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(57) Kivonat

A talalmany targya stabilizalt folyékony gyogyszerkeé- 100 mM-400 mM mennyiség(i aminosavbazist,

szitmény, amely az alabbiakat tartalmazza: amely bazis legalabb egy arginint, lizint, aszparaginsa-
gyégyaszatilag hatékony komponenskent egy inter- vat vagy glutaminsavat tartalmaz; és

leukin—2-t (IL-2) vagy annak egy az IL-2 bioldgiai akti- egy puffert, amely puffer egy a s6 formajatél lénye-

vitasat megtart6é variansat, ahol az emlitett IL-2 vagy gében mentes sav.

annak variansa folyékony készitményben a tarolas
alatt aggregatumot képez;

A leiras terjedelme 40 oldal (ezen beliil 11 lap abra)
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A talalmany gyogyszerkészitményekkel foglalkozik, kd-
zelebbrdl olyan gydgyszerkészitményekkel, melyek a
folyékony készitményekben tipikusan instabil polipepti-
deket tartalmaznak.

A géntechnolégia jelenlegi fejlettsége lehetévé tette
a legkllénbézdbb biolbgiailag aktiv polipeptideknek
gyégyszerként térténd felhasznalashoz elegendd
mennyiségben vald eldallitdsat. A polipeptidek azon-
ban fizikai instabilitAsuk — példaul denaturdcié vagy
oldhaté vagy oldhatatlan aggregatumok képzddése —
és kémiai atalakulasuk — példaul hidrolizislik, oxidacio-
juk és deaminacidjuk — kovetkezményeként elveszthe-
tik biclogiai aktivitdsukat. A folyékony gydgyszerkészit-
ményekben lévd polipeptidek stabilitasat tobb tényezd
befolyasolhatja, példaul a kémhatas, az ionerésség, a
hémerséklet, az ismételt lefagyasztas/felolvasztas, a
feldolgozasuk alatt ért mechanikai nyiréerd. Az aggre-
gatumok kepzédése és a bioldgiai aktivités elvesztése
a taroléfiolakban torténd fizikai mozgas, a polipeptid-
molekulaknak az oldatban és a folyadék/levegd hatar-
fellletén létrejdvd kdlcsdnhatasa révén is megtortén-
het. A szallitas vagy mas tevékenység alatti keveredés
kovetkeztében kialakuld interfazisok dsszenyomddasa
és fellazuldsa alatt a polipeptidek adszorbealdodhatnak
a levegé/folyadék és szilard anyag/folyadék hatarfell-
letekhez, ami ugyancsak okozhat konformacids valto-
zasokat. A fizikai mozgas a proteinmolekulak ,0ssze-
kuszaldédasat’, aggregalddasat, részecskék keletkezé-
sét és végll mas adszorbedlt proteinekkel vald kicsa-
padasat okozhatja. A proteintartalmi gydgyszerek sta-
bilitasanak altalanos attekintését taldliuk példaul az
alabbi cikkekben: Manning és munkatarsai, Pharm.
Res. 6:903-918 (1989); Want és Hanson, J. Parenteral
Sci. Tech. 42:514 (1988).

A polipeptid tartalmu folyékony gydgyszerkészitmé-
nyek instabilitasa oda vezetett, hogy ezeket a készit-
ményeket liofilizalt allapotban taroljak a készitmény el-
készitéséhez hasznédlhaté alkalmas folyékony kézeg
kiséretében. Noha a liofilizalas javitja a készitmény ta-
rolasi stabilitdsat, sok polipeptidnél az aktivitds csdkke-
nése igy is megmutatkozott vagy a szaraz allapotban
torténé tarolas alatt [Pikal, Biopharm., 27:26-30
(1990)], vagy a folyékony készitmény visszadllitdsa
alatt aggregatumképzédes vagy a katalitikus aktivitds
elvesztése miatt [példaul Carpenter €s munkatarsai,
Develop. Bial. Standard, 74:225-239 (1991); Broad-
head és munkatarsai, Drug Devel. Ind. Pharm.
18:1169-1206 (1992); Mumenthaler és munkatarsai,
Pharm. Res., 11:12-20 (1994); Carpenter és Crowe,
Cryobiology, 25:459-470 (1988); Roser, Biopharm.
4:47-53 (1991)]. Noha adalék anyagokkal javithaté volt
a szaraz fehérjék stabilitasa, sok rehidralt készitmény
tovabbra is tartalmazott elfogadhatatlan vagy nemkiva-
natos mennyisegU inaktiv, aggregalédott proteint [pél-
daul, Townsend és Deluca, J. Pharm. Sci., 80:63-66
(1983); Hora és munkatarsai, Pharm. Res., 9:33-36
(1992); Yoshiaka és munkatarsai, Pharm. Res.,
10:687-691 (1993)]. A folyékony készitmény visszaal-
litasa emellett kenyelmetlen és magaban hordozza a
hibas dozirozas lehetéségét.
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Mikdzben szamos folyékony gyégyszerkészitményt
dolgoztak ki azzal a céllal, hogy stabilizaljak a benniik
lévd polipeptidek bioldgiai aktivitasat, a folyékony ké-
szitményekben 1évd polipeptidek lebomlasa tovabbra is
problémat jelent a gyakorlatban. Szilkség van tehat to-
vabbi olyan gybgyszerkészitményekre, melyek a poli-
peptidkomponensek allandésagat eléseqité, kompatibi-
lis stabilizaléanyagokat tartalmaznak, hogy megdrizzék
a terapias hatékonysagukat.

A taldlmany terapidsan hatasos alkotérészként
IL-2-t vagy annak egy, az IL-2 bioldgiai aktivitdsat
megtarté varidnsat tartalmazé készitményekkel és
eldallitasi eljarasaikkal szolgal. A készitmények stabi-
lizalt folyékony gydgyszerkészitmények, melyeknél a
terdpidsan aktiv komponensként szerepld IL-2 vagy
variansa hatékonysagat a szokasos kdrlilmények ko-
zott tarolas alatti aggregalodasuk veszélyezteti. A ta-
lalmany szerinti stabilizalt folyékony gyogyszerkészit-
meények a tarolds alatt aggregalédasra hajlamos
IL-2 vagy varidnsa mellett aminosavbazisok (bazisos
aminosavak) olyan mennyiségét is tartalmazzak, mely
csOkkenti az aggregatumképzédését. Az adott amino-
savbazis egy aminosav vagy aminosavak kombina-
cidja, ahol barmelyik aminosav vagy szabad bazis
vagy s¢ alakjaban van jelen. A készitmény tovabba
puffert is tartalmaz, mely a folyékony kézeg kémhata-
sat olyan pH-tartomanyon belll tartja, ahol az
IL-2 vagy variansa stabil. A puffer egy, a sdjatol lé-
nyegében mentes sav vagy egy sav sdja vagy a sav-
nak és séjanak keveréke. A tovdhbiakban a ,polipep-
tid” vagy ,polipeptidek” kifejezés alatt az IL-2-t vagy
variansat értjlik.

Az aminosavbazis a polipeptidnek a folyékony
gydgyszerkészitményben lezajlo aggregatumképzédés
elleni stabilizalasara szolgal, mig a lényegében sémen-
tes szabad sav, mint pufferolé agensek, egy kdzel izo-
tonias ozmgalaritasu folyékony készitményt eredmé-
nyeznek. A folyékony gyogyszerkészitmény mas stabi-
lizéloszereket is tartalmazhat, f6képpen metionint,
nemionos fellletaktiv anyagot, mint amilyen a Poliszor-
bat 80 és az EDTA, melyek tovabb ndvelik a polipeptid
stabilitdsat. Az ilyen folyékony gydgyszerkészitménye-
ket stabilizaltaknak nevezzik, minthogy az aminosav-
bazisnak egy sojatél Iényegében mentes sav kiséreté-
ben valo alkalmazasa olyan készitmenyt eredményez,
melynek tarolasi stabilitAsa nagyobb az emlitett két
komponenst nem tartalmazé folyékony gydgyszerké-
szitmenyek stabilitasanal.

A taldimany tovabba eljarasokat nydjt a polipepti-
deknek a folyekony gyogyszerkészitmenyekben meg-
nyilvanulé stabilitasanak fokozasara és az ilyen gyogy-
szerkészitmények tarolasi stabilitasanak ndvelésére.
Az eljaras abbal all, hogy a folyékany gyogyszerkészit-
menyekhez puffer kiséretében egy aminosavbazisnak
olyan mennyiségét adjuk, mely csdkkenti a polipeptid-
nek a készitmény tarolasa alatti aggregatumképzédé-
sét, és ahol a puffer egy lényegében a sojatél mentes
sav. A talalmany szerinti folyékony gyégyszerkészitmé-
nyek eldallitasanal ezek a modszerek alkalmazasra ta-
lalnak.
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Az abrak leirdsa

1. dbra —

2. dbra —

3. abra —

4, dbra -

5. abra —

6. abra —

7. abra —

8. dbra -

A oldhaté IL-2 megmaradt szézalékos
mennyisége a 40 °C hémérsékleten
tartott stabilitasi mintakban, RP-HPLC
maédszerrel meghatarozva. A készitmé-
nyek dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2,
10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6 és
270 mmol/l szorbit vagy szacharéz
vagy mannit.

Az oldhaté IL-2 megmaradt szézalékos
mennyisége az 50 °C hémérsékleten
tartott stabilitdsi mintakban, RP-HPLC
modszerrel meghatarozva. A készitmeé-
nyek Osszetétele: 0,1 mg/ml IL-2,
10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6 és
150 mmol/l az dbran jelzett aminosav.
Az oldhaté IL-2 megmaradt szézalékos
mennyisége a 40 °C hdmérsékleten
tartott stabilitasi mintakban, RP-HPLC
modszerrel meghatarozva. A készitmeé-
nyek Osszetétele: 0,2 mg/ml IL-2,
10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6 és
50, 100 vagy 270 mmol/l szorbit.

Az oldhatd IL-2 megmaradt szézalékos
mennyisége az 50 °C hémérsékleten
tartott stabilitdsi mintakban, RP-HPLC
modszerrel meghatarozva. A készitmeé-
nyek Osszetétele: 0,2 mg/ml IL-2,
10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6,
50 vagy 150 mmal/l arginin.

Az oldhatd IL-2 felezési ideje (t,, na-
pokban kifejezve) a pH flggvényében.
A mintékat 50 °C hémérsekleten tartot-
tuk, az IL-2 mennyisége RP-HPLC
maédszerrel meghatarozva. A készitmeé-
nyek dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2,
10 mmol/l puffer (glicin, natrium-acetat,
natrium-citrat, natrium-szukcinat, nat-
rium-foszfat, natrium-borat), 150 mmal/l
natrium-klorid, 270 mmol/l szorbit vagy
150 mmol/l arginin.

A felezési id6 a kezdeti fehérjekoncent-
racié figgvenyében az 50 °C h&mér-
sékleten tartott mintakban. Az ésszeflig-
gések In értékben abrazolva. A készit-
mények &sszetetele: 0,1, 0,2 vagy
0,5 mg/ml IL=2, 10 mmol/l natrium-szuk-
cinat, pH=6, és 150 mmol/l L-arginin.
az oldhaté IL-2 megmaradt szazalékos
mennyisége, RP-HPLC mdadszerrel
meghatdrozva. A mintakat 1, 3 vagy
5 alkalommal vetettlk ala a —70 °C hd-
mérsékleten valo lefagyasztas és szo-
bahdmeérsékleten térténd felolvasztas
ciklusainak. A készitmények Gsszetéte-
le: 0,2 mg/ml IL-2, 10 mmol/l natrium-
szukcinat, pH=6, 150 mmol/l arginin és
0-0,1% poliszorbat 80.

Az oldhatd IL-2 megmaradt szazalékos
mennyisége, RP-HPLC madszerrel
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9. abra —

10. abra —

11. abra —

meghatarozva. A mintakat jégen szalli-
tottuk a kaliforniai Emeryville-bél a mis-
souri St. Louisba és vissza. A kilénbé-
z8 poliszorbat 80-tartalmd két készit-
ményt vizsgaltunk. Az arginines készit-
mény dsszetétele a poliszorbat 80 mel-
lett: 0,2 mg/ml IL-2, 10 mmol/l natrium-
szukcinat, pH=6 és 150 mmol/l arginin;
a natrium-kloridos készitmény 0sszeté-
tele a megadott poliszorbat 80 mellett:
0,2 mg/ml 1L-2, 10 mmaol/l natrium-cit-
rat, pH=6,5 és 200 mmol/l natrium-klo-
rid.

Az oldhaté TFPI felezési ideje (t4,,, na-
pokban kifejezve) az argininkoncentra-
ci6 fliggvényében az 50 °C hémérsék-
leten tartott stabilitasi mintadkban.
A TFPI mennyiségét IEX-HPLC (ion-
cserélé gyantan) maodszerrel hataroz-
tuk meg. Valamennyi készitmény
0,15 mg/ml TFPI-t tartalmazott L-argi-
nin-bazis vagy L-arginin-hidroklorid je-
lenlétében, a kémhatast citromsavval
vagy 10 mmol/l citromsav és natrium-
citrat keverékével pH=5,5 értékre bedl-
litva. Az egyes készitmények Osszeté-
tele: a TFPI mellett: (@) 20-150 mmolil
L-arginin-HCI, 10 mmal/l citromsavval
és natrium-citrattal pufferolva; (b)
20-150 mmoal/l L-arginin-bazis, citrom-
savval pufferalva; (¢) 100-300 mmolil
L-arginin-HCI, 10 mmol/l citromsavval
és natrium-citrattal pufferolva; (d)
100-300 mmol/l L-arginin citromsavval
pufferolva.

Az oldhato TFPI felezési ideje (4,5, na-
pokban kifejezve) az argininkoncentra-
cio fliggvényében az 50 °C hémérsekle-
ten tartott stabilitasi mintakban. A TFPI
mennyiségét IEX-HPLC médszerrel ha-
taroztuk meg. Valamennyi készitmény
0,15 mg/ml TFPI-t tartalmazott L-argi-
nin-bazis vagy L-arginin-HCI jelenléte-
ben, a kémhatast borostyankdsavval
vagy 10 mmol/l borostyankdsav és nat-
rium-szukcinat keverékevel pH=5,5 ér-
tékre bedllitva. Az egyes készitmények
Gsszetétele a TFPI mellett: (a)
20-150 mmol/l L-arginin-HCI, 10 mmol/l
borostyankdsavval és natrium-szukci-
nattal pufferolva; (b) 20-050 mmol/l
L-arginin-bazis borostyankdsavval puf-
ferolva; (c) 100-300 mmol/l L-arginin-
HCI, 10 mmol borostyankdsavval és
natrium-szukcinattal pufferolva; (d)
100-300 mmol L-arginin-bazis boros-
tyankdsavval pufferolva.

Az oldhat6 TFPI felezési ideje (t4,5, na-
pokban kifejezve) az argininkoncentra-
cio flggvényeben az 50 °C hémeérsék-
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leten tartott stabilitdsi mintakban.
A TFPI mennyiségét IEX-HPLC méd-
szerrel hataroztuk meg. Valamennyi
készitmény 0,15 mg/ml TFPI-t tartalma-
zott L-arginin-bazis jelenlétében, a
kémhatas borostyankdsavval vagy cit-
romsavval pH=5,5 értékre beallitva. Az
egyes készitmények 6sszetétele a
TFPI mellett: (a) 20-150 mmol/l L-argi-
hin-bazis citromsavval pufferolva; (b)
20-150 mmol/l L-arginin-bazis, bo-
rostydnkdsavval pufferolva; (c)
100-300 mmol/l L-arginin-bazis citrom-
sawval pufferolva; {d) 100-300 mmoli
L-arginin-bazis borostydnkdésavval puf-
feralva.

A jelen talalmany terépias hatéanyagként polipepti-
det tartalmazé folyékony gyogyszerkészitményekkel és
el6allitasi eljarasaikkal foglalkozik. A gyégyszerkészit-
ményekre vonatkozd ,folyékony” kifejezés magaban
foglalja a ,vizes” kifejezést.

Kozelebbrdl, a talalmany szerinti készitmények
olyan stabilizalt folyékony gydgyszerkészitmények,
melyek terapias hatdéanyaga egy olyan polipeptid, mely
a szokasos koriilmények kozott a folyékony gyogyszer-
készitmény tarolasa alatt aggregatumot képez. Az
Laggregatumképzésen” a polipeptidmolekuldk kozotti
fizikai kdlcsOnhatast értjlik, melynek kovetkeztében oli-
gomerek — melyek maradhatnak oldott allapotban —
vagy az oldathdl kicsapddo, lathaté nagy aggregatu-
mok keletkeznek. A ,tarolas” alatt azt értjik, hogy az el-
készitett folyékony gyogyszerkészitményt vagy forma-
tumot nem azonnal adjuk be a betegnek, hanem az el-
késziilte utan folyadék alakjaban, fagyasztott allapot-
ban, szaritott alakban valé tarolashoz csomagoljuk.
A ,szaritott alak” kifejezés azt jelenti, hogy a folyékony
készitmény késébbi rekonstrualashoz a folyékony ké-
szitményt vagy formatumot fagyasztva szaritassal
(azaz liofilizalassal) [példaul Williams és Polli, J. Paren-
teral Sci. Technol., 38:48-59 (1984)], permetezéses
szaritassal [Masters, ,Spray-Drying Handbook™ 5. ki-
adas, (1991), Longman Scientific and Technical, Es-
sez, U. K., 491-676. oldal; Broadhead és munkatarsai,
Drug Devel. Ind. Pham., 18:1169-1206 (1992); Mu-
menthaler és munkatarsai, Pharm. Res., 11:12-20
(1994)] vagy légszaritassal [Carpenter és Crowe, Cryo-
biology, 25:459-470 (1988); Roser, Biopharm. 4:47-53
(1991)] megszaritjuk. A polipeptidnek a folyékony
gyégyszerkészitmény tarolasa alatt bekévetkezé agg-
regalddasa kedvezétlenil befolyasolja a biolégiai akti-
vitasat, a gyogyszerkészitmény hatdsanak elveszteset
eredményezve. Az aggregatumképzédes mas proble-
makat is okozhat, példaul a polipeptidtartalmu gydgy-
szerkeészitmény inflzids rendszereken keresztili bevi-
telekor a csévek, membranok vagy pumpék eltdméde-
sét.

