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Prezenta inventie se referd la
preparate farmaceutice continand horrmoni
de crestere sau derivat al acestora,
utilizate in domeniul medical.

Hormonii de crestere proveniti de
la om sau de la animale domestice,
cunoscute, sunt proteine avand aproximativ
191 aminoacizi care sunt sintetizati i
secretati de lobul anterior al glandei
pituitare. Hormonul uman de crestere
contine 181 de aminoacizi.

Hormonul de crestere este
hormonul de baza implicat nu numai in
reglarea cresterii somatice, ci si n
reglarea metabolismului proteinelor, al
hidratilor de carbon si al lipidelor. Efectul
major al hormonului de crestere este de
a ajuta cresterea.

Sistemele de organe afectate de
hormonul de crestere cuprind scheletul,
tesutul conjunctiv, muschii si viscerele
(organele  interne}, cum ar fi
ficatul,intestinele si rinichil.

Pana la dezvoltarea tehnologiei
recombinate si a clondrii genelor
hormonului de crestere, care determing
(genereaz), in momentul de fata obtinerea
lor, ca de exemplu hormonul de crestere
contine 191 de aminoacizi.

Hormonul de crestere este
hormonul de baza implicat nu numai in
reglarea cresteri somatice, ci si n
reglarea metabolismului proteinelor, al
hidratilor de carbon si al lipidelor. Efectul
major al hormonului de crestere este de
a ajuta cresterea.

Sistemele de organe afectate de
hormonul de crestere cuprind scheletul,
tesutul conjunctiv, muschii si viscerele
(organele interne) cum ar fi ficatul,
intestinele si rinichii.

Pana la dezvoltarea tehnologiei
recombinate si a clonarii genelor
hormonului de crestere, care determina
(genereaza), in momentul de fata obtinerea
lor, ca de exemplu hormonul de crestere
uman (hGh) si Met-hGH, la scara
industriald, hormonul uman de crestere
putea fi obtinut numai prin extractie din
glandele pituitare ale cadavrelor umane.
Ofertele foarte limitate de hormoni de
crestere au restrans utilizarea acestora
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la ajutarea cresterii in lungime in perioada
copildriei si a adolescentei, pentru
tratamentul nanismului, cu toate ca a fost
propus pentru tratamentul staturii
scunde({datorate deficientei hormonului de
crestere, a staturii normal scunde si a
sindromului  Turner), a deficientei
hormonului de crestere, a sterilitatii, la
tratamentul arsurilor, la vindecarea
plagilor, a distrofiilor, la sudarea oaselor,
la tratamentul osteoporozei, a sangerarii
gastrice difuze si a pseudoartrozei. Mai
mult decéat atat, hormonul de crestere a
fost propus pentru marirea ratei(ritmului)
de crestere a animalelor care trebuie sa
fie sacrificate pentru consumul (alimentatia)
oamenilor.

Preparatele farmaceutice ce contin
hormonul de crestere au tendinta de a fi
instabile in timp. Produsii de degradare,
cumn ar fi produsii dezamidati sau produsii
sulfoxidati, precum si formele de dimer
sau polimer, se formeaza in special in
solutiile care contin hormonul de crestere.

Reactiile predominante de
degradare a hGh-ului sunt :

a) dezamidarea prin hidroliza directa
sau pe calea intermediarului ciclic de
succinimida, pentru a forma diverse
cantititi de L-asp-hGh,L+izo-asphhGH,D-asp-
hGh si D-izo-asp-hGH(conf.1-3).

2) oxidarea metioninei ramase, n
pozitile 14 si 125(conf.4-9])

3) desfacerea legaturilor peptidice.

Dezamidarea are loc, in special, la
Asn in pozitia 149.

HGH este oxidat, de preferinta, in
pozitile 14 si 125, in special de solutie
(conf.4-8].

