sau este un
pluronic.

4. Compozitie farmaceutica, con-
form revendicarii 1, caracterizata prin
aceea ca contine suplimentar un tam- -
pon, ales dintr-un grup cuprinzand un
tampon fosfat, un tampon citrat si un
tampon acetat.

5. Compozitie farmaceutica,
conform revendicarii 1, caracterizata
prin aceea ca, intensificatorul de visco-
zitate, de preferintd este polietilenglicol
in concentratie de pana la 2 %.

6. Compozitie farmaceutica,
conform revendicarii 1, caracterizata
prin aceea ca contine 4,39 parti inhibitor
interleukind-1, 0,006 parti acid citric,
0.29 parti citrat de sodiu, 0,82 parti
clorurd de sodiu, 0,019 parti EDTA si
0,001 ... 1,0 parti agent tensioactiv ne-
ionic, partile find exprimate n greutate.

7. Compozitie farmaceutica,
conform revendicarii 1, caracterizata
prin aceea ca contine 19,0 parti inhibi-
tor de interleukina-1, 0,006 parti acid
citric, 0,29 parti citrat de sodiu, 0,82
parti clorurd de sodiu si 0,019 parti
EDTA, partile fiind exprimate in greutate.

8. Compozitie farmaceutica, con-
form revendicarii 1, caracterizata prin
aceea ca contine un receptor antagonist
de interleukind-1 si un intensificator de
viscozitate.
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