A talalmany szerinti stabilizalt folyékony gyogyszer-
készitmények aminosavbazist tartalmaznak a polipep-
tid tarolas alatti aggregalédasat csdkkenté mennyiség-
ben. Az ,aminosavbazis” egy aminosav vagy aminosa-
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vak kombinacigja, ahol barmelyik aminosav szabad ba-
Zis vagy s6ja alakjaban van jelen. Ahol az aminosavak
kombinacibjat hasznaljuk, valamennyi aminosav lehet
szabad bézis alakjaban, s6ja alakjaban vagy némelyek
lehetnek szabad bézis, a tobbi sé alakjdban. A talal-
many szerinti készitmények elkészitése szempontjabél
elénydsek a toltéssel rendelkezd oldallancl aminosa-
vak, mint amilyen az arginin, lizin, aszparaginsav és
glutaminsav. A talalmany szerinti készitményekhez az
adott aminosavnak barmelyik sztereoizomerje (azaz L-,
D- vagy DL-izomer) vagy a sztereoizomerek kombina-
cioja felnasznalhatd, amig az aminosav szabad bazis
vagy sbja alakjaban van jelen. El6nyds az L sztereoizo-
mereket alkalmazni. A taldlmany szerinti készitmé-
nyeknél alkalmazhatjuk ezeknek az elényds aminosa-
vaknak az analégjait is. Az ,aminosavanaldg” kifejezé-
sen a természetben el6forduld aminosavaknak a szar-
mazékait értjlik, melyek kifejtik a kivant csokkentd ha-
tast a polipeptidnek a folyékany gydgyszerkészitmény
tarolas alatti aggregalédasara. Alkalmas argininalog
peldaul az N-monoetil-L-arginin és az amino-guanidin.
Akdrcsak az eldnyds aminosavak, az aminosavanalé-
gok is szabad bazis vagy sé alakjaban lehetnek jelen a
készitményben.

A taldlmany szerinti folyékony gydgyszerkészitmé-
nyek az itt meghatarozott aminosavbazissal kombinal-
va, az oldat kémhatasanak fenntartasara tartalmaznak
még egy lényegében a séjatél mentes savat vagy egy
s0 alakjaban lévd savat vagy egy savat és sdjanak ke-
verékét. A pH-érték beallitdsahoz elénydsen az amino-
savbazist egy lényegében séjatdl mentes savval kom-
binalva hasznaljuk. Az ilyen kombinacié egy alacso-
nyabb ozmolaritasu oldatot eredmeényez, mintha a sa-
vat és sdjat alkalmaznank pufferként az aminosavba-
zist tartalmazo stabilizalt gyégyszerkészitményben.
Ennek a kombinaciénak az az elénye, hogy a stabiliza-
|6szer, azaz az aminosavbazis nagyobb koncentracié-
janak alkalmazasat teszi lehetévé a készitményben
anelkil, hogy az oldat izotonicitasat tlllépnénk. A ,lé-
nyegében soéjatél mentes sav” kifejezés azt jelent,
hogy a pufferként mikidé sav a folyékony gyogyszer-
készitményben barmilyen soja nelkil van jelen. Amikor
savat tartalmazé puffert alkalmazunk a folyékony
gybégyszerkészitményben, azt altaldban séja alakjaban
vagy a sav és sdja keverékeként hasznaljuk. Példaul a
puffer elkészitésehez a savat egy ellenionjaval hasz-
naljuk, ami lehet példaul natrium-, kalium-, ammo-
nium-, kalcium- vagy magnéziumion. Ezek szerint a
szukcinatpuffer altaldban a borostyank8sav egy soéjat,
példaul natrium-szukcinatot vagy a borostyankdsav és
a natrium-szukcinat keverékét tartalmazza. A talal-
many szerinti polipeptidtartaimui stabilizalt folyékony
készitmenyhez alkalmazott megfelel6 sav lehet — a
korlatozas szandéka nélkll — borostyank&sav, citrom-
sav, foszforsav, glutaminsav, maleinsav, almasav,
ecetsav, borkésav és aszparaginsayv, elénydsen boros-
tyank8sav vagy citromsav, ezek kézll is féként boros-
tyankGsav.

A talalmany szerinti folyékony, polipeptidtartalmu
gyégyszerkészitmények ,stabilizaltak”. A ,stabilizalt” ki-
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fejezés azt jelenti, hogy a folyékony készitménynek na-
gyobb a tarolasi stabilitdsa azokhoz a készitmények-
hez képest, melyek az itt targyalt médon nem tartal-
mazzak egy aminosavbazis és egy puffer kombinacié-
jat. Ez a nagyobb tarolasi stabilitas a folyékony készit-
ményeknél megfigyelhetd, akar folyékony készitmény-
ként taroljuk azokat a késdbbi felhasznélasig, akar lefa-
gyasztott készitményként, melyet a felhasznélaskor ol-
vasztunk fel, akar liofilizalassal, |égszaritassal, permet
alakjaban térténé szaritdssal nyert szaritott készit-
ményként, melybdl a felnasznalas elétt rekonstrudljuk
a folyékony készitményt vagy mas alakot. Elénydsen a
talalmany szerinti készitményt kozvetlenil folyékony
alakban taroljuk, hogy kihasznaljuk a taldlmany nyuijtot-
ta telies elényt, a készitmény rekonstrualasa nélkiili,
kénny( alkalmazhatdsagot és annak lehetdségét, hogy
fiolakba elére szétmért, az alkalmazashoz kész déziso-
kat vagy — amennyiben a készitmény bakteriosztatikus
agensekkel kompatibilis — tobb ddzisbél allé preparatu-
mokat kaphassunk.

A taldlmany szerinti készitmények azzal a felfede-
zéssel kapcsolatosak, hogy az arginin, lizin, aszpara-
ginsav vagy glutaminsav aminosavaknak szabad bazis
vagy sO alakjaban torténd, egy lényegében a séjatél
mentes savval kombindlt hozzaadésa a készitményhez
noveli a polipeptidtartalmu, folyékony gyogyszerkészit-
mények tarolasi stabilitdsat azokhoz a készitmények-
hez képest, melyek a két emlitett komponenst nem tar-
talmazzak. A készitmény megnovekedett taroldsi stabi-
lithsa az aminosavnak a terapidsan aktiv polipeptidre
gyakarolt hatasan, kozelebbrdl a polipeptid térolas alatti
aggregalodasanak befolyasolasan keresztil érhetd el.
Tovabba, az itt meghatarozott aminosavbazisnak és
egy lényegében a sdjatdl mentes savnak a folyékony,
polipeptidtartalmi készitményekhez valé hozzaadasa-
val kézel izotonias folygkony gydgyszerkészitményeket
nyeriink anélkil, hogy tovabbi izotonizalé anyagot, pél-
daul natrium-kloridot kellene alkalmaznunk. A ,kdzel
izoténias” kifejezést azt jelenti, hogy a folyékony készit-
mény ozmolaritdsa 240-360 mmol/kg, elénydsen
240-340 mmol/kg, el6nyésebben 250-330 mmal/kg,
még elénydsebben 260-320 mmol/kg, legelbnydseb-
ben 270-310 mmol/kg tartomanyba esik.

A talalmany szerinti stabilizalt folyékony gyogyszer-
készitményekhez felhasznalt aminosavbazisok megvé-
dik a terapiasan hatd polipeptideket az aggregalddas-
tél, ndvelve ezaltal a polipeptidnek a készitmény tarola-
sa alatti stabilitasat. A ,megndvelt stabilitas” alatt azt
értjlik, hogy a folyekony gyogyszerkeszitmény tarolasa
alatt a polipeptid aggregatumképzése csdkken ahhoz
az aggregatumképz6deshez viszonyitva, amit az adott
stabilizalészert nem tartalmazé keszitmény tarolasa
alatt a polipeptid mutat. Az aminosavbazis hozzaada-
sabdl adodo csokkent aggregatumképzes koncentra-
ci6fligg8, azaz az aminosavbazis koncentracidjanak
nbvelése a folyekony gydgyszerkészitmenyben 1évd
polipeptid stabilitdsanak fokozodasahoz vezet. Az
adott aminosavbazisnak a folyékony gydgyszerkészit-
ményekhez adandd, az aggregatumképzédés csok-
kentesével a polipeptid stabilitdsat es ezaltal a készit-
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mény tarolasi stabilitasat ndveld mennyiségét jol ismert
modszerekkel, kildndsebb kisérletezés nélkil megha-
tarozhatjuk.

Az adott aminosavbazisnak a folyékony készit-
ményben 1évé polipeptid tarolas alatti aggregalédasara
gyakorolt hatasat példaul kdnnyen meghatarozhatjuk
az oldhaté polipeptid idébeli valtozasainak mérésével.
Az oldatban 1évé oldhatd polipeptid mennyiségének
meghatarozasara szamos, a kérdéses polipeptidhez
adaptalt analitikai eljaras all rendelkezésiinkre. llyen
maodszer példaul a forditott fazisi (RP)-HPLC, a méret-
kizérasos (SEC)-HPLC és az UV-elnyelésen alapuld
eljarasok, amint azokat a példaknal az alabbiakban le-
irjuk. Ahol a kérdéses polipeptid a folyékony készit-
ményben oldhatd és oldhatatlan aggregatumot is ké-
pez a tarolas alatt, RP-HPLC és SEC-HPLC mddsze-
rekkel tudjuk megkiilonboztetni az oldhaté polipeptid-
ben az oldhaté aggregatum és a nem aggregalddott,
bioldgiailag aktiv alakban 1évé polipeptid aranyat, amint
azt az 1. példaban leirjuk.

Aggregacid esetében a polipeptidtartalmu folyé-
kony gydgyszerkészitménybe viendd aminosavbazis
hatasos mennyiségének azt a mennyiséget tekintjlk,
ami csokkenti az idd elérehaladtaval lezajlé aggrega-
tumképzddeést, és ezaltal elésegiti, hogy az oldatban a
polipeptid nem aggregalddott, bioldgiailag aktiv alak-
ban maradjon meg. Ahol példaul a polipeptid egy mo-
nomer protein, mint amilyen az interleukin—2 (IL-2)
vagy a szoveti faktor ut inhibitor (TFPI), a talalmany
szerinti stabilizalt készitmény eléallitdsdhoz a stabiliza-
l6szer hatdsos mennyiségének azt a mennyiséget te-
kintjik, ami az IL-2 vagy TFPI monomer alakban valé
nagyobb mérték( megtartdsat eredményezi.

A talalmany szerinti stabilizalt folyékony peptidtar-
talmu készitmenyek megndvekedett tarolasi stabilitdsa
azzal is Gsszefliggésben lehet, hogy az aminosavbazis
gatlohatast gyakorol a terapiasan aktiv polipeptidmole-
kulaban jelen Iévd glutamin- és/vagy aszparaginkom-
ponensek tarolas alatti deaminalodasara. Az adott ami-
nosavbazisnak az emlitett komponensek deaminaléda-
sara gyakorolt hatasat kédnnyen megallapithatjuk, ha
nyomon kovetjlik a deaminalt alakban |év8 polipeptid
mennyisegének idébeli valtozasat. Az cldatban 1évé
adott polipeptid molekularis alakjainak, azaz a nativ és
deaminalt allapotban v alakjainak a mérésére szol-
galé médszerek altalanosan ismertek a szakter(leten.
llyen modszer az emlitett alakok kromatografias elva-
lasztasa, példaul RP-HPLC mddszerrel, és az elva-
lasztott alakok ismert molekulatémeg( polipeptid stan-
dardnak az alkalmazasaval térténé azonositasa, amint
azt a példakban leirjuk.

A sojatol lenyegében mentes savval pufferolt ami-
nosavbazis Uj kombinacidinak a polipeptidstabilitas
nbvelésere torténd alkalmazasa elénnyel jar, példaul
a borastyank&sav/natrium-szukcinat pufferben lévé
aminosavbazis kombinacidival szemben. Ez az U
kombinacié kdzel izoténias készitmények dsszedllita-
sat teszi lehetéve, melyekben a stabilizalé aminosav
nagyobb koncentracidban szerepelhet, mint a puffer-
ként egy sav és soja keverékét alkalmazé rendszerek-
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ben. A stabilizalé aminosav nagyobb koncentraciéja a
polipeptid stabilitdsanak és ezaltal a készitmény taro-
lasi stabilitdsédnak még fokozottabb ndvelését teszi le-
hetdvé.

Példaul ha borostyankdsavval pufferolt argininba-
zist adunk az interleukin—2 (IL-2) proteint tartalmazé,
az adott protein optimélis kémhatasaval (pH=5,8) ren-
delkezé folyékony készitményhez, az arginin koncent-
racioja 230 mmol/l értékre ndvelhetd, mialatt a készit-
mény izotonicitasa még megmarad. Ez megkettézi az
IL-2 50 °C hdmeérsékleten mért tarolhatésagi idétarta-
mat, ami a protein stabilitisanak mértéke.

Noha az IL-2 hasonlé tarolhatésagi idétartamat ér-
hetjlik el ugyanilyen argininkoncentracié mellett boros-
tyankdésavinatrium-szukcinat puffer alkalmazasaval is,
az arginint ez esetben sav alakjaban kell a készitmény-
hez adjuk, hogy ugyanazt a pH-értéket érhessiik el, és
a nyert készitmény hiperténias (1. példa 1. tablazat).

Hasonloképpen, ha citromsavval pufferolt arginin-
bazist adunk a szdveti faktor Gt inhibitor (TFPI) proteint
tartalmazo, az adott fehérje optimalis kémhatasaval
(pH=5,5) rendelkezs folyékony készitményhez, az argi-
nin koncentraciéja 300 mmol/l értékre ndvelhetd,
mialatt a készitmény izotonicitasa még megmarad. Ez
a TFPU 50 °C hémérsékleten mért tarolhatdsagi idétar-
tamat kdzel 50%-kal megndveli. Noha a TFPI hasonlo
tarolhatésagi id6tartamat érhetjlik el ugyanilyen argi-
ninkoncentracié mellett citromsav/natrium-citrat puffer
alkalmazasaval is, az arginint ez esetben sav alakja-
ban kell a készitményhez adjuk, hogy ugyanazt a
pH-értéket érhesslik el, és a nyert készitmény hipertd-
nias (8. példa 18. tablazat).

A primer stabilizatorként alkalmazott aminosav ma-
gasabb koncentrécidja lehetévé teszi, hogy ne legyen
sziikség a hagyomanyos polipeptidstabilizalék, példaul
a szarvasmarha-szérumalbumin vagy a human sze-
rumalbumin alkalmazasara, melyek a potencialis viru-
s0s szennyezettségik miatt kevéssé kivanatosak.

Tovabbéa kivanatos a folyékony gyégyszerkészit-
mények izoténias volta, mert igy csdkken a bevitelkor
okozott fajdalom és minimalizaladik a hiperténias vagy
hipoténias készitménnyel jaré potencialis hemilitikus
hatas. Ezek szerint a taldimany szerinti stabilizalt ké-
szitményeknek nemcsak hogy hagyobb a tarolasi sta-
bilitasa, de azzal az elénnyel is jarnak, hogy lényege-
sen kisebb fajdalmat okoz a bevitelilk azokhoz a ke-
szitményekhez képest, melyek egy savbél és sojabadl
allé hagyomanyos pufferrendszert alkalmaznak. Pél-
daul a taldimany egyik megvaldsitasi modjanal a stabi-
lizalt folyékony gyogyszerkészitmény injektélasa ke-
vésbé okoz égetd és csipds fajdalmat, mint a normal
sdoldat (7. példa).

A szakember klldndsebb kisérletezgetések nélkiil
meg tudja allapitani a szdban forgé terapidsan aktiv
polipeptidet tartalmazé folyékony gyogyszerkészit-
mény komponenseinek, nevezetesen a primer stabili-
zalészerként alkalmazott aminosavbazisnak és a puf-
ferként hasznalt, lényegeben a séjatél mentes savnak
az elényds koncentracioit, melyekkel elérheté a foko-
zott polipeptidstabilitas a készitmény taroldsa alatt.
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Kévetve az itt — példaul az 1. példaban — targyalt
protokollt, a szakember meg tudja allapitani a folyékony
gyogyszerkészitményekhez hasznalt aminosavbazis és
a kilénféle pufferoldésavak kivant koncentracidinak tar-
tomanyat. A készitményben szerepld polipeptidtél flg-
géen az aminosavbazis elényds koncentraciéja a
100-400 mmol/l, elényésen a 130-375 mmol/l, még
elénydsebben a 150-350 mmol/l, ennél is elbnydseb-
ben a 175-325 mmol/l, ennél is elénydsebben a
180-300 mmol/l, ennél is eldnydsebben a
190-280 mmmol/l, legelénydsebben a 200-260 mmol/l
tartomanyba esik.