Oxidarea hGH-ului in solutie, cu
formarea sulfoxizilor, in mod normal, se
datoreaza oxigenului dizolvat in preparat.
Solubilitatea oxigenului in apa distilata este
de aproximativ 200 pm(conf.S). Atunci
cand concentratia de hGH, dintr-un
preparat care contine 41U/ml este de 1,3
mg/ml, corespunzand la 60 nM hGH, n
conditii normale de depozitare, oxigenul
va fi prezent Intr-un exces de cca. 3000
ori fatd de cantitatea stoichiometrica
necesara pentru oxidarea hGh-ului. Nu este
posibil s3 se incarce rezolvarea problemei
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prin degazarea (purjarea) gazului tampon
inainte de golirea si de Tmbutelierea
preparatelor.

in prezent, nu se considerd cé
aceastd degradare a produselor poate
avea actiune toxica sau actiune biologica
modificatd sau proprietati obligatorii
acceptoare, dar este cunoscut efectul
reducerii stabilittii conformatiei sulfoxizilor,
in comparatie cu hGh natural.

Pentru obtinerea unui preparat
stabil, dizolvat, care contine hGH, o
importantd prezintd cunoasterea vitezei
de formare a sulfoxizilor, precum si
mijloacele pentru controlul oxidarii.

Cinetica degradarii depinde de
temperatura, de pH si de diferiti aditivi sau
adjuvanti din compozitia de baza de hGH-
ului.

Datoritd instabilitati, hormonul
uman de crestere, in prezent, este sub
forma licfilizata si depozitat, sub aceasta
forma, la temperatura de 4°C, pana cand
este reconstituit pentru utilizare, in scopul
reducerii la minim a degradarii.

Preparatele farmaceutice liofilizate
care contin hGH sunt, n prezent,
reconstituite pentru pacient si de
depoziteaza ca solutii, pentru o perioada
de utilizare de pana la 14 zile si la
temperatura de 4°C, timp in care poate
avea loc o oarecare degradare.

Mai mult decéat atat, procesul de
reconstituire a hormonului de crestere
liofilizat poate s& produca dificultati pentru
pacient. De aceea, in prezent, se prefera
reconstituirea hormonului de crestere
liofilizat cat mai tarziu posibil, Tnaintea
utilizarii si depozitérii sau expedierii
preparatului, in stare licfilizata. O serie de
producétori pentru produse farmaceutice
pot sad manipuleze preparatul la
temperaturi scazute, controlate, ca de
exemplu la temperatura de 4°C, permitand
o pericadd de timp mai lungd de
depozitare, de pana la doi ani.

Totusi, extinderea sistemului de
depozitare in sistem inchis pentru
automedicatie si ldrgirea domeniului de
utilizare impune necesitatea unui preparat
care s& fie stabil pe o perioada de timp
suficient de lunga la utilizatoru! final, in
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conditii in care racirea “suficientd”, de
abicei, nu este greu de realizat.

De preferintd, un preparat trebuie
s3 fie stabil la utilizatorul final, in stare
liofilizatd, timp de aproximativ o luna si in
plus, inca o lund, in stare reconstituita,
ntr-un dispozitiv inchis, pe perioada
preconizatd de utilizare a unui cartus.

Astfel, este nevoie de preparate mai
stabile ale hormonului de crestere, care
sa fie stabile in stare liofilizata, la
temperaturi relativ ridicate pe o perioada
de timp si, in plus, pe o pericadd de
utilizare, la o temperatura relativ ridicata,
in forma de solutie. Asemenea stabilizare
este de foarte mare importanta cand se
trece de la administrarea hormonilor de
crestere n clinici, la administrarea
acestora acasi, la tratarea persoanelor
individuale unde nu se poate realiza
depozitarea optima asa cum s-a aratat mai
inainte. In plus, trecerea de la modul de
administrare a hormonului de crestere
(dupd@ modelul cunoscut in clinici, mai
inainte), la utilizarea madului de depozitare
in dispozitive inchise necesita un preparat
dizolvat si stabil, care sa contind hormon
de crestere, n scopul facilitarii manipularii
efectuate in pacient. Un preparat stabil,
dizolvat, care contine hormon de crestere
poate fi produs rapid, pentru a fi utilizat
sub forma de tuburi in cartuse, care se
fixeaza in dispozitivul de depozitare, utilizat
de clientul care poate, apoi, evita
reconstituirea preparatului si, deci, nu va
trebui sa fie in posesia unui preparat
liofilizat, a unei modalitati corespunzatoare
de reconstituire, precum si a priceperii
necesare si a echipamentului steril in
vederea reconstituirii sterile a preparatului.
Din motive de siguranta, este de dorit sa
se evite reconstituirea preparatului liofilizat,
chiar Tnaintea utilizarii acestuia. In plus,
mai poate fi un avantaj si evitarea treptei
de liofilizare la producerea preparatelor
de hormon de crestere. Liofilizarea este
un procedeu costisitor, cu consum de timp
si reprezintd, de multe ori, o stagnare in
productie, datoritd capacitatii delimitate
a uscatorului de stabilizare. Astfel, se
impune reducerea vitezei proceselor de
degradare, cu scopul de a permite ca
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preparatele de hormon de crestere
dizolvate s fie stabile in timpul depozitarii
in dispozitive inchise, in perioada de
utilizare a acestuia si incé o luna, dupa
aceea.