A pufferként hasznalt savtdl és az aggregatumkép-
zéssel szemben stabilizaland6 polipeptid pH-optimu-
matdl fliggéen a savat 40-250 mmol/l, 50-240 mmol/l,
60-230 mmol/l, 70-220 mmol/l, eldnydsebben
80-120 mmol/l, legeldnydsebben 90-200 mmol/l kon-
centracidtartomanyban alkalmazzuk.

Az egyik megvalositasi mddndl az aminosavbazis a
230 mmal/l koncentracioban 1évé argininbazis és a puf-
ferolésav a 128 mmol/l koncentracidban lévé boros-
tyankdsav. Ez lehetdvé teszi egy kdzel izotdnias ozmo-
laritasu és pH=5,8 kémhatasu folyékony, polipeptidtar-
talmu gydgyszerkészitmény eldallitasat. Egy masik
megvaldsitasi mddnal az aminosavbazis a 300 mmol/l
koncentracidban lévé argininbazis, és a pufferoldsav a
120 mmal/l koncentrcidban |évé citromsav. Ez lehetd-
vé teszi egy kozel izoténids ozmolaritasi és
pH=5,5 kémhatasu folyékony, polipeptidtartalmui
gyogyszerkészitmény eldallitdsat. Egy masik megvals-
sitasi modnal az aminosavbazis a 200-300 mmol/l
koncentraciéban levé argininbazis, és a pufferolésav a
120-180 mmol/l koncentraciéban |évé borostyankdsav.
Ez lehetéve teszi egy 256-363 mmollkg ozmolaritasi
és pH=5,5 kémhatasu folyékony, polipeptidtartalmu
gyégyszerkeszitmény eldallitésat.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi madjanal a
stabilizalt folyékony gyogyszerkészitmény polipeptid-
ként IL-2-t vagy valtozatait, 150-350 mmol/l koncent-
raciéban |évé argininbazist €s 80—190 mmol/l koncent-
racidban lévé borostyankdsavat tartalmaz. Egy el8nyds
megvalositasi médnal az IL-2-t tartalmazo folyékony
gyégyszerkészitmeényben az argininbazis 230 mmol/l
koncentraciéban, a borostydnkésav 128 mmol/l kon-
centracioban van jelen. Ennek az elényds IL-2-készit-
ménynek a kémhatasa pH=5,8, az ozmolaritasa
250-330 mmol/kg. Az IL-2-nek vagy valtozatainak a
koncentracidja ezekben a keszitményekben
0,01-2,0 mg/ml, el6nyésen 0,02—1,0 mg/ml, még elé-
nyosebben 0,03-0,8 mg/ml, legelénydsebben
0,03-0,5 mg/ml.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi madjanal a
stabilizalt folyékony gyogyszerkészitmény polipeptid-
ként TFPI-t vagy valtozatait, 100-400 mmol/l koncent-
raciéban |évé argininbazist és 80—190 mmol/l koncent-
raciéban lévé borostyankdsavat tartalmaz. Egy elényds
megvalositasi médnal a TFPI-t tartaimazd folyékony
gyégyszerkészitményben az argininbazis
200-300 mmol/l koncentracidban, a borostyankdsav
120-180 mmol/l koncentracioban van jelen. Ennek az



1 HU 227 347 B1 2

elénydés TFPI készitménynek a kémhatasa pH=5,5, az
ozmolaritasa 240-360 mmol/kg. A TFPI-nek vagy val-
tozatainak a koncentracidja ezekben a készitmények-
ben 0,01-5,0 mg/ml, elénydsen 0,05-2,0 mg/ml, még
elénydsebben 0,10-1,0 mg/ml, legelénydsebben
0,10-0,60 mg/ml.

A taldlmany egy masik megvaldsitasi médjanal a
stabilizalt folyékony gydgyszerkészitmény polipeptid-
ként TFPI-t vagy valtozatait, 175-400 mmol/l koncent-
raciéban [évd argininbazist és 40-200 mmol/l koncent-
racioban |évd citromsavat tartalmaz. Egy elényds meg-
valésitasi madnal a TFPI-t tartalmazé folyékony gyogy-
szerkészitményben az argininbazis 250-350 mmol/l
koncentraciéban, a citromsav 100-150 mmol/l kon-
centracidban van jelen. Ennek az el6nyds TFPI készit-
ménynek a kémhatasa pH=5,0-6,5, az ozmolaritasa
240-360 mmol/kg. Egy még elénydsebb megvaldsitasi
médnal az argininbazis koncentraciéja 300 mmol/l, a
citromsav koncentraciéja 120 mmol/l. Ennek a TFPI ké-
szitménynek a kémhatasa pH=5,5, az ozmolaritasa
240-360 mmol/kg. A TFPI-nek vagy valtozatainak a
koncentracioja ezekben a készitményekben
0,01-5,0 mg/ml, elénydsen 0,05-2,0 mg/ml, még elé-
nyésebben 0,10-1,0 mg/ml, legelénydsebben
0,10-0,60 mg/ml.

Amint azt az alabbiakban targyaléasra ker(lé példak
mutatjak, a polipeptidet tartalmazd folyékony gydgy-
szerkészitmények kémhatasa, féként az aggregatum-
képzddésre gyakorolt hatason keresztiil, befolyasolja a
készitményben lévd polipeptid stabilitasat. Ezért a ta-
lalmany szerinti gydgyszerkészitményekben lévé puf-
ferolosav mennyisége az adott polipeptid stabilitasa
szempontjabol az optimalis pH-értéktél fliggéen valto-
zik. A pH-optimum meghatdrozasara a szakterileten
altalanosan hasznalt mddszerek szolgalhatnak, ezeket
a peldakban szemléltetjlk. A talalmany szerinti készit-
ményekre vonatkozdan elényds a 4,0-9,0, még el8-
nydsebb az 5,0-6,5 pH-tartomany az adott polipeptid-
tél fliggéen, igy amikor a polipeptid az IL-2 vagy annak
valtozata, az optimalis kémhatds pH=5,8. Egy masik
megvaldsitédsi madnal, ahol a polipeptid a TFPI vagy
valtozata, ez az érték pH=5,5.

A lényegében a sdjatél mentes savval pufferalt,
aminosavbazist tartalmazo stabilizalt gydgyszerkészit-
mény tovabbi stabilizalészereket is tartalmazhat, me-
lyek tovabb fokozzak a terapiasan aktiv polipeptid sta-
bilitasat. A jelen talalmany szempontjabdl kilénésen
jelentds ilyen stabilizalészer lehet a metionin és az
EDTA —nem korlatozva csak az emlitettekre —, melyek
a polipeptidet a metionin oxidalédasaval szemben ve-
dik, tovabbé a nemionos felilletaktiv anyagok, melyek a
polipeptidet a lefagyasztas/felolvasztas alatti vagy a
mechanikai nyiréerékkel kapcsolatos aggregalédastdl
védik a polipeptidet.

Amikor a terapias hatéanyagként alkalmazott poli-
peptid legalabb egy oxidaciora érzékeny metionin részt
tartalmaz, metionin aminocsavat adhatunk a készit-
ményhez, hogy megakadalyozzuk a metionin rész me-
tionin-szulfoxidda torténé oxidalédasat. A ,megakada-
lyozzuk” kifejezés azt jelenti, hogy minimalizaljuk az
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oxidalt metionin idébeli felgylilését. A metionin oxidals-
dasdnak gatlasa a polipeptid megfeleld molekulaalak-
janak a fokozottabb megérzését eredményezi. A metio-
hinnak barmelyik szterecizomerje (L, D vagy DL) vagy
ezek kombinacioi alkalmazhaték. A hozzadadandé
mennyiséghek elegendének kell lennie a metioninrész
oxidaciéjanak olyan mérték( gatlasara, hogy a metio-
hin-szulfoxid mennyisége a szabalyozd mikddés
szempontjabdl még elfogadhaté legyen. Altalaban ez
azt jelenti, hogy a készitmény 10-30% metionin-szulf-
oxidnal nem tartalmazhat tobbet. Ez ltalaban ugy ér-
hetd el, hogy a hazzdadott metionin és a metioninré-
szek aranya 1:1 és 1000:1 kdzotti, legeldnydsebben
10:1 és 100:1 kdzotti tartomanyba esik.

A hozzdadandd metionin elényds mennyisége
kénnyen meghatarozhaté kisérletileg oly médon, hogy
a kérdéses polipeptidet tartalmazd készitményt kiilon-
b6z8 metioninkancentraciokkal allitjuk dssze, és vizs-
galjuk ezek hatasat a polipeptid oxidalédasara. Ehhez
peldaul kromatografias elvalasztast (RP-HPLC) és ki-
[6nbdzé ismert molekulatdmegi palipeptidekkel torténd
Osszehasonlitast hasznalhatunk, amint azt a 2. példa-
ban leirjuk. A készitmény polipeptid stabilitasanak javi-
tasara azt a metioninkoncentraciot tekintjlik elényds-
nek, mely maximalisan gatoljia a metioninrészek oxida-
ciojat anélkiil, hogy hatranyosan befolyasolna a poli-
peptidaggregaldodas aminosavval torténd gatlasat.

A jelen taldlmany szerinti folyékony készitmény fel-
hasznalasa alatti, a lefagyasztas/felolvasztas és a me-
chanikai nyirderék okozta polipeptidkdrosodast a ké-
szitményhez adott fellletaktiv anyagokkal akadalyoz-
hatjuk meg. Ezek az anyagok csdkkentik a felllleti fe-
szlltséget az oldat/levegd hatarfellleteken. Tipikus fe-
llletaktiv anyagként alkalmazzuk a nemionos felliletak-
tiv anyagokat, mint amilyenek a poli(oxi-etilén)-szorbit-
észterek, példaul a poliszorbat 80 (Tween 80) és a poli-
szorbat 20 (Tween 20); a polioxi-propilén-polioxi-etilén-
észtereket, mint amilyen Pluronic F68; a polioxi-etilén-
alkoholokat, mint amilyen a Brij 35; a szimetikont; a po-
lietilénglikolt, mint amilyen a PEG 400; a lizofoszfatidil-
kolint és a polioxi-etilén-p-terc-oktil-fenolt, mint amilyen
a Triton X—100. A gyogyszerek felllletaktiv anyagokkal
torténd klasszikus stabilizélasat irjak le példaul Levine
és munkatarsai [J. Parenteral Sci. Technal., 45(3):
160-165 (1991); referenciaként itt beépitve]. A jelen ta-
lalmany gyakorlataban az el6nydsen alkalmazott fell-
letaktiv anyag a poliszorbat 80.

A fent emlitett komponensek mellett tovabbi stabili-
zaldéanyagok is adhatok a készitmenyhez, példaul al-
bumin, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) vagy ennek
s6i, peldaul dinatrium-EDTA. Az albumint 1,0%-o0s (t&-
meg/terfogat) vagy ez alatti koncentracidban hasznal-
hatjuk. Az EDTA sok oxidaciés reakciét katalizal6 fém-
ion megkdtesére szolgal, es ezaltal mikddik stabiliza-
l6szerkent.

A talalmany egyik megvalosulasi médjanal a stabili-
zalt gyogyszerkészitmény polipeptidként IL-2-t
vagy valtozatat, 150-350 mmol/l argininbazist,
80—-190 mmol/l borostyank8savat, 0,5-10 mmol/l me-
tionint, 0,1-5,0 mmol/l EDTA-t, 0,001-0,2% poliszorbat
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80-at tartalmaz. Az egyik elényds megvaldsitasi mod-
nal az IL-2-t tartalmazé folyékony gydgyszerkészit-
ményben az argininbazis 230 mmol/l koncentracidban,
a borostyankésav 128 mmol/l koncentracidban van je-
len. Ennek az elényds IL-2-készitménynek a kémhata-
sa pH=5,8, az ozmolaritisa 250-330 mmol/kg. Az
IL-2-nek vagy valtozatanak a koncentraciéja ezekben
a készitményekben 0,01-2,0 mg/ml, elényésen
0,02-1,0 mg/ml, még eldnydsebben 0,03-0,8 mg/ml,
legelénydsebben 0,03-0,5 mg/ml.

Ahol kivanatos, a jelen talalmany szerinti stabilizalt,
folyékony, polipeptidtartalmi gydgyszerkészitmények
cukrokat vagy cukoralkoholokat is tartalmazhatnak.
Barmelyik mono-, di- vagy poliszacharid vagy vizoldha-
té glikan alkalmazhaté, példaul fruktéz, gliikéz, man-
ndz, szorbdz, xiléz, maltdz, laktdz, szachardz, dextran,
pullulan, dextrin, ciklodextrin, oldhaté keményitd, hidro-
xi-etil-kemeényitd vagy karboxi-metil-celluléz-natrium,
ezek kozill is legelénydsebb a szacharéz. A cukoralko-
holokat 4-8 szénatomos, hidroxilcsoporttal rendelkezd
szénhidratokként definialjuk, ilyen példaul a mannit,
szorbit, inozit, galacitit, dulcit, xilit &s arabit, melyek ko-
zll legelénydsebb cukoralkohol a mannit. A fent emli-
tett cukrok vagy cukoralkoholok alkalmazhatdék dnma-
gukban vagy kombinacidikként. Az alkalmazott
mennyiségnek nincs meghatarozott korlatja, mindaz a
mennyiség hasznalhatd, ami még oldédik a folyékony
készitményben, és hatranyosan nem befolydsolja a ta-
lalmany szerinti mddszerrel elért stabilizalohatast.
A cukor vagy cukoralkohol eldnyds koncentracidja
1,0 és 15,0%, még elénydsebben 2,0 és 10,0% (t6-
meg/terfogat) kdzé esik.

A talalmany szerinti stabilizalt gydgyszerkészit-
mény mas olyan alkotorészeket is tartalmazhat, me-
lyek a terapias hatéanyagként hasznalt polipeptidnek
fokozzék a hatékonysagat és eldsegitik a kivant ming-
séget mindaddig, amig az aminosavbazissal elért pri-
mer stabilizaléhatasra nincsenek hatranyos befolyas-
sal. A készitménynek a megvalasztott beviteli uton biz-
tonsagosnak kell lennie, steril kell legyen és meg kell
tartania a kivant terapias aktivitasat.

A taldlmany szerinti készitményt elénydsen Ggy al-
litjuk &ssze, hogy elészér dsszekeverjik a stabilizald-
szert és a puffert, valamint barmely mas adalék anya-
got, és a keverékhez adjuk hozza az adott polipeptidet.
Az itt targyalt Uj készitmények barmely mas tovabbi
adalék anyaganak olyannak kell lennie, hagy hatranyo-
san ne befolyasolja a primer stabilizaléanyag, azaz a
pufferral —ami egy, a séjatol Iényegében mentes sav —
kombinalt aminosavbazis stabilizaldhatasat. Az amino-
savbézis kivant mennyiségét tartalmazo oldat kémha-
tasat a pufferrel olyan pH-értékre allitjuk be, ami bele-
esik az itt emlitett tartomanyokba, vagy meg elénys-
sebben, megegyezik az adott polipeptidre vonatkozé
pH-optimummal. Noha a pH-érték a széban forgd poli-
peptid hozzaadasa utan is bedllithato, elénydsebb ezt
a polipeptid adagolasa elbtt megtenni, minthogy ezzel
cstkkentjlk a polipeptid denaturdlédasanak veszélyeét.
Ezutan megfelelé mechanikai eszkdzzel dsszekeverjlk
a komponenseket.
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Noha a talalmanyban szereplé megvalésitasi for-
mak példaként az aggregatumképzddéssel a degrada-
ciora kiléndsen hajlamos interleukin—2-t (IL-2) vagy
valtozatat vagy a széveti faktor Ut inhibitort (TFPI)
vagy véltozatat tartalmazé stabilizalt készitményekre
iranyulnak, a taldlmany szerinti médszer altalanossag-
ban kiterjed minden olyan gybgyszerkészitményre,
mely a folyékony készitmény taroldsa alatt bekdvetke-
z8 aggregatumképzddést mutaté polipeptidet vagy
valtozatat tartalmazza. llyen polipeptid vagy biolégiai-
lag aktiv valtozata lehet példaul: valamelyik interleukin
(peldaul IL-2), valamelyik interferon, példaul a B-inter-
feron (IFN-B és mutansai, mint amilyen az IFN-Bge¢7
(leirva a 185459B1 szamu eurdpai szabadalmi bead-
vanyban és a 4 588 585 szamu amerikai egyestilt alla-
mokbeli szabadalomban; referenciaként itt beépitet-
tek), a szdveti faktor Gt inhibitor (TFPI), a human néve-
kedési faktor (hGH), az inzulin vagy mas hasonlé poli-
peptid, mely a folyékony készitményben aggregatu-
mot képez.

A talalmany szerinti stabilizalt folyékony gyogyszer-
készitményekben lévd polipeptidek lehetnek nativak
vagy késziilhetnek rekombinans technikaval; lehetnek
barmilyen eredetliek, igy szarmazhatnak emlésbdl,
példaul egérbdl, patkdnybdl, nyllbdl, sertéshdl, féem-
I8sbdl vagy emberbél, feltéve, hogy az itt targyalt tulaj-
donsagokat mutatjak, azaz a folyékony készitmény ta-
roldsa alatt aggregatumot képezhetnek. Ezek a poli-
peptidek elénydsen az emberbél szédrmaznak, még
elénydsebb, ha mikroorganizmusok altal eléallitott re-
kombinans human fehérjék.

A taldlmany szerinti gyogyszerkészitményekben te-
rapias hatéanyagkeént szerepls, széban forgd polipepti-
dek biolagiailag aktiv valtozatai szintén beletartoznak
az itt hasznalt ,polipeptid” fogalomba. Ezeknek a valto-
zatoknak meg kell 8riznilk a nativ polipeptid kivant bio-
I6giai hatasat, azaz a polipeptid valtozatat tartalmazé
gyégyszerkészitménynek ugyanazt a terdpids hatést
kell kivaltani a betegnek beadva, mint a nativ polipepti-
det tartalmazénak. Ezek szerint a polipeptidvéltozat
hasonlé médon szolgdl terapias hatéanyagként a
gyogyszerkészitményben, mint a nativ polipeptid.
A rendelkezésre all6 modszerekkel meghatarozhatjuk,
hogy a polipeptidvaltozat megérizte-e a kivant biologiai
aktivitast, és ezaltal szolgalhat-e terdpias hatéanyag-
ként a gyogyszerkészitményben. A bioldgiai aktivitas
meréséhez a nativ polipeptidek vagy fehérjék aktivita-
sanak mérésére szolgald specifikus vizsgalati eljaraso-
kat hasznalhatjuk, beleértve a jelen talalmanyban leirt
vizsgalatokat is. Tovabba, a bioldgiailag aktiv nativ po-
lipeptidekkel szembeni antitesteket megvizsgalhatjuk,
hogy kepesek-e hozzakétddni a polipeptid valtozatai-
hoz. Ahol ez a kétédés kimutathaté, az azt jelzi, hogy a
polipeptidvaltozat konformacidja a nativ polipeptidéhez
hasonld.

A nativ vagy természetben eléfordulé polipeptid al-
kalmas bioldgiailag aktiv valtozatai lehetnek a palipep-
tid fragmensei, analégjai és szarmazékai. A ,fragmens”
az intakt polipeptid szekvencianak és szerkezetnek
csak egy részet tartalmazza és lehet a nativ polipeptid
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C-terminalis vagy N-termindlis delécibja. Az ,analég”
lehet a nativ polipeptidnek vagy a nativ polipeptid egy
fragmensének az analdgja, ahol az analdg abban tér el
a nativ polipeptidszekvenciatél vagy -szerkezettdl,
hogy egy vagy tébb aminosav kicserélt, beszurt vagy
kiejtett. Az analég kifejezésbe beletartoznak a ,mutei-
nek” (mutans proteinek) — ahogyan azok itt leirtak — és
az egy vagy tobb peptoidot (peptidet utanzé) tartalma-
z4 peptidek is (lasd: WO 91/04282 szamu nemzetkozi
szabadalmi kdzlemény). A ,szarmazék’ az adott nativ
polipeptidnek, polipeptidfragmensnek vagy analdgja-
nak barmilyen megfelelé modosulatat jelenti, ahol a
modositas jelenthet glikozildlast, foszforilalast vagy
mas idegen molekularész hozzdadasat mindaddig,
amig a nativ polipeptid kivant bioldgiai aktivitdsa meg-
marad. A polipeptidfragmensek, -analégok vagy -szér-
mazékok eldallitdisara a szakterlleten rendelkezésre
allnak a moédszerek.

Példaul, a palipeptidszekvencia variansait a kérdé-
ses nativ polipeptidet kodold klénozott DNS-szekven-
cia mutacidjaval hozhatjuk létre. A mutagenezis és a
nukelotidszekvencia megvaltoztatasanak modszerei jol
ismertek a szakterlleten; lasd példaul: Walker és
Gaastra (szerkeszttk), ,Techniques in Molecular Bio-
logy” (MacMillan Publishing Company, New York,
1983); Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:488-492
(1985); Kunkel és munkatérsai, Methods Enzymoal.,
154:367-382 (1987); Sambrook és munkatdrsai, ,Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Har-
bor, New York, 1989); a 4 873192 szamu amerikai
egyestilt llamokbeli szabadalom és az ott szerepld iro-
dalom; valamennyi referenciaként itt beépitve. A meg-
felelé aminosavnak a polipeptid biolégiai aktivitasat
nem befolyasold kicserélésére eligazitast a Dayhoft és
munkatarsai modelljenél talalunk: ,Atlas of Protein Se-
guence and Structure” (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D. C., 1978; referenciaként itt beépitve).
ElBnyds a konzervativ szubsztitlcio, vagyis egy amino-
savnak egy hasonlé tulajdonsagl aminosavval valé
cseréje. Konzervativ helyettesitésrél beszéllink példaul
aGly © Ala, Val & lle  Leu, Asp < Glu, Lys < Arg,
Asn < GIn és Phe < Trp < Tyr cserék esetében, nem
korlatozva csak a felsoroltakra.

Az adott polipeptid szerkezetbeli valtozataiban a
maodositasokat elvegezhetjik oly médon, hogy a valto-
zat tovabbra is rendelkezzen a kivant aktivitassal. Nyil-
vanvald, hogy a polipeptidvarianst kddolé DNS-ben
végzett barmilyen mutacié nem helyezheti a szekven-
ciat a reading framen kivillre, és el6nyésen nem hoz
létre komplementer régiékat, amik szekunder mRNS-
szerkezetet képezhetnek; lasd a 75444 szamu eurdpai
szabadalmi beadvanyt.

A polipeptid biclégiailag aktiv variansainak az ami-
nosavszekvenciaja altalaban legalabb 70%-ban, el&-
nyésen legaldbb 80%-ban, még elénydsebben
90-95%-ban vagy nagyobb szazalékban, legel&nyd-
sebben 98 vagy nagyobb szazalékban azonos a refe-
rens polipeptidmolekula szekvenciajaval. A bioldgiailag
aktiv valtozat a nativ polipeptidtél 1-15, 1-10, peldaul
6-10, 5, 9, 3, 2 vagy 1 aminosavban klldnbdzhet. Az
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,azonos szekvencia® fogalman azt értjik, hogy egy
adott 6sszefliggd szegmensben ugyanazt az amino-
savsorrendet talaljuk a polipeptidvaltozathan és a refe-
rens polipeptidmolekuldban. Két aminosavszekvencia
kdzdtti szazalékos szekvenciaazonossagot Ugy hata-
rozzuk meg, hogy az egymashoz illesztett szekven-
ciaknal az azonos aminosavval kitdltétt helyek szamat
elosztjuk az dsszehasonlitott helyek dsszes szamaval
és a kapott értéket megszorozzuk szazzal.

A két szekvencia optimalis felsorakoztatasnal figye-
lembe veendé, hogy a varians aminosavszekvencidja-
nak folytonos szegmense rendelkezhet hozzaadott
vagy kiejtett aminosavakkal a referens molekulahoz
képest. Az aminosavszekvencidk dsszehasonlitdsadhoz
hasznalt folyamatos szegmens legaldabb 20 egymas-
hoz kapcsolddd aminosavbdl all, de lehet ez a szam
30, 40, 50, 100 vagy nagyobb. A szekvenciaazonossag
korrekcidi a véltozat aminosavsorrendjében meglévd
hézagok (,gap”) figyelembevételével torténik. A szek-
vencidk egymashoz illesztésének modszerei ismertek
a szakterlileten Ugy az aminosavsorrendre, mint az
aminosavszekvenciat kddolo nukleotidsorrendre vonat-
kozélag.

Barmely két szekvencia kozti szazalékos azonos-
sag meghatarozasanal alkalmazhatunk matematikai al-
goritmust. A szekvenciak dsszehasonlitasara hasznalt
matematikai algoritmus egyik elényds példaja a Myers-
és Miller-féle algoritmus [CABIOS, 4:11-17 (1988)]. Ez
az algoritmus az ALIGN programban (2,0 véltozat) al-
kalmazott, mely része a GCG szekvenciaillesztés
szoftvercsomagnak. Az aminosavszekvenciak dssze-
hasonlitasanal a PAM 120 tdmegtablazat, egy 12-es és
egy 4-es ,gape lenght penalty” hasznélhaté az ALIGN
programmal. Egy masik elényds, nem limitélé példa a
két szekvencia dsszehasonlitasahoz hasznélhaté ma-
tematikai algoritmusokra a Karlin- és Altschul-féle algo-
ritmus [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:2264 (1990),
maddositva Karlin és Altschul altal, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:5873-5877 (1993)]. llyen algoritmus van
beépitve Altschul és munkatarsai NBLAST és az
XBLAST programjéba [J. Mal. Biol., 215:403 (1990)].
A BLAST nukleotid keresés az NBLAST programmal
végezhet8, pontszam=1000, széhossz=12, megkapva
az adott polipeptidet kddols nukelotidszekvenciaval ho-
moldg nukleotidszekvenciakat. A BLAST protein vizs-
galat XBLAST programmal végezhetd, pontszam=50,
sz6hossz=3, megkapva az adott polipeptiddel homalég
aminosavszekvenciakat. Hogy 6sszehasonlitasi céllal
megkapjuk a heézagokat figyelembe vevé illesztést, a
Gapped BLAST hasznalhatd, amint azt Altschul és
munkatarsai leirjak [Nucleic Acids Res., 25:3389
(1997)]. Ett6l eltéré mddon, hasznalhatjuk a PSI-
Blast-ot egy megismeételt kereséshez, hogy detektaljuk
a molekulak kozétti tavoli rokonsagokat [Altschul és
munkatarsai, fent]. A BLAST, Gapped BLAST és PSI-
Blast programok alkalmazasanal az illeté programok
alapértelmezett (default) paramétereit hasznalhatjuk,
lasd: http://www.ncbi.nlm.nih.gov; az ALIGN programot
[Dayhoff (1978)] az Atlas of Protein Sequence and
Structure 5:Suppl. 3-ban (National Biomedical Re-
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search Foundation, Washington, D. C.) és a Wisconsin
Sequence Analysis Package, Version 8-ban (besze-
rezhetd a Genetics Computer Grouptdl, Madison, Wis-
consin) lévé programokat, példaul a GAP programot,
ahol a program alapértelmezett (default) paramétereit
alkalmazzak.

Az aminosavszekvencia szdzalékos homogenitasa-
nak megdllapitasanal figyelembe veendd, hogy néhany
helyen az aminosavak a konzervativ aminosavak cse-
réje eredményeként klldnbdzhetnek egymastdl, ami
nem befolydsalja a protein funkcids tulajdonsagait.
Ezekben az esetekben a szazalékos szekvenciaazo-
nossag felfelé mdédosithatd, tekintettel a konzervativ
cserélt aminasavak hasonlésagéra. Az ilyen médositas
j6l ismert a szakterileten, lasd példaul Myers és Miller
[Computer Applic. Bial. Sci., 4:11-17 (1988)] cikkét.

A polipeptid pontos kémiai szerkezete szamos té-
nyezétél fligg. Minthogy a molekula ionizélhaté amino-
és karboxilcsoportokat tartalmaz, az adott polipeptid le-
het savas vagy bazikus s6 formajaban vagy semleges
alakban. Valamennyi készitmény, mely megfelel6é kor-
nyezeti allapotok kdzé helyezve megtartja biologiai ak-
tivitasat, beletartozik a polipeptidek itt hasznalt megha-
tarozasaba. Tovabba, a polipeptid primer aminosav-
szekvencidja megnodvelheté szarmazékképzéssel, ami-
hez cukormolekulat (gllikozilalas) vagy mas kiegészitd
molekulat, példaul lipidet, foszfat-, acetilcsoportot vagy
hasonlot hasznalunk. Ugyancsak kiegészithetd sza-
charidokkal kanjugalva. Némelyik szarmazék a termeld
gazdaszervezetben lezajlé transzlacids folyamatokon
keresztll képzddik, masok in vitro dllithatdk eld. Ezek a
maodosulatok barmelyik esetben beletartoznak a poli-
peptid itt hasznalt definiciéjdba mindaddig, amig a poli-
peptid aktivitasa nem sérlil. Varhato, hogy a kulénféle
vizsgdlati eljarasoknal ezek a médositasok mennyiségi
vagy mingségi befolyassal lehetnek az aktivitasra, fo-
kozva vagy csOkkentve azt. Tovabbd, a lanchan levd
egyes aminosavrészek madosithatok oxidalassal, re-
dukciéval vagy mas szdrmazékképzéssel, és a poli-
peptid az aktivitdst megérzé fragmensekre hasithato.
Az aktivitast nem karositd ilyen valtoztatasok utén a
polipeptid tovabbra is eleget tesz az itt leirt definicio-
nak.

A szakterlleten hasznos eligazitasokat talalunk a
polipeptidvaltozatok elbéllitdsara és alkalmazasara vo-
natkozéan. A polipeptidvéltozatok elkészitésénél a
szakember kdnnyen meghatarozza, a nativ fehérje nu-
kelotid- vagy aminosavszekvenciajanak mely maédosi-
tasai azok, melyek eredményeként nyert valtozatok al-
kalmasak arra, hogy a jelen taldlmany szerinti készit-
ményben terapiasan aktiv komponensként alkalmaz-
hatok legyenek, és amelyek aggregatumképzése a |-
nyegében sojatdl mentes savval pufferolt aminosavba-
zZissal az itt leirtak szerint csdkkenthetd.

A talalmany egyik megvaldsitasi madjandl a folyé-
kony gyogyszerkészitményben terapidsan aktiv kom-
ponensként jelen lévé polipeptid az interleukin-2
(IL-2) vagy annak valtozata, elényisen a rekombinans
IL-2. Az interleukin—2 a normal periferialis vérlimfoci-
tak altal termelt limfokin, mely alacsony koncentracio-
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ban taldlhaté a szervezetben. Ez a fehérje serkenti a
ndvényi lektineknek, antigéneknek vagy mas stimulan-
soknak valé kitettség utan az antigén vagy mitogén sti-
mulalta T-sejtek osztédasat. Az IL-2-t el6szdr Morgan
és munkatarsai irtak le [Science, 193:1007-1008
(1976)] és eredetileg , T-sejt ndvekedési faktor” néven
hevezték, minthogy képes indukalni a stimulalt T-limfo-
citék szaporodéséat. Ez egy 13 000-17 000 molekula-
tomeg( fehérje [Gillis és Watson, J. Exp. Med.,
159:1709 (1980], melynek izoelektromos pontja
pH=6-8,5 tartomanyban van. Ma mar tudjuk, hogy
nemcsak novekedési faktor, hanem az immunrendszer
kiildnféle in vitro és in vivo funkcioit is befolyasolni ké-
pes. Az IL-2 egyike azoknak a limfociték altal termelt
messzendzserszabalyozé molekulaknak, melyek a cel-
luldris kdlcsénhatasokat és funkcidkat kdzvetitik. Errdl
a természetben el&forduld limfokinrdl kimutattak, hogy
akar dnmagaban, akar limfokinaktivalt killer’ sejtekkel
(LAK) vagy tumorinfiltralé limfocitakkal kombinalva tu-
morellenes hatasa van killénféle rosszindulati daga-
natokkal szemben [példaul: Rosenberg és munkatar-
sai, N. Engl. J. Med., 316:889-897 (1987); Rosenberg,
Ann. Surg., 208:121-135 (1988); Topalian és munka-
tarsai, J. Clin. Oncol, 6:839-853 (1988); Rosenberg és
munkatarsai, N. Engl. J. Med., 319:1676-1680 (1988);
Weber és munkatarsai, J. Clin. Oncol, 10:33-40
(1992)]. Noha az IL-2 tumorellenes hatasat attétes
melanomanal és vesesejt-karcindmanal irtdk le, mas
betegségek, nevezetesen a limféma is, reagalni latsza-
nak az IL-2-kezelésre.

A ,rekombinans IL-2" kifejezésen azt a nativ IL-2-
szekvenciaval 6sszemérhetd bioldgiai aktivitassal ren-
delkezé interleukin—2-t értjik, melyet rekombinans
technikaval éllitottak eld [peldaul: Taniguchi és munka-
tarsai, Nature, 302:305-310 (1983); Devos, Nucleic
Acids Research, 11:4307-4323 (1983)] vagy mutacio-
val valtoztattak meg [Wang és munkatérsai, Science,
224:1431-1433 (1984)]. Ez altalanossagban leirva ugy
torténik, hogy az IL-2-t kadol6 gént kldnozzak, majd a
transzformalt gazdaszervezetben, elénydsen egy mik-
roarganizmusban, legel6nydsebben E. coliban exp-
resszaljak. Az expresszalasi kérilmények kdzott a gaz-
daszervezet kifejezi az idegen gént, IL-2-t termelve.
A szintetikus rekombinans IL-2 eukariotakkal is el6al-
lithato, példaul élesztével vagy emberi sejttel. A sejtek
tenyésztését, dsszegy(ijtését, feltarasat és az IL-2 ki-
nyerését példaul a 4 604 377, 4 738 927, 4 656 132,
4 569 790, 4 748 234, 4530787, 4 575298 és a
4 931 543 szamu amerikai egyestilt llamokbeli szaba-
dalmak irjak le, ezek referenciaként itt beépitettek.