in primul rand, se fincearcd
stabilizarea hormonului de crestere uman,
fara a reusi deplin sa se mpiedice
formarea dimeruluiau fost prezentat in
literatura de specialitate.

Astfel, in literatura cunoscuta in
domeniul de specialitate, cum ar fi brevetul
Australia 30771/83 se prezinta o
compozitie farmaceuticd stabila, care
contine hormon uman de crestere, glicina
si manitol. Un astfel de preparat prezinta
stabilitate imbun&tatita, in timpul prelucrarii
normale si al depozitarii in stare liofilizata,
precum si in perioada utilizarii dupa
reconstituire.

Descrierea inventiei din Brevetul
European 303746, prezintd faptul ca
hormonul animal de crestere poate fi
stabilizat cu diversi stabilizatori, pentru a
reduce formarea insolubilelor si pentru
pastrarea activitatii solubile n medi
apoase. Astfel de stabilizatori cuprind
anumiti polioli, aminoacizi, polimeri ai
aminoacizilor avand o grupad laterala
ncércata si saruri ale colinei.

Poliolii se selecteaza dintre grupele
care contin hidrati de carbon nereducatori,
alcooli ai hidratilor de carbon, acizi ai
hidratilor de carbon, pentaeritrol, lactoza,
dextrani solubili in ap4 si ficol. Aminoacizii
sunt alesi din grupa care contine glicina,
sarcozind, lizind sau saruri ale acestora,
serind, arginind, sau saruri ale acestora,
betaind, N-N-dimetilglicind, acid aspartic
sau saruri ale acestora, acid glutamic sau
saruri ale acestuia; un polimer al unui
aminoacid avand o grupa laterala incércata
la pH-ul fiziologic poate fi ales dintre
polilisind, acid poliaspartic,  acid
poliglutamic, poliargining, polihistidina sau
acid poliglutamic, poliarginind, polihistiding,
poliornitind sau s&ruri ale acestora, iar
derivatii colinei sunt alesi din grupa care
contine clorura de colind, citrat diacid de
colina, bitartrat de coling, bicarbonat de
colind, citrat tricolinic, ascorbat de coling,
disulfat de colind si mucat de colina.
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in mod surprinzitor s-a constatat
ca un preparat avand hormon de crestere,
care contine asparagina ca aditiv sau ca
substanta tampon, prezinta o foarte mare
stabilitate la deamidare, la oxidare si la
desfacerea legaturilor peptidice.
Stabilitatea produsului permite depozitarea
si transportul acestuia in stare liofilizata
sau sub forma unui preparat dizolvat sau
redizolvat.

Preparatele farmaceutice, conform
inventiei, se prezinta sub forma unei solutii
apoase tampon cu pH intre 2 si 8, care
contin un hormon de crestere sau un
derivat al acestuia, cum ar fi hormon de
crestere uman hGH si asparagina sau ca
o pulbere liofilizata care contine un hormon
de crestere sau derivatul acestuia si
asparagind.  Asparagina este n
concentratie de pana la 100 mM.
Hormonul de crestere este hGH.
Preparatele farmaceutice mai pot contine
saruri si zaharide cunoscute in domeniu
si folosite la conditionare.

Astfel, preparatele conform invente
pot fi sub formd liofilizatd, care sa fie
reconstituite utilizand agenti vehiculanti
conventionali, cum ar fi apa distilata sau
aerul fiziologic, sau sub forma de solutii
care cuprinde conservanti conventionali,
cum ar fi merezolul sau alcoolul benzilic.