Az |L-2-valtozatokra példakat taldlunk a
136489 szamu, a 83101035.0 szamu (benyujtva; 1983.
februar 3-an, koézzétéve: 1983. oktdber 19-én
91598 szamon), a 82307036.2 szamu (benyujtva:
1982. december 22-én, kbzzétéve: 1983. szeptember
14-én, 88195 szamon) eurdpai szabadalmi beadvany-
ban; rekombinans IL-2-mutansokat ir le a 83306221.9
(benylijtva: 1983. oktdber 13-an, k6zzeteve: 1984. ma-
jus 30-an, 109748 szadmon) eurdpai szabadalmi bead-
vany, mely megfelel a 893016 szamu belga szabada-
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lomnak, mely kéz&sen birtokolt a 4 518 584 szamu
amerikai egyesult allamokbeli szabadalom és a
WO 99/60128 szamu szabadalom dltal; az itteni pél-
dakban alkalmazott IL-2-mutansokat a 4 931 543 sza-
mua amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalom itja le;
valamennyi szabadalmi irat referenciaként itt beépitve.
Tovabba, az IL-2 polietilénglikollal lehet médositott,
amivel ndvelheté az oldékonysag, és mébdosithaté a
farmakokinetikai profil (lasd a 4 766 106 szamu ameri-
kai egyesilt dllamokbeli szabadalmat; referenciaként
itt beépitve).

A taldlmany egy masik megvaldsitasi modjanal a
folyékony gydgyszerkészitményben terapiasan aktiv
komponensként jelen Iévd polipeptid az interferon, ko-
zelebbrdl a fibroepitelialis B-interferon (IFN-B) vagy an-
nak véltozata, elénydsen a rekombinans DNS-techni-
kakkal elGallitott rekombinans IFN-p. Az interferonokat
az emldssejtek termelik valaszul a kiilénboz8 induce-
reknek, példaul mitogéneknek, polipeptideknek, viru-
soknak és hasonloknak vald kitettségre. Ezek a vi-
szonylag kicsi, fajspecifikus, egyetlen lanchol feléplild
polipeptidek immunregulator, virusellenes és antiproli-
ferativ tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az interferonok
jelentéséggel birak mint terapias hatéanyagok a viru-
sas betegségek és a rak kezelésében.

A human IFN-p-t kddold DNS-szekvencia a szakte-
rlleten rendelkezésre all [Goeddel és munkatarsai,
Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); Taniguchi és mun-
katarsai, Proc. Japan Acad. Sci., 855:464 (1979)], és a
gén kifejezddik E. coliban [Taniguchi és munkatarsai,
Gene 10:11-15 (1980)] és kinai horcsdg petesejtjeiben
(példaul a 4 966 843 és az 5 376 567 szamu amerikai
egyestuilt 4llamokbeli szabadalom). Az IFN- valtozatait
irja le a 18545981 szamu eurdpai szabadalmi bejelen-
tés és a4 518 584, valamint a 4 588 585 szamu ameri-
kai egyesilt dllamokbeli szabadalom. IFN-Pggr7 Mu-
tans E. coliban térténd expresszalasat irja le a
4 737 462 szamu amerikai egyestlt allamokbeli szaba-
dalom; valamennyi itt referenciaként beépitve.

A talalmany egy masik megvaldsitasi modjanal a
folyékony gydgyszerkészitményben terdpidsan aktiv
komponensként jelen levé polipeptid a széveti faktor ut
inhibitor (TFPI) vagy annak valtozata, mely a véralva-
dasi kaszkadot gatolja. Ez a fehérje lipoproteinkapcsolt
koagulacids inhibitor (LACI), szdveti faktor inhibitor
(TFI) és extrinszik Ut inhibitor (EPI) néven is ismert.
A TFPI-t el6szdr a Hep G2 human hepatomaseijtbél
[Broze és Miletich, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:1886-1890 (1987), majd human plazmabdl
[Novotny és munkatarsai, J. Biol. Chem,,
264:18 832-18 837 (1989)], Chang majsejtbdl és SK
hepatomasejtbdl [Wun és munkatarsai, J. Biol. Chem.,
265:16 096-16 101 (1990)] nyerték ki. A TFPI cDNS-t
mehlepény és endotél cDNS-kényvtarbal izolaltak
[Wun es munkatarsai, J. Biol. Chem., 263:6001-6004
(1988); Girard és munkatarsai, Thromb. Res.,
55:37-50 (1989)]. Attekintést ad Rapaport, Blood,
73:359-365 (1989); Broze és munkatarsai, Bioche-
mistry, 29:7539-7546 (1990)]. A TFPI 276 aminosav-
részbdl allo fehérjemolekulajat kédolé TFPI cDNS-klb-
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nozasat tovabba a 4 966 852, 5773 251 és az
5 849 875 szam( amerikai egyeslt allamokbeli szaba-
dalmak irjak le; referenciaként itt mindegyik beépitve.

A TFPI valtozatai ismertek, példaul az
5212 091 szam( amerikai egyes(lt allamokbeli szaba-
dalom nem gliikozilalt rekombinans TFPI E. colival tér-
ténd termelését és kinyerését irja le; az 5 105 833 sza-
mu amerikai egyestlt allamokbeli szabadalom analé-
gokat és fragmenseket targyal; az 5378 614 szamu
amerikai egyestilt llamokbeli szabadalom TFPI analé-
gok élesztében torténd eldallitasaval foglalkozik; vala-
mennyi referenciaként itt beépitve.

A taldlmany szerinti stabilizalt polipeptidtartalmi fo-
lyékony gydgyszerkészitmény gyogyaszatilag hatasos
mennyiségét alkalmazzuk a betegnél. A ,gyégyaszati-
lag hatasos mennyiségen” azt a mennyiséget értjlk,
mely a betegség vagy allapot kezelésére, megelézésé-
re vagy diagnosztizalasara alkalmas. A bevitel tortén-
het példaul szajon keresztill vagy parenteralisan, azaz
intravénas, intramuszkularis, szubkutan, intraarterialis
és intraperitonealis injekcidval vagy infuzidval. Az egyik
ilyen megvaldsitasi mod az injekcioként vald bevitel,
ami elénydsen szubkutan torténik. A talalmany szerinti
készitmény injektalhatd alakja lehet oldat, szuszpenzid
vagy emulzié, nem korlatozva csak a felsoroltakra.

Egy adott polipeptidet tartalmazd stabilizélt folyé-
kony gydgyszerkészitmény készilhet egységnyi dozis-
alakban, és lehet injektalhatd vagy infuzionalhaté alak-
ban, példaul oldatként, emulziéként vagy szuszpenzié-
ként. Tovabba tarolhato lefagyasztott allapotban vagy
eléallithatd szaritott alakban, mint amilyen a liofilizalt
por, melybél a bevitel elétt visszaallithatjuk az oldatot,
szuszpenziot vagy emulziét, majd a bevitelhez barme-
lyik oralis vagy parenteralis modot alkalmazhatjuk. EI&-
nyés a keszitményt folyékony formaban tarolni, kihasz-
nalva a jelen talalmany megnévekedett tarolasi stabili-
tast nyUjté médszerének elényét. A stabilizalt gyégy-
szerkészitményt elénydsen membranon valo szliréssel
sterilizaljuk és egységnyi vagy tobb egységnyi dézist
tartalmazo tarolékban tartjuk, mint amilyen a lezart fiola
vagy ampulla. A gydgyszerkészitmény formalasanal to-
vabbi, a szakterlleten altalanosan alkalmazott madd-
szerek is hasznalhatok a folyekony gyogyszerkészit-
meny stabilitasanak fokozaséra, feltéve, hogy a talal-
many szerinti hatasra nincsenek kedvezétlen befolyas-
sal. A készitményekre, a megfelelé vivéanyagok, stabi-
lizaloszerek stb. kivalasztasara alapos attekintést tala-
lunk a Remington’s Pharmaceutical Sciences (18. ki-
adas, Mack Pub. Co., Eaton, Pennsylvania, 1990) kézi-
kényvben, mely referenciaként itt beépitett.

A ,beteg” fogalmaba beletartozik legelénydsebben
az ember, de az allatok is, féképpen az emldsok, neve-
zetesen a kutya, macska, szarvasmarha, 16, juh és ser-
tés, nem korlatozva csak a felsoroltakra. A kezelés le-
het megel6z6 és gydgyitéd celd. Amikor megel6zé céllal
hasznaljuk a kezelést, a hatéanyagot még a tiineteket
megel6zéen adjuk be. A megeléz8 kezelés a tlinetek
megjelenését hivatott megakadalyozni vagy enyhiteni.
Gyébgyito kezelésnél a hatéanyagot a szimptomak, fel-
leptekor (vagy réviddel azutan) adjuk. A hatdéanyag te-
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rapids alkalmazésa az aktudlis tlinet enyhitésére szol-
gal.

Példaul a nativ szekvencidju IL-2-t vagy valtozatat
tartalmazé, a taldlmany szerinti gydgyszerkészitmény
hatdsos mennyiségét jelentd formatumokat szamos,
erre a polipeptidre terapidsan reagald Klinikai indikacié
kezelésére, megeldzésére vagy diagnosztizalidsara
haszndlhatjuk. A nativ szekvencidjli IL-2 bioldgiailag
aktiv valtozatait, példaul az IL-2 aktivitdsat megbrzd
mutansokat, kilondsen az IL-2.sub.ser 125 és mas
mutansokat, melyekben a 125-8s helyen a cisztein mas
aminosavakkal helyettesitett, a nativ IL-2-h6z hasanlo
médon formdlhatjuk. Kévetkezésképpen, a nativ IL-2-t
vagy véltozatait felhaszndlhatjuk bakteridlis, virusos,
parazitds és gombas fertdzések diagnosztizaldsara,
megeldzésére vagy (helyi vagy szisztémas) kezelésére;
sejtkozvetitette citotoxicitds noveléseére; a limfokin altal
aktivalt ,gyilkos” (killer) sejtek aktivitdsanak serkentésé-
re; limfocitdk immunmiikodésének helyreallitasahoz; a
szerzett immunhiany betegségneél (AIDS) az immun-
funkcié helyredllitasanak eldsegitésére; idés emberek
és dllatok normalis immunmukddésének helyredllitasa-
ra; kéros allapotoknal az IL-2-szintnek enzimamplifika-
ciot, radiojeldlést, radioleképzést és mas ismert mod-
szereket alkalmazd nyomon kOvetésére; a terdpias
vagy diagnosztikai céllal in vitro tenyésztett T-sejtek no-
vekedésének serkentésére; limfokinek receptorhelyei-
nek gétldsara és mas kllonféle terapias, diagnosztikai
és kutatasi alkalmazasra. A human IL-2-nek és valtoza-
tainak, példaul az IL-2-mutdnsoknak, kiildnféle terapias
és diagnosztikai alkalmazasait kutattak és irtak le Ro-
senberg és munkatarsai [N. Engl. J. Med., 316:889-897
(1987)], Rosenberg [Ann. Surg., 208:121-135 (1988)],
Topalian és munkatérsai [J. Clin. Oncol., 6:839-853
(1988)], Rosenberg és munkatarsai [N. Engl. J. Med.,
319:1676-1680 (1988)], Weber és munkatarsai [J. Clin.
Oncol., 10:33—40 (1992)], Grimm és munkatarsai [Cell.
Immunol., 70(2):248-259 (1982)], Mazumder [Cancer J.
Sci. Am., 3(Suppl. 1):S 3742 (1997)], Mazumder és
Rosenberg [J. Exp. Med., 159(2):495-507 (1984)] és
Mazumder és munkatarsai [Cancer Immunal. Immunot-
her. 15(1):1-10 (1983)]. Az IL-2-t vagy valtozatait tartal-
mazé, talaimany szerinti formulak alkalmazhatok 6nallé
agensként vagy kombinalhatok mas immunoldgiailag
fontos B- vagy T-sejtekkel vagy mas terapias agensek-
kel. Fontos sejtek példaul a B- vagy T-sejtek, a terme-
szetes ,gyilkos” sejtek, a LAK sejtek és hasonlok; tera-
pias agensekként hasznalhatok peldaul a kilénféle in-
terferonok, kiilbnésen a gamma-interferon, a B-sejt né-
vekedési faktor, az IL-1 és az antitestek, példaul az an-
ti-HER2 vagy az anti-CD20 antitestek. Az IL-2-t vagy
valtozatat tartalmazo talaimany szerinti formatumok az
embernek vagy az allatoknak beadhaték szajon at, int-
raperitonedlisan, intramuszkularisan, szubkutan, intra-
vénasan, orron at vagy tidén keresztill, ahogyan azt az
orvos jonak latja. Az IL-2 (akdr a nativ szekvencigjq,
akar a biologiai aktivitisat megérzé valtozata, példaul
az itt targyalt mutansok) mennyisége 0,1-15 mUim? ko-
Z6tti mennyisegben vihetd be. A vesesejt-karcinéma és
az attétes melanoma esetében az |L-2-nek vagy biol4-
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giailag aktiv valtozatanak intravénas bdéluszban
300 000-800 000 1U/kg/8 dra nagysagu dézisa adhaté
be.

A nativ szekvencidju szdveti faktor Ut inhibitort
(TFPI) vagy valtozatat tartalmazé talalmany szerinti
gyogyszerkészitmény hatdsos mennyiségét jelents for-
matumokat szdmos, erre a polipeptidre terapiasan rea-
gald Klinikai indikacié (helyi vagy szisztémas) kezelé-
sére, megelézésére vagy diagnosztizaldsara hasznal-
hatjuk. Ezek kdzé a klinikai indikéaciék kdézé tartoznak
peéldaul a neutrofil elasztdz fokozott szintézisével és
felhasznalasaval kapcsolatos indikaciok, mint amilye-
nek a gyulladasos betegségek, példaul a stlyos has-
nyalmirigy-gyulladas (pancreatitis), tlidétagulat (amp-
hysema), reumaszer( izileti gyulladas (rheumatoid
arthritis), dsszetett szervelégtelenség, cisztas fibrozis,
felnéttkori 1égzési distressz szindroma (ARDS) és
szepszis; az IL-8 fokozott szintézisével és felhasznala-
saval kapcsolatos betegségek, ideértve olyan gyullada-
sos betegségeket, mint az ARDS, reperfliziés bantal-
mak (ideértve a tlid6 reperflzios sérlilését), szepszis
és izlleti gyulladas (lasd: a referenciaként itt beépitett
WO 96/40224). Az IFN-p vagy mutansai az embernek
vagy dllatnak beadhatd szajon at, intraperitoneadlisan,
intramuszkularisan, szubkutan, intravénasan, orron ke-
resztll vagy a tiddn at, ahogyan azt a kezel6orvos jo-
nak latja.

A p-interferont (IFN-p) vagy valtozatat példaul az
IFN-Bge,17-€t tartalmazo, talaimany szerinti gydgyszer-
készitmény hatasos mennyiségét jelentd formatumokat
erre a polipeptidre terapidsan reagald klinikai indikacio
diagnosztizaldsara, megel6zésére vagy kezelésére
(helyi vagy szisztémas) hasznalhatjuk. Ezek kdzé a kli-
nikai indikaciok kézé tartoznak példaul a kézponti ideg-
rendszer (CNS), az agy és/vagy gerincagy rendelle-
nességei és betegségei, ideértve az Alzheimer-kort, a
Parkinson-kért, a Lewy-test demenciat, a sclerosis
multiplexet, az epilepsziat, a kisagyi ataxiat, a prog-
ressziv szupranuklearis bénulast, az izomsaorvadasos
(amyotroph) lateralis szklerézist, a affektiv rendellenes-
ségeket, a szorongast, a régeszmeés kényszerbetegsé-
get, a személyiségi zavarokat, a figyelemhianyt, a fi-
gyelemhianyos hiperaktivitst, a Tourette-szindromat,
a Tay Sachs-szindrémat, a Niemann—Pick-szindromat
és a skizofréniat; a cerebrovaszkularis rendellenesség-
bél, peldaul agyi vagy gerincagyi sztrokbdl, CNS-ferté-
zésbél, ideértve az agyhartyagyulladast és HIV-et, az
agy vagy gerincagy tumorabdl, priontol adodé idegka-
rosodasok; az autoimmun betegsegek, ideértve a szer-
zett immunitasi elégtelenséget, a reumaszer(i izileti
gyulladast, a pikkelysomért, a Crohn-féle betegséget, a
Shjogren-szindrémat, az izomsorvadasos lateralis
szklerézist és a lupuszt; a rakbetegségek, ideértve az
emlé-, prosztata-, hélyag-, vese- és végbeélrakot. Az
IFN-B-t vagy mutansait az embernek vagy allatoknak
beadhatjuk szajon at, intraperitonedlisan, intramuszku-
larisan, szubkutan, intravénasan, orron at vagy tlidén
at, amint azt az orvos jonak latja.