O varianta preferata de realizare,
conform inventiei, este sub forma unui
preparat farmaceutic al hormonului de
crestere uman ce contine asparaging, sub
forma unei soluti apoase tampon;
asparagina avand rol de protectie a
hormonului de crestere. Astfel de
preparate sunt sub forma de produse gata
de utilizare si pot fi depozitate sau
transportate ca solutie apoasd, fara nici
o degradare considerabila.

Din motive de stabilitate, pH-ul
solutiei se ajusteaza, de preferinta, la o
valoare cuprinsa in intervalul de la 2 pana
la 8.

Preparatele care au pH-ul de la B
pani la 8 sunt mai preferate, iar cele mai
preferate sunt preparatele care au pH-ul
de la 6 pana la 7.5.

in scopul obtinerii efectelor de
stabilizare, asparagina se adauga, de in
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cantitate de pand la 100 mM.
Concentratia asparaginei este, de

preferintd, cuprinsa in intervalul de la 2
pand la 20 mM, cel mai preferat de la 2
pana la 10 mM.

Preparatele farmaceutice, n
conformitate cu prezenta inventie, pot fi
si sub forma de preparate liofilizate.

Preparatul farmaceutic, conform
inventiei, mai poate contine in plus si saruri
si zaharide, In scopul de a facilita
prelucrarea acestuia, ca de exemplu
liofilizarea. In mod conventional, se
utilizeaza , ca agent de lidfilizare, manitolul.

Un alt aspect al inventiei se refera
la utilizarea asparaginei pentru obtinerea
unui preparat stabilizat care contine un
hormon de crestere.

in contextul prezentei inventi,
“hormon de crestere” poate fi hormonul
de orice origine, cum ar fi cel de pasare,
de bovine, de cabaline, de om (uman), de
ovine, de porcine, de somon, de pastrav
sau hormon de crestere din pestele numit
“ton”, de preferintd hormon de crestere
de bovine, uman sau de porcine, hormonul
de crestere uman fiind cel mai preferat.
Hormonul de crestere utilizat, conform
inventiei, poate fi hormon de crestere nativ,
izolat din surse naturale, ca de exemplu
prin extractie din glandele pituitare, prin
tehnici conventionale (cunoscute), sau
poate fi un hormon de crestere obtinut prin
tehnica recombinarii.

De asemenea, “hormonul de
crestere” poate fi o form& trunchiata
(micsoratd) a hormonului de crestere, in
care unul sau mai multe resturi de
aminoacizi pot s3 lipseasca ; prin analogie
cu aceasta, in care unul sau mai multe
resturi de aminoacizi din molecula in stare
naturald se inlocuiesc cu alte resturi de
aminoacizi, de preferintd cu un rest de
aminoacid natural, atat timp cat substitutia
redusa; sau un alt derivat al acestora, ca
de exemplu acela ce are cuplat un atom
N- sau de carbon C-terminal, cum ar fi :
Met-hGH,Met-Glu-Ala-Glu-hGH sau Ala-Glu-
hGH. Hormonul de crestere cel mai
preferat este hGh.

n contextul prezentei inventii, “inalta
stabilitate” se obtine cand preparatul este
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mai stabil decat compozitia conventionala
care contine solutia tampon de fosfat.

Termenul “saruri” utilizat in aceasta
descriere se refera la constituentii
aditionali ai preparatului farmaceutic care
contine astfel de saruri conventionale
(cunoscute), cum ar fi cele de metale
alcaline, de metale alcalino-pamantoase
sau sarurile de amoniu ale acizilor organici,
cum ar fi acidul citric, acidul tartric sau
acidul acetic, ca de exemplu citratul de
sodiu, tartratul de sodiu sau acetatul de
sodiu ale acizilor minerali, cum ar fi, de
exernplu, acidul clorhidric, si anume clorura
de sodiu.

“Zaharidele” pot fi monozaharide,
dizaharide sau alcooli ai hidratilor de
carbon care se utilizeazd n  mod
conventional la preparatele farmaceutice,
cum ar fi lactoza si manitolul.

Solventul utilizat in preparatele,
conform inventiei, poate fi : apa, alcooli,
alcoolul butilic sau amestecuri ale acestora.
Solventul poate contine un conservant, cum
ar fi mcrezolul sau alcoolul benzilic.

Se da in continuare un exemplu de
realizare a inventiei, insa acesta nu trebuie
sa fie considerat limitativ.

Preparatele de hormon de crestere
uman se obtin prin dizolvarea a 20 mg hGH
n 10 ml solutie 10 mM de asparaging,
care a fost preparata prin dizolvarea a
13,2 mg de asparagind in 10 ml de apa
deionizata, continand 0,8% vol. de alcool
benzilic si addugarea unei cantitdti 0,1 N
acid clorhidric pana la pH-ul stabilit.

S-a studiat viteza de dezamidare,
la temperatura de 25°C, pentru
preparatele care contin hGh, si anume
acele preparate care contin 6 Ul hGH, la
pH=6,5, in prezenta a 10 mA Asn, prin
comparatie cu o solutie tampon fosfat
avand concentratia de 8 mM, la acelasi
pH si la pH=7.3.

In tabelul care urmeazd, se dau
compozitile de Hgh, depozitate Ila
temperatura de 25°C, continutul de produs
dezamidat fiind analizat dupa 14 zile si
dupa 30 zile, prin IE-HPLC.

Pe baza datelor din tabel, se pot
evidentia rezultatele obtinute:
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Continuturile de hGH dezamidat, determinate prin IE-HPLC, in functie de compozitie
si de timp, la temperatura de 25°C si in solutie.

Compozitia® Formarea compusului dezamidat
la 25°C
14 zile 30 zile
sol. 8mM fosfat disodic pH=6.5 7.8 10,8
sol.8 mM fosfat disodic pH= 7,3 15,2 20,3
sol.8 mM fosfat disodic 9.4 13.2
pH=6,5 si 0,3 % m-crezol
sol.10 mM Asp, pH=6,5 21,7 nd.
Sol.10 mM Asn, pH=6,5 6.5 8,3
sol. 10 mM Glu,pH=6,5 14,8 nd.
X) Contin 0,9% alcoal benzilic, cu exceptia compozitiei 3.
Continutul de hGH dezamidat in materialul Revendicari

de pornire (initial) este de 2,1%.

Din tabelul de mai sus rezultad ca
dezamidarea hGH se reduce cu aproximativ
25 %, prin addugarea asparginei, n
comparatia cu solutia tampon de fosfat
ce are pH=6,5. Adaugarea de Asp sau Glu
micsoreaza viteza de dezamidare, in
comparatie cu solutia de fosfat, la pH=6,5.

Rezultatele de mai sus arata ca
viteza de dezamidare scade prin coborarea
pH-ului solutiei si prin  adaugarea
asparaginei in solutie, la concentrati
scizute, de pana la 100 mM, de preferinta
in jur de 5 mM. Viteza de dezamidare se
poate reduce prin scaderea pH-ului cu mai
mult de 50% si inlocuirea solutiei tampon
cu asparagind. Se pare c8 utilizarea m+
crezolului sau a alcoolului benzilic drept
solventi nu are influentd asupra vitezei de
dezamidare. Formarea produsilor de
degradare (hidroliza legaturilor peptidice)
se reduce cu asparaging, la pH=6,5, n
comparatie cu solutia de tampon fosfat.

1. Preparate farmaceutice conti-
nand hormoni de crestere sau derivat al
acestora caracterizate prin aceea ca
se prezintd sub forma unei solutii apoase
tampon cu pH intre 2 si 8, care contin un
hormon de crestere sau un derivat al
acestuia, cum ar fi hormon de crestere
uman hGH si asaparagind, sau ca o
pulbere liofilizata care contine un hormon
de crestere sau derivatul acestuia si
asparagina.

2. Preparate farmaceutice, conform
revendicarii 1, caracterizate prin aceea
cé asparagina este in concentratie de pana
la 100 mM.

3. Preparate farmaceutice, conform
revendicarii 1, caracterizate prin aceea
ca hormonul de crestere este hGH.

4. Preparate farmaceutice, conform
revendicarii 1, caracterizate prin aceea
ca mai pot contine si zaharide cunoscute
n domeniu si folosite la conditionare.
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