A jelen talalmany tovabba eljarast nyljt a folyékony
gyégyszerkészitményben levé polipeptid stabilitdsanak
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névelésére, ahal a terapids hatéanyagként szolgald
polipeptid a folyékony készitmény tarolasa alatt aggre-
gatumképzddést mutat. Az eljaras abbdl all, hogy a ké-
szitményhez egy aminosavbazisnak a polipeptidtarolas
alatti aggregalédasat csékkenté mennyiségét adjuk a
folyékony készitmény megfeleld pH-tartomanyat bizto-
sité puffer —ami egy, a sojatél [ényegében mentes sav-
bél all — kiséretében.

A polipeptidnek vagy szarmazékainak az amino-
savbazissal vagy az aminosavbazis és egy vagy tébb
tovabbi stabilizélészer kombinacidjaval a fentiekben
targyalt puffer kiséretében torténd stabilizalasaval elér-
juk a polipeptidet tartalmazé folyékony gyégyszerké-
szitmény tarolas alatti stabilitasanak ndvekedését.
Ezek szerint a talalmany eljarast nyljt az olyan folyé-
kony gyogyszerkészitmény tarolas alatti stabilitdsanak
novelésére, mely a tarolas alatt aggregatumot képzd
polipeptidet tartalmaz. A ,megndvekedett tarolasi stabi-
litds” fogalman azt értjlik, hogy a gyogyszerkészit-
ményben [évd polipeptid vagy valtozata fokozottabb
mértékben &rzi meg tulajdonsagait, bioldgiailag aktiv,
nem aggregalodott konformaciojat a térolas alatt, ezal-
tal kevéshé csOkken terapias hatékonysaga azokhoz a
folyékony készitményekhez képest, melyek az amino-
savbazist vagy aminosavbazis és egy vagy tobb mas
stabilizaloszer kombinacidjat és az itt targyalt puffert
nem tartalmazzak.

A talalmany mddszere szerint elkészitett polipeptid-
tartalmu gyogyszerkészitmények tarolasi stabilitdsa-
nak megallapitasara a szakteriileten jol ismert modsze-
reket hasznalhatjuk. Az ilyen készitmények tarolési
stabilitdsanak értekelésére dltalaban a tarolasi stabili-
tasi profilokat hasznaljuk. Ezekhez a profilokhoz Ugy ju-
tunk, hogy nyomon kévetjiik a nem aggregalédott, bio-
l6giailag aktiv molekulaformakban 1évé polipeptid
mennyiségének idébeli valtozasat a valtozo tényezék,
példaul kémhatas, stabilizalészer, a stabilizaloszer
koncentracioja fliggvényében, ahogyan azt az alabbi
példakban szemléltetjlik. Ezeket a stabilizacids profilo-
kat kiilonféle hdmérsekleti kérilmények kézott vehet-
juk fel, példaul a fagyasponton, hitétt korilmények kd-
Zott, szobah&meérsékleten vagy magasabb hémérsék-
leten, példaul 40-50 °C-on. A tarolasi stabilitast pél-
daul a polipeptidek felezési idejere vonatkozé profilok
Gdsszehasonlitasaval hatdrozzuk meg. A ,felezési id6”
azt az id6periddust jelenti, mely alatt a nem aggregalo-
dott, bioldgiailag aktiv alakban levé polipeptid mennyi-
sége 50%-kal csdkken. A jelen taldlmany mddszere
szerint elkészitett, argininbazist és egy, a sojatél lénye-
gében mentes savat tartalmazo készitmeények felezési
ideje legalabb 2-10-szer, elénydsen legalabb 3-10-
szer, még elénydésebben legaldbb 4-10-szer, legels-
nydsebben legalabb 5-10-szer hosszabb, mint azoke a
készitményeké, melyek az aminosavbazist, az amino-
savbazis és egy vagy tébb mas stabilizalészer kombi-
naciéjat eés a sdjatél lényegeben mentes savbdl, a sav-
nem tartalmazzék. A jelen talaimany celja a talalmany
szerinti eléallitas eredményeként megndvekedett taro-
lasi stabilitdssal rendelkezd ,stabilizalt” gydgyszerké-
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szitmény szolgéltatdsa. Az ilyen stabilizalt készitmény-
nek a felezési ideje 2-8 °C hémérsékleten tartva leg-
alabb 18 hénap, elénydsebben 20 hénap, még elénys-
sebben 22 hénap, legelbnydsebben legalabb 24 hé-
nap.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban
példakat adunk meg. A példak kizérélag illusztrativ cél-
zatlak, és a taladlmany oltalmi kérét nem korldtozzak.

Példak

A konkrét példak targyalasa elétt a kisérleti rész al-
talanos ismertetését adjuk meg az alabbiakban.

Az IL-2 egy potencialis mitogén, mely serkenti a
T-sejt szaporodasat. Széles korli gydgyaszati alkalma-
zasa van, mint a rakaos attétek kezelésének egyik hats-
anyaga, a rakterapia egyik segédanyaga, mint a fert6-
zéses betegségek egyik dsszekotd dgense.

Az IL-2-terdpiat alkalmazd kiilénféle klinikai vizsga-
latok elérehaladtaval nyilvanvaléva valt, hogy a széban
forgo fehérjét tartalmazé stabil folyékony készitmények
kifejlesztésére nagy igény van. Az ilyen készitménynek
a hagyomanyos liofilizalt formatumoknal sokoldaldbb-
nak kell lennie, minthogy valtozé dozirozasi rendeknek
kell megfelelien. A folyékony készitmény azért alkal-
masabb, mert nincs sziikség a rekonstrukciéra. Ezek a
formatumok elére megtdltétt, hasznalatra kész fecs-
kenddk vagy — ha bakteriosztatikus agensekkel Gssze-
férheték — tobbddzisu készitmények lehetnek.

Leirtak, hogy a folyékony készitményben 1évé IL-2
tarolas alatti degradalodasa legaldbb harom uton tor-
ténhet: aggregalddassal, a metionin oxidacidjaval és
deaminalassal [Kunitani és munkatérsai, J. Chroma-
tography 359:391-401 (1986); Kenney és munkatérsai,
Lymphokine Res., 5:523-527 (1986)]. Tovabba az
IL-2 érzékeny a lefagyasztas és a mechanikai nyiré-
erdk okozta akut karositasra, ezért olyan IL—2-formatu-
mokat kell kifejleszteni, melynél figyelembe vesszik
Ugy az akut karosadas, mint a kronikus degradacio ve-
szelyét. Ebbdl kdvetkezben, egy Uj, stabil, monomer
rhiL-2-készitményt fejlesztettlink ki. Ezekben a készit-
menyekben a fehérjemolekuldk monomer, nem aggre-
galt alakjukban vannak az oldatban, vagyis nincsenek
az oldatban kovalens vagy hidroféb rhlL—2 oligomerek
vagy aggregatumok. A készitmény néhany stabilizalo-
agenst tartalmaz, a legfontosabbként arginint és metio-
nint, hogy stabilizaljak a fehérjét a fizikai és kémiai ka-
rositassal, elsdsorban a hosszas tarolas alatt bekévet-
kezd aggregalddassal, a metionin oxidalodasaval es a
deaminacioval szemben. Emellett hemionos felliletak-
tiv anyag, paliszorbat 80 van a készitményben, hagy a
feherjét megvédie a lefagyasztas/felolvasztas és a me-
chanikai nyiréer6k okozta akut karosadastél. Amint az
alabbi példak mutatjak, a talaimany szerinti stabilizald-
szereknek rhlL—2-készitményhez adasaval ndveljik a
tarolasi stabilitast.

A példakban alkalmazott IL-2-molekula egy rekom-
binans human IL-2-mutans, aldezleukin, melyben a
cisztein-125 szerinnel helyettesitett (dez-alanil-1, sze-
rin-125 human interleukin—2). Ezt a fehérjét E. coliban
fejezziik ki, majd diafiltraciéval és kationcserélé kroma-
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tografiaval tisztitjuk, amint azt a 4 931 543 szam( ame-
rikai egyeslilt dllamokbeli szabadalom leirja. A kiindu-
lasként haszndlt tisztitott preparatum 3 mg/ml IL-2-
tartalmaz, és a formulalas vagy 200-250 mmol/l nat-
rium-kloridot tartalmazé 10 mmol/l koncentraciéju nat-
rium-citrat-pufferben, pH=6 (CM ,pool’ puffer), vagy
10 mmol/l natrium-szukcinatot és 150 mmol/l L-arginint
tartalmazd pufferben, pH=6, térténik.

A szdveti faktor Ut inhibitor (TFPI) egy masik olyan
fehérie, mely aggregaladik a folyékony készitmény ta-
roldsa alatt [Chen és munkatérsai, J. Pharm. Sci.,
88:881-888 (1999)]. A 8. példaban olyan készit-
ménnyel foglalkozunk, mely azt szemlélteti, hogy a
szabad bazis alakjaban lévé aminosav és a sojatol |é-
nyegében mentes savbdl alld pufferrendszer milyen
mérsékld hatassal van a polipeptid aggregélodasara.

Az aldbbiakban ismertetésre keriil§ eljarasokat
hasznaljuk az adott stabilizalészerek IL-2 vagy TFPI
degradacidjara kifejtett hatasanak meghatarozasara,
vagyis az adott fehérjék folyékony készitmények taro-
l&s alatti stabilitdsanak értékelésére.

UV-elnyelés mérésén alapuld modszer

A fehérjecldat UV abszorbancidjanak méréséhez
Hewlett Packard Diode Array spektrométert (Model
8452) hasznalunk. Vakként a megfeleld puffert hasz-
naljuk. Az abszorbanciat 1,0 cm-es kvarckivettaban
mérjlik 280 nm-en. Az IL-2 mg/ml-ben megadaott kon-
centraciojénak a kiszamitéséhoz a 0,70 (mg/ml)~'em!
extinkcids koefficienst hasznaljuk.

RP-HPLC mddszer

A forditott fazisi HPLC vizsgalatokat 717 tipusu
Waters automata mintavevével (Waters Corporation,
Milford, Maine) ellatott Waters 626 LC rendszerrel vé-
gezzlik Vydac 214BTP54 C, oszlopon és Vydac
214GCC54 elboszlopon (Seponations Graup, Hespa-
ria, California). Az oszlopokat elézetesen az ,A” moz-
géfazissal (10%-os acetonitril, 0,1% TFA) egyensu-
lyozzuk ki, majd révisziink 20 pg IL-2-mintat, és a fe-
hérjét a ,B” mozgdfazissal (100% acetonitril, 0,1% tri-
fluor-ecetsav, TFA) elualjuk, a gradiensellcichoz az
arényat 50 perc alatt 1,0 ml/perc atfolyasi sebesség
mellett 5%-rol 100%-ra emelve. Az cldhaté IL-2 6 t5-
mege a 32. perc kdrnyékén jén le. A detektalast
214 nm-en vegezzlk, Waters 486 detektort hasznalva.
Az adatok &sszegylijtese és feldolgozasa Perkins—El-
mer Turbochrom rendszerrel térténik (PE Nelson, Cu-
pertino, California).

Az RP-HPLC madszerrel nyert csdcsok: B csucs, a
f6 monomer IL-2; A cslcs az oxidalt metionin fehérje
(féként oxidalt Met'94); B1 cstics deaminalt fehérje (fel-
tehetSen Asn®8); ezek el6tt és utan mas ismeretlen mo-
lekulak csucsai is eludlédnak.

SEC-HPLC médszer

A méretkizardsos HPLC-t (SEC-HPLC) TSK
SWx1 véddoszloppal ellatott TOSOHAAS G2000SWx1
oszlopon végezzik (TOSOHAAS, Montgomeryville,
Pennsylvania). A 10 mmol/l natrium-foszfatot, pH=7 és
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200 mmol/l amménium-szulfatot tartalmazé mozgéfa-
zist 1,0 ml/perc atfolyasi sebességgel visszik az osz-
lopra. A monomer IL-2 kb. a 14. percben elualédik.
A detektélast 214 nm-en végezziik Waters 486 detek-
torral. Az adatok 8sszegyUijtéséhez és feldolgozasdhoz
Perkin-Elmer Turbochrom rendszert hasznalunk.

Az eredeti SEC-HPLC protokoll IL-2 monitoroza-
sara kifejlesztett médositdsdt hasznélva, az
rhiL-2 nagy része egyetlen cstcsban eludlédik, vals-
szinlileg monomer alakban, minthogy az aggregatumot
disszocialé agensek, példaul az SDS, karbamid és
DTT hozzaadasa az ellicidra nincs hatassal.

IEX-HPLC

Az ioncserél6-HPLC (IEX-HPLC) vizsgalatot Phar-
macia Mono-S HR 5/5 livegoszlopon végezzik Waters
626 LC rendszert alkalmazva, amit egy 717 fltott/h(itott
automata mintavevivel egeészitiink ki, ahogyan azt
Chen és munkatarsai leirjdk [J. Pharm. Sci.,
88:881-888 (1999)]. Az oszlopot 80% ,A” mozgdfazis-
bal [20 mmol/l natrium-acetatot tartalmazé oldat: aceto-
nitril, 70:30 (térfogat/térfogat), pH=5,4] és 20% ,B”
mozgofazishdl [20 mmol/l natrium-acetat és 1 mol am-
moénium-kloridot tartalmazoé oldat: acetonitril, 70:30,
pH=5,4] all6 eleggyel ekvilibraljuk. A minta injektalasa
utan a rekombinans human (rh) TFPI-t gradiensellcio-
val oldjuk le, a ,B" komponens aranyat 21 perc alatt,
0,7 ml/perc atfolyasi sebesség mellett 85%-ra emelve.
Az thTFPI kb. a 16,5. percnél jon le egyetlen cslcs-
ként. A detektalast 280 nm-en végezzik Waters
486 abszorbcids detektort hasznalva. Az adatok 0ssze-
gy(jtéséhez és feldolgozdsahoz Perkin—Elmer Tur-
bochrom rendszert hasznalunk. A fehériekoncentracio
meghatérozasdhoz az integralt cslcs alatti terlletet
standard koncentraciogdrbéhez viszonyitjuk.

SDS-PAGE médszer

A natrium-dodecil-szulfatos poliakrilamidgél-elekt-
roforézist (SDS-PAGE) Laemmli protokollal hajtjuk
végre. Az eldre kidntétt 18%-0s Norvex Trisz-glicines
gél egyes pélydira kb. 5 pg IL-2-t viszlink fel, és az
elektroforézist 100 V feszlltségnél végezziik. A fehér-
jesavokat Coomassie-kekkel festjlik, és Imagequan T
rendszerrel ellatott Molecular Dynamics denzitométer-
rel analizéljuk (Molecular Dynamics, Sunnyvale, Cali-
fornia).

Az IL-2 bioaktivitasanak vizsgalata a

HT-2 sejtszaporodas és MTT festés

alkalmazaséval

Az IL-2 hataserdsségét in vitro végzett HT-2 sejtek
szaporodasan és MTT festésen keresztll hatarozzuk
meg [Gillis és munkatarsai, J. Immonology,
120:2027-2032 (1978); Watscn, J. Exp. Med.,
150(6):1510 (1979)]. A szbvettenyészté lemez bemé-
lyedéseibe 1x10% egérféle HT-2 sejtet helyezink.
Ezeknek a sejteknek a névekedése IL-2 fligg8. Stan-
dard anyaggal, kontrollal és a vizsgalati vegyllettel
vegzett parhuzamos teszteket allitunk &ssze.
22-26 oras, 37 °C hdmérsékleten torténd inkubalas
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utan, minden tenyészethez MTT festéket adunk, és az
inkubaciét 37 °C hémérsékleten folytatjuk 3-4 6ran at.
20% SDS-t adunk a tenyészetekhez, és szobahémér-
sékleten tartva egy éjszakan at, eltavolitjuk a festéket.
Az abszorbanciat 570 nm-en mérjik és a nyert adatok-
bél a WHO International standardok alapjan meghata-
rozzuk az IL-2 bioaktivitdsat.

A pH és az ozmolaritas mérése

Az egyes készitmények kémhatasat Orin pH-méré-
vel (Modell 611, Orion Research Incorporated Labaora-
tory Products Group, Boston, Massachusetts) mérjiik.
A pH-mérét a gyart altal ajanlott kétpufferes kalibraciés
eljdrassal kalibraljuk, pH=4 (Fisher Scientific, katald-
gusszam: SB101-500) és pH=7 Fisher Scientific, kata-
l6gusszam: SB107-500) standardokat hasznalva.

A készitmények ozmolaritdsat a Wescor cég Vapor
Pressure Osmometerével (Model 5500; Wescor Inc.,
Logan, Utah) mérjiik. Az ozmométert a gyartod cég két
standardjanak — 290 mmol/kg standard (Wescor, ren-
delési szam: OA-010) és 1000 mmol/kg standard
(Wescor, rendelési szam: OA-029) — felhasznalasaval
kalibraljuk.

Ezek az eljarasok felhasznalhatok a kiilonféle stabi-
lizéloszerek rhlL-2 aggregaldodason, a metionin oxida-
l6dasan és deamidalason keresztilli degradalodasara
gyakorolt hatasanak mennyiségi értékelésére.

1. példa

A kiilénfdle stabilizaldszerek hatasa az

rhiL-2 fehérje aggregalddasara és tarolasi

stabilitasara

Az enyhén savastdl az alkalikus kémhatasig terjedd
pH-tartomanyu folyekony készitményben az rhlL-2 fe-
hérje f6 degradalédasi Utja az aggregalodas. Az ilyen
pH-tartomanyban |évé rhiL-2-oldatot magasabb h&-
mérsékleten tartva, a fehérje gyorsan aggregalodik,
ami lathaté csapadékkivélashoz vezet. A lathato fehér-
jecsapadék 0,2 pm-es sziirdn kisz(irhetd. Az oldatban
maradé oldott fehérje mennyisége tébbféle analitikai
eljarassal meghatédrozhats, igy RP-HPLC-vel,
SEC-HPLC-vel és UV-elnyelés mérésevel. Az aggre-
galédas a biclogiai aktivitds csékkenesét is eredme-
nyezi, amit az itt leirt in vitro biolégiai vizsgalattal hata-
rozhatunk meg.

Az itt leirt analitikai eljarasokkal nyomonkévetve az
oldott rhIL-2 megemelt hémeérsékleten lezajlé mennyi-
ségi valtozasat az inkubacio fliggvényében, meghata-
rozzuk az rhiL-2 kilonféle kdrilmények kdzott meg-
nyilvanulé tarolasi stabilitasat.

1A) A cukrok és aminosavak hatasa

A cukroknak az rhlL-2 térolasi stabilitdsara gyako-
rolt hatasat szorbit, szacharéz és mannit esetében
vizsgaljuk. A készitmeny 0,2 mg/ml rliL-2-t, 10 mmol/l
natrium-szukcinatot, pH=6 és 270 mmol/l adott cukrot
tartalmaz. A mintakban maradé oldhaté rhiL—2 mennyi-
ségét az inkubaciés idé fliggvényeben abrazoljuk az
1. dbrén. A szacharéz és a mannit gorbéje atfedi egy-
mast, jelezve, hogy az IL-2 tarolasi stabilitasara gyako-
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rolt hatdsuk hasonlé. A szorbit gorbéje kissé magasab-
ban helyezkedik el, mint a masik két cukoré, vagyis a
stabilizalé hatasa azokénal kissé erésebb.

Az aminosavaknak a tarolasi stabilitdsra gyakorolt
hatasat a 2. abra mutatja. A készitmények 0,1 mg/ml
IL-2-t, 10 mmol/l natrium-szukcinatot, pH=6, és
150 mmol/l. adott aminosavat tartalmaznak. Amint a
2. abrardl leolvashatjuk, a stabilizaldhatas sorrendje:
Arg Asp Lys Met Asn Leu=Ser=Pro=Gly.

A tovabbi vizsgalatok megerdsitik a szorhit és az
arginin stabilizdlohatasat és megmutatjak, hogy az
rhiL-2 tarolasi stabilitdsara gyakarolt hatasuk koncent-
raciofliggd. Az rhiL-2 tarolasi stabilitdsa fokozddik, ha
a szorbit koncentracisjat 50 mmol/l értékrél 150 mmolil
és vegll 270 mmol/| értékre ndveljik (3. dbra). Ugyan-
csak nd az rhilL-2 tarolasi stabilitisa a készitményben
lévé arginin koncentraciéjanak megemelésével
(4. abra).

1B) A készitmény pH-értékének hatasa

A készitmény kémhatasanak az rhlL-2 tarolasi sta-
bilitasara gyakorolt hatasat natrium-kloridot, szorbitot
és arginint tartalmazd készitményeken vizsgaljuk. Az
50 °C hémérsékleten tartott készitményekben oldva
lévd IL-2 felezési idejét a pH-értékek fliggvényében
abrazoljuk az 5. dbran. A felezési idé (ty5) fogalman itt
azt az id6tartamot értjlik, mely ahhoz sziikséges, hogy
a mintaban oldott fehérie mennyisége 50%-kal csék-
kenjen. A magasabb felezési idé6 nagyobb tarolasi sta-
bilitast jelent.

Amint az 5. dbra mutatja, az rhlL-2 fehérje aggre-
galédassal szemben stabilizaltsaganak pH-optimuma
fligg az oldatban |évé stabilizaldszertdl. A natrium-klo-
rid esetében az rhlL-2 maximalis téroldsi stabilitasa
pH=4 érteken érhetd el, ahal az 50 °C hémérsékleten
tartott rhlL—2 felezési ideje kb. 23 nap. A szorbitos ké-
szitményben az rhlL-2 névekvd stabilitdst mutat,
ahogy a pH-értéket ndveljik, a maximalis stabilitast
pH=5 értéknél érve el, ahol az 50 °C hémérsékleten
tartott rhiL—2 felezési ideje 26 nap. A legnagyobb stabi-
litast (azaz a leghosszabb felezési idét) a stabilizalé-
szerként hasznalt argininnel érjik el a készitmény
pH=6,0 értekenél, amikor az 50 °C hémérsekleten tar-
tott fehérje felezesi ideje kb. 32 nap. Ezek az eredmé-
nyek azt mutatjak, hogy az arginin elénydsebb stabili-
zaldszer, mint a szorbit vagy a natrium-klorid, minthogy
stabilizaléhatasanak pH-optimuma kézelebb all a fizio-
|6giailag inkabb elfogadhaté pH-ertékhez.

1C) A pufferrendszer hatasa

Altalanosan szokésos a megfelelé pH-érték biztosi-
tasara a készitményben 10 mmol/l koncentraciéju puf-
ferrendszert hasznalni. Példaul egy 5,8 pH-értékd ke-
szitményhez a borostyank&savnak és egy sdéjanak,
példaul a natrium-szukcinatnak 10 mmol/l koncentra-
cioju keverékét haszndljuk. Ha ezt a pufferrendszert
valasztjuk, a készitményben 150 mmol/l arginin-HCl-ot
alkalmazhatunk elsédleges stabilizaloszerként, de
150 mmol/l argininbazist mar nem, minthogy a
150 mmol/l koncentraciéban lévé argininbazis mar nem
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a kémhatast levihessiik pH=5,8 értékre.

Az arginin-hidroklotid azonban magasabb ozmolari-
tast eredményez, mint az argininbazis. A 150 mmol/l
arginin-HCl-ot tartalmazd, 10 mmol/l borostyank-
sav/natrium-szukcinat pufferrel pH=5,8 értékre bealli-
tott készitmény mar kdzel izoténids, minthogy az oz-
molaritasa 253 mmol/kg. Ennek a készitménynek a fe-
lezési ideje 50 °C hémérsékleten 8 nap (1. tablazat).
A készitményben azonban kivanatos, hogy nagyobb
argininkoncentraciét alkalmazzunk, mert ezzel nével-
hetjlik a tarolasi stabilitasat. Amikor az arginin koncent-
raciojat arginin-HCl alakjaban 230 mmol/l értékre nod-
veljuk, és a kémhatést 10 mmol/l borostyankésav/nat-
rium-szukcinat pufferrel pH=5,8 értékre dllitjuk be, az
50 °C hémérsékleten mért felezési id6 megduplazadik
(kb. 17 nap), de az oldat hiperténias lesz, az ozmolari-
tasa kb. 372 mmol/kg.

Ha a készitményhez a pH=5,8 érték bedllitasanal
borostyankésavat, argininként argininbazist haszna-
lunk, az argininbazis koncentraciéjanak 230 mmaol/l ér-
tékre valé ndvelésével az 50 °C hdmérsékleten mért
felezési id6 ugyancsak megduplazéddik kb. 16 napra
hosszabbodva. A tarolasi stabilitasnak ezt a ndvekedé-
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Készitmeny (valamennyi-  Ozmolarités | t;,, 50 °C-on
ben 1 mmol/l EDTA; (mmal/kg) (nap)
pH=58)
230 mmol/l Arg béazis, 271 16,0

128 mmol/l borostyanké-
sav

Ezt a két pH-bedllitdsi mbdszert mas pufferrend-
szerekkel is vizsgéltuk. Amikor a készitményben
150 mmol/l arginin-HCl-ot hasznalunk és a pH=5,8 ér-
téket 10 mmol/l savval és natriumsojaval allitjuk be, va-
lamennyi készitmény az izotén ozmolaritas alatt van,
kb. 290 mmol/kg. Az rhIL-2 50 °C hémérsékleten mért
felezési ideje ezeknél a készitményeknél 15-20 nap.
Amikor 230 mmol/l argininbazist hasznalunk és a
pH-érteket a séjatdl 1ényegében mentes savval allitjuk
be, a citromsavat vagy borostyankdsavat alkalmazé
készitmények ozmolaritdsa még az izotonitas alatt ma-
rad; foszforsav esetében kissé az izotonitas felett van
vagy példaul glutaminsav vagy ecetsav alkalmazasa-
kor a készitmény mar hipertdnias. Az 50 °C hdmersek-
leten mért felezési idé azonban 30 nap félé emelkedik.
fgy, pufferként citromsavat vagy borostyankésavat,

sét azonban Ugy érjlk el, hogy kdzben az oldat kozel 25 mindkettét lényegében a sdjatdl mentes allapotban
izoténias marad, az ozmolaritdsa 271 mmol/kg (1. tab- hasznalva, a bazis alakjaban lévé arginin koncentracio-
lazat). Ily médon 230 mmol/l koncentraciéban hasznal- jat 230 mmol/l értékre ndvelhetjlk, ami az rhIL-2 taro-
hatdé az argininbdzis az rhlL-2 tarolasi stabilitdsanak lasi stabilitdsanak fokozddasat eredményezi.
noveléséhez anélkiil, hogy a készitmény tullépné az
izotonitést. 30 2. tablazat
Az rhlL-2-keszitmények ozmolaritasa
1. tablazat és tarolasi stabilitdsa
Az rhlL-2-készitmények ozmolaritasa és tarolasi
stabilitasa Készitmény Ozmolaritds | ty, (nap)
R iy f i x R (mmaolkg)
A tarolési stabilitist a felezési idével (tq),) fejezziik 35
ki. Az oldatban megmaradé oldott rhIL-2 mennyiségét 150 mmolfl Arg HC|, 248 20,5
RP-HPLC analizissel mérjiik. A tarolas 50 °C hémér- 10 mmol/l Na-citrat/cit-
sékleten torténik. Az arginin-HCl-ot tartalmazé készit- romsav
mény &sszetétele: 0,5 mg/ml rhiL-2, 1 mmol/l EDTA és 230 mmol/l Arg bazis, 228 36,1
150 vagy 230 mmol/l L-arginin-HCI, a kémhatas 40 | 86 mmol/l citromsav
pH=5,8 értékre beallitva 10 mmol/l koncentracioju bo- 150 mmolfl Arg HCI, 957 191
rostydnkdésav/natrium-szukcinat pufferrel. Az arginin- 10 mmol/l Na-szukei-
bazist tartalmazé készitmény Gsszetétele: 0,5 mg/ml nat/borostyankésav
rhiL-2, 1 mmol/l EDTA, 150 vagy 230 mmol/| L-arginin- 230 mmolll Arg bézis, 285 29,2
bazis €s 81 mmol/l vagy 128 mmol/l borostyankdsava 45 | 128 mmolfl borostyanks-
pH=5,8 érték beallitasahoz. sav
150 mmol/l Arg HCI, 260 15,6
Készitmény (valamennyi- | Ozmolaritas | t,,, 50 °C-on 10 mmol/l Na-fosz-
ben 1 mmol/l EDTA; (mmoal/kg) (nap) fatfoszforsay
pH=58) 50 .
230 mmal/l Arg bézis, 329 29,9
150 mmolil Arg HCI, 253 8,0 193 mmol/l foszforsav
10 mmol/l Na-szukci- 150 mmol/l Arg HCI, 264 14,6
nat/borostyankdsav 10 mmol/l Na-gluta-
150 mmolil Arg bazis, 192 99 55 mat/glutaminsav
81 mmol/l borostyanké- 230 mmol/l Arg bazis, 407 47,5
sav 225 mmol/l glutaminsav
230 mmol/l Arg HCI, 372 16,9 150 mmol/l Arg HCI, 259 20,8
10 mmol/l Na-szukci- 10 mmol/l Na-ace-
nat/borostyankdsav 60 tat/ecetsav
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2. tablazat (folytatas)

Készitmény Ozmolaritas ty (nap)
(mmol/kg)
230 mmol/l Arg bazis, 408 31,9

250 mmol/l ecetsav

1D) A fehérjekoncentracié hatasa

A fehériekoncentracié hatasat 10 mmol/l natrium-
szukcinatot, pH 6 és 150 mmol/l arginint tartalmazé ké-
szitményekkel vizsgaljuk. A 8. abrdn az oldhaté
rhlL-2 50 °C hémérsékleten mért felezési idejét a fehér-
jekoncentracio fliggvényében abrazoljuk. Az rhlL-2 ta-
rolasi stabilitdsa né, amint a fehérjekoncentracio csok-
ken. Ez a felismerés dsszhangban van azzal a kisérleti
megfigyeléssel, hogy az aggregalddas a folyékony ké-
szitményekben 1évd rhiL-2 fé degradalédasi utja.

1E) A nemionos felilletaktiv poliszorbat 80 hatasa

A poliszorbat 80 (Tween 80 vagy Tw 80) rhIL-2 ta-
rolasi stabilitdsara gyakorolt hatasat a kovetkezd dssze-
tétell készitményeken vizsgaljuk: 0,5 mg/ml IL-2,
230 mmol/l argininbazis, 128 mmol/l borostyankdsav,
pH=5,8 értékre beallitva, 1 mmol/l EDTA és 0,02 vagy
0,1% poliszorbat 80. Amint a 3. tablazatban dsszefoglalt
adatok mutatjak, a poliszorbat 80-at tartalmazd mindkét
készitménynél az oldott IL-2 50 °C hémérsékleten mért
felezési ideje 16 naprol 9 napra csdkken, amint az
RP-HPLC vizsgdlatok mutatjak. Ezek szerint a poliszor-
bat 80-nak a készitményben vald jelenléte csak a pro-
teinaggregacidra gyakorolt hatésa alapjan kedvezétlen-
nek tekinthetd. Ez az &gens azonban stabilizaléhatassal
rendelkezik a lefagyasztas/felolvasztas és a mechanikai
nyiréerék altal kivaltott fehérjekarositassal szemben,
igy az ilyen fehérjét tartalmazé készitmény feldolgozasa
alatt jelenléte j6tékony hatassal jér, amint azt az alabbi
példak bizonyitjak.

A szorbitalapu két készitmény tarolasi stabilitasat is
vizsgéltuk. Noha az RP-HPLC analizissel kapott érté-
kek Gsszevethetdk az arginines készitmények értékei-
vel, a SEC-HPLC analizissel megallapitott felezési
id6k sokkal rovidebbeknek adédnak, arra utalva, hogy
ezekben a kéeszitményekben az oldett allapotban 1évé
rhiL-2 fehérje nagy része aggregalddott alakban van.

3. tablazat
Az 50 °C hémérsékleten tartott készitmenyekben lévd
rhiL-2 felezési ideje (t4,,) az oldatban maradt rhiL-2
(B cstics) RP-HPL C-vel és SEC-HPLC-vel mért és az
in vitro bioldgiai vizsgalattal mért mennyisége alapjan

Készitmény ty/» 50 °C-on (nap)
RP SEC bioaktivi-
tés
230 mmol/l Arg ba- 16,0 21,3 256

zis, 128 mmol/l bo-
rostyankdsav
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Készitmény ty,2 50 °C-on (nap)

RP SEC bioaktivi-

tas

230 mmol/l Arg béa- 9,7 12,4 NA
zis, 128 mmol/l bo-
rostyankésav
0,02% Tw 80,

pH=58

230 mmol/l Arg ba- 9,1 12,2 245
zis, 128 mmol/l bo-
rostyankésav, 0,1%
Tw 80, pH=5,8

270 mmol/l szorbit,
10 mmol/l Na-szuk-
cinat, 0,1% Tw 80,

pH=4,5

270 mmol/l szorbit,
10 mmol/l Na-szuk-
cinat, 0,1% Tw 80,

pH=5,0

3,6 NA

14,4 24 21,3

NA=nincs adat

A 3. tablazatbdl kitlinik, hogy az argininbazis/boros-
tyankdsavas rhlL—2-készitmény esetében az RP-HPLC
modszerrel meghatarozott felezési id6 kissé rdvidebb,
mint a SEC-HPLC analizissel és még rovidebb, mint az
in vitro bioldgiai médszerrel kapott érték. A SEC-HPLC-
vel nyert f6 rhil—2-frakcidt tovabb vizsgaltuk. Ezek a
mintdk nem mutatnak az eldcios id6ben eltérést akar
SDS, karbamid vagy DTT jelenlétében vagy tavollétében
vizsgaljuk &ket, jelezve, hogy az rhlL-2 monomer alak-
ban van jelen. Azonban SEC-HPLC médszerrel nem le-
het megkiilénbdztetni az egyes monomer alakakat, pél-
daul az oxidalt metioninmonomereket (A csucs) és az in-
takt f& monomereket (B cslcs). Ezért varhaté egy kis el
térés a meghatarozott felezési idék kozott.

A 3. tablazatban szereplé adatokat szolgaltaté in
vitro bioldgiai vizsgalatokat a kézegben 1év8 0,1% nat-
rium-dodecil-szulfat (SD) jelenlétében hajtjuk végre.
Ugyanis mielétt a vizsgalati mintat hozzaadnank a te-
nyészlemezen lévé HT-2 sejtekhez, a mintékat 0,1%
SDS-t tartaimazé higitdval higitjuk. Lehetséges, hogy
az SDS-t tartalmazo higitoval térténé higitéskor vala-
mennyi rhlL-2-aggregatum monomer alakba disszo-
cialodik vissza, aminek kovetkeztében az adott készit-
meny bioldgiai aktivitasat tulértékeljik, ezért a stabilita-
si vizsgalatokat SDS-t tartalmazé (+S) és SDS-t nem
tartalmazo (—S) higitokkal végezz(k. A mintakat tovab-
ba a 0,2 p-0s sz(irén veégzett szliréses kezelésnek (+F)
vetjik ala vagy a szlrést elhagyjuk (-F). A sz(ires
ugyanis képes eltavolitani a nagy proteinaggregatumo-
kat, amint az szemmel lathaté. A mintak emlitett kortil-
menyek k6zétt mért biolégiai aktivitasait a 4. tablazat-
ban mutatjuk be, &sszehasonlitva az RP-HPLC eljaras-
sal kapott tarolasi stabilitasi értékekkel. Az értékeket a
—70 °C h&mérsékleten tartott azonos mintaknal kapott
biologiai aktivitasi értékekhez viszonyitott szazalékok-
ban adjuk meg.
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Altalaban az SDS-t tartalmazé és nem sz(irt mintak
magasabb biolégiai aktivitdst mutatnak, mint azok, me-
lyek higitdsanal SDS-t nem alkalmazunk, és amelyeket
a HT-2 sejtekkel valé kontaktusba hozas elbtt lesz(i-
riink. A szlrt, valamint higitdsnal SDS-t nem tartalma-
z4 higitéval higitott mintaknal kapott bioldgiai aktivitasi
értékek altaldban jél megegyeznek az RP-HPLC méd-
szerrel mért értékekkel. Ez a médszer tehdt a mono-
mer rhlL-2 valés bioaktivitasanak mérésére javasolt.

4. tablazat
A 2 héten &t 40 °C vagy 50 °C hémeérsékleten tartott
mintakban az RP-HPLC analizissel mért oldhaté
rhiL-2 ertékeken alapul6 és az in vitro bioaktivitasi
analizissel nyert értékeken alapulé adatok
dsszehasonlitasa

Valamennyi adatot a —70 °C h&mérsékleten tartott
megfelelé mintanal kapott értékhez viszonyitott szaza-
Iékos értékben adjuk meg. A készitmények dsszetéte-
le: 0,5 mg/ml rhiL-2, 230 mmol/l L-arginin-bazis,
128 mmol/l borostyankésav, pH=5,8, 1 mmol/l EDTA,
0,1% poliszorbat 80-nal (#1) vagy anélkil (#2). A min-
takat a 0,1 5 SDS-t tartalmazé vagy nem tartalmazo
kozeggel vald higités elétt 0,22 pm-es szlrdn szrjlk
vagy nem szlrjlk (+F, illetve —F).

Minta Bioaktivitas, %* RP, %*
-F,+§ | +F, +S | -F, -8 |+F,-§*
#1,40°C 106 100 104 100 101
#1,50 °C 92 79 60 53 58
#2,40°C | 101 69 106 112 98
#2, 50 °C 60 38 62 47 42

* A =70 °C h6mérsékleten tartott hasonlé mintaknal kapott ér-
tékekhez viszonyitott szazalékban kifejezett értékek.
** A monomer IL-2-vizsgalatara ajanlott eljaras.

1F) Tartdsitdszerekkel valo dsszeférhetGség

A tartésitdszerekkel vald dsszeférhetdséget azért
kell vizsgalnunk, mert szlikség van a tobb ddzist tartal-
mazo készitmények kifejlesztésére. A tartdsitdknak az
IL-2 stabilitasara kifejtett hatdsat két gyorsitott elja-
rassal vizsgaljuk. Az 1. vizsgdlatnal a benzil-alkohol,
az m-krezol és a fenol sz(irbvizsgalatat az alabbi
Osszetetelli készitményekkel végzink: 0,2 mg/ml
IL-2, 10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6 és
160 mmol/l arginin. A 2. vizsgélatnal a benzeténium-
klorid, a benzalkénium-klorid, a metil-pargén/propil-
parben és a klér-butanol sz(irévizsgalatat végezzik az
alabbi dsszetételli készitményekkel: 0,2 mg/ml 1L-2,
230 mmol/l L-arginin-bazis, 128 mmol/l borostyanks-
sav, pH=5,8, 1 mmal/l EDTA-dinatrium, 0,1% poliszor-
bat 80. Az oldhaté IL-2 felezési idejét RP-HPLC anali-
zissel allapitiuk meg a 40 °C h&mérsékleten tartott
mintaknal. A kapott adatokat az 5. tablazatban foglal-
juk dssze.

Valamennyi megvizsgalt tartésitészer csékkenti a
megemelt hémérsekleten tartott rhiL-2 stabilitasat. Az
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1. vizsgalatnal a tartésitészert nem tartalmazé, 40 °C
hémérsékleten tartott készitményekben az oldott
rhiL-2 felezési ideje 74 nap. A hozzaadott benzil-alko-
hol, m-krezol vagy fenol 5-10-szeres mértékben csdk-
kenti a felezési idét. A 2. vizsgalatnal a tartdsitészerek
hatédsa kevésbé erds. A benzeténium-klorid kevesebb
mint félszeresen, a tobbi tartésitészer tébb, mint két-
szeresen csodkkenti az oldhatd rhiL-2 felezési idejét.
A megvizsgélt tartositdszerek kozll még a benzets-
hium-klorid csékkenti legkevésbé az rhlL-2 stabili-
tasat.

5. tablazat
A tartdsitoszert tartalmazé, 40 °C hémérsékleten
tartott készitményekben |&vé oldott rhiL-2 felezési
ideje (ty5)

1. vizsgalat — a készitmény Osszetétele: 0,2 mg/ml
rhiL-2, 10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6, 150 mmal/l
L-arginin-bazis és a tartositdszer.

2. vizsgéalat — a készitmény dsszetétele: 0,2 mg/ml
rhiL-2, 230 mmol/l L-arginin-bazis, 128 mmol/l boros-
tyankdsav, pH=5,8, 1 mmol/ EDTA-dinatrium, 0,1%
poliszorbat 80 és tartdsitdszer.

Tartésitdszer tq,, 40 °C-on

(nap)

1. vizsgalat

Tartdsitoszer nélkiil 74,0

0,9% (tdmeg/térfogat) benzil- 16,0

alkohol

0,25% (tomeg/térfogat) m-krezol 7,5

0,5% (tdmeg/térfogat) fenol 11,0

2. vizsgalat

Tartésitoszer nélkil 261,0

0,01% (tdmeg/térfogat) 185,0

benzeténium-klorid

0,01% (témeg/térfogat) 67,0

benzalkénium-klorid

0,18% (tdmeg/térfogat) metil- 113,0

parabén és 0,02% (tdmeg/térfogat)

propil-parabén

0,5% (témeg/térfogat) klér-butanol 84,0

Noha a tartdsitészereknek megemelt hémérsékle-
ten kifejezett destabilizaléhatasa van az rhlL-2-re,
megvizsgaljuk a rovid idétartamu, 4 °C vagy 25 °C hé-
mérsékleten valé tarolas alatti hatasat is. A hat tartosi-
toszert ugyanolyan dsszetétel(i készitményeken vizs-
galjuk: 0,2 mg/ml rhiL-2, 230 mmol/l L-arginin-bazis,
128 mmol/l borostyankésav, 1 mmol/l EDTA, 5 mmol/l
metionon és 0,1% poliszorbat 80, pH=5,8. A 6. tabla-
zatban megadjuk az egy év tarolads utani megmaradt
oldott rhIL—2 mennyiségeket. Ugy az RP-HPLC anali-
zZissel, mint az in vitro bioldgiai vizsgalatokkal nyert
eredmények azt mutatjak, hogy a 0,25%-0s m-krezolt
tartalmazo készitmény kivételével kimutathato veszte-
ség nincs.
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6. tablazat

A 4 °C vagy 25 °C hémérsékleten tartott, tartositoszert tartalmazé készitmények egyéves tarolasi stabilitdsa az
RP-HPLC kromatogram integrélt cstcs alatt terlileteinek alapjdn meghatarozott &és szazalékban kifejezett
megmaradt oldott rhiL—2 mennyiségeivel s az in vitro bioaktivitasi értékekkel szemléltetve

A kontrollminta dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 230 mmcal/l L-arginin-bazis, 128 mol/l borostyankdsav, 1 mmol/l

EDTA, 5 mmol/l metionin és 0,1% poliszorbat 80, pH=5,8.

Tartésitoszer RP-HPLC-vel meghatarozott IL-2- In vitro bioaktivitas (x10° [U/ml)
mennyiség a kezdeti érték %-aban
4°C 25°C t=0 1év,4°C 1év,25°C
Kontroll 102 93 3,8 33 25
0,9% benzil-alkohol 100 88 48 40 50
0,25% m-krezol 98 60 58 26 25
0,5% fenol 99 87 4,7 39 32
0,01% benzalkénium-klorid 102 93 55 39 44
0,01% benzeténium-klorid 98 89 54 3,2 47
0,5% klér-butanol 99 91 5,1 3,6 45

2. példa
A kiilénféle tényezbk hatasa a metionin

minthogy ez a metioninrész a legérzékenyebb az oxi-
dacidra, és ennek az oxidalédasnak a megakadalyoza-

oxidacidjara és az rhiL-2 tarolasi stabilitaséra 25 sa a t6bbi metionint is megvédi az oxidalodastdl.

Az IL-2-nél a metionin oxidaciojat elézbleg Kunitani
és munkatarsai [J. Chromatography, 359:391-402 2A) A pH hatasa
(1986)] és Sasacki &s munkatarsai [Chem. Pharm. Bull., A metionin oxidaléddsat pH=3-9 tartomanyban
37(8). 2160-2164 (1989)] vizsgaltak. Az IL-2 négy me- vizsgaljuk a kdvetkezd dsszetételli készitményekben:
tioninrészt tartalmaz, melyek a polipeptidianc 23., 39., 30 0,2 mg/ml IL-2, 150 mmol/l natrium-klorid és
36. és 104. helyén talalhatok. Ezek kozlil a fehérje fel- 10 mmol/l kiilénféle puffer. A metionin oxidacidjat a
szinén elhelyezkedd Me'%4 a legoxidativabb. Az t=0 és t=3 hdnap tarolasi idd utan mért A csucs szaza-
RP-HPLC kromatogramon az oxidalt metionind IL-2 (A |ékos aranyanak véltozasaval (azaz a Met!% oxidalt
cstcs) a nem oxidalt IL—2-nél (B csucs) korabban elua- molekula mennyiségével) jellemezzik. Amint a 7. téb-
lodik, igy a ketté elvalaszthatd egymastdl. A Met23 ésa 35 lazat adataibdl kit(inik, a pH-érték a t=0 idében nincs
Met3® kevésbé hajlamos az oxidalodasra, csak rendki- hatassal, kiveve a citratpuffert a pH=6 értéknél, ahol
vilien oxidativ korlilmények kdzétt oxidaldédnak, feltehe- az A cslcs 6%-ot tesz ki, mig az 6sszes tobbi esetben
téen azért, mert a proteinmolekula belsejében vannak. 5%-ot.
Az ezeken a helyeken oxidalédott molekula azonos id8- Harom hénapos (t=3) tarolds utan az A cslcs ara-
ben elualédik, mint a Met'94 helyen oxidalt. A Met*® oly 40 nya a pH-érték emelkedésével né, jelezve, hogy a
mélyen elrejtett a fehérie molekulaban, hogy csak akkor Met!%4 metionin oxidalédasa baziskatalizalt.
oxidalédik, ha a protein teljesen kitekeredik. A pH=6 kémhatasu szukcinatpuffer jobb, mint a citrat-

Az IL-2-ben 1évé metioninok oxidalédasanak a ta- puffer, minthogy a szukcinatos készitményekben az A
nuimanyozasa a Met194 oxidalédasara koncentralddott, csucs aranya alacsonyabb.

7. tablazat

A metionin oxidalddasanak analizise RP-HPLC médszerrel; az oxidalt metionind IL-2-t reprezentalé A csucsnak az
oldott IL-2 6sszmennyiségéhez (A+B cslics) viszonyitott szazalékos aranya a pH=3-9 tartomanyban, t=0 és
t=3 hénap idépontokban mérve

Puffer és pH A cslcs szazalékos aranya az oldott IL-2 dsszmennyiségéhez viszonyitva
t=0 t=3 hénap
-70°C 4°C 25°C 40°C
10 mmol/l glicin, pH=3 5 4 5 6 7
10 mmol/l acetat, pH=4 5 6 7 6
10 mmol/l acetat, pH=5 Na 7 8 9 9
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7. tablazat (folytatas)

Puffer és pH A cslcs szazalékos aranya az oldott IL-2 dsszmennyiségéhez viszonyitva
t=0 t=3 hénap
-70°C 4°C 25°C 40°C
10 mmol/l citrat, pH=6 6 8 12 14
10 mmol/l szukcinat, pH=6 5 6 7 4 9
10 mmol/l foszfat, pH=7 5 8 11 5
10 mmol/l borat, pH=9 5 11 15 14 NA
2B) Az EDTA, a poliszorbét 20, 15 szorbat 20 és poliszorbat 80 jelenléte Ggy a t=0, mint a

a poliszorbat 80 és a magnézium-klorid

hatésa

Egy fémkatalizator, két nemionos feliiletaktiv anyag
és egy kétertékld fémion metioninoxidaciéra gyakorolt

t=1 hénap idépontokban fokozza a metionin oxidaléda-
sat, ezzel szemben az EDTA és a magnézium-klorid
csdkkenti az oxidalt metioniny fehérje aranyat az 1 ho-
napon at 40 °C és 50 °C hémérsékleten tarolt készit-

hatasat szemléltetjlik a 8. tablazat adataival. A pali- 20 ményekben.

8. tablazat
Az oxidalt metionind fehérjét reprezentald A cslcs ardnya az oldott IL-2 dsszmennyiségéhez
(A+B cslcs) viszonyitva a t=0 és t=1 hdnap idépontokban

A kontroll készitmeény dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6,150 mmal/l arginin.

Készitmény A csucs szazalékos aranya

t=0 t=3 hénap
-70°C 4°C 40°C 50°C
Kontroll 28 3,5 51 19,7 36,3
1 mmol/l EDTA 2,5 3,5 50 9,5 14,0
0,1% poliszorbat 80 58 4,3 6,9 21,5 414
1 mmol/l EDTA+0,1% poliszorbat 80 59 4,2 6,9 12,1 19,2
0,1% poliszorbat 20 4,1 5,4 9,6 25,3 42,8
5 mmol/l MgCl, 3,9 4.8 6,9 9,7 12,1

2C) A metionin hatasa

Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a metionin
az |L-2 metioninrészeinek oxidalddaséara. A 9. tablazat-
ban megadott adatok azt bizonyitjak, hogy a t=0 és
t=2 het idépontokban a ndvekvs metioninkoncentracidval
szignifikansan csékken az 50 °C hémersékleten tartott
készitmények A cslicsanak az oldhaté IL-2 6sszmennyi-

45

ségéhez (A+B cslcs) viszonyitott szazalékos aranya,
mig a 2 hétnél hosszabb idétartamu tarolds utdn mar
nincs ilyen hatas. 5 mmol/l metioninkoncentraciénal a 2.
hetes id6pontban az A cslics 3-szoros csékkentése fi-
gyelheté meg. A metioninnak a készitményhez adésa te-
hat szignifikansan csdkkenti a fehérje metioninjanak oxi-
dalédasat, és nincs hatassal az IL-2 aggregalddasara.

9. tablazat
Az A cslics és az oldhato IL-2 sszmennyiségének valtozasa az
50 °C hémérsékleten tartott mintédkban t=0 és t=2 hét idépontokban

A készitmények Osszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 230 mmol/l arginin, 128 mmol/l borostyankdsav, pH=5,8, 1 mmolll

EDTA, 0,1% poliszorbat és adott mennyiségl metionin.

Készitmény A csucs, % (metioninoxidacio) Megmaradt IL-2, %
t=0 t=2 hét t=2 hét
Metionin nélkul 2,1 6,3 76
1 mmol/l metionin 1,4 27 77
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9. téblazat (folytatas)

Készitmény A csucs, % (metioninoxidacio) Megmaradt IL-2, %
t=0 t=2 hét t=2 hét
5 mmol/l metionin 1,2 2.1 77
10 mmol/l metionin 1,2 1,9 76

Ugyancsak megvizsgaltuk, hogy a 4 °C és 25 °C 10 az 5 mmol/l koncentraciéban [évd metionin harmadara

hémeérsékleten 3 hdénapon at tarolt készitményeknél csdkkenti az A cstcsot Ugy 4 °C, mint 25 °C hdmérsék-
milyen hatassal van az 5 mmol/l koncentraciéban hoz- leten. Az 5 mmol/l metionin adasa tehat hatasosan
zéadott metionin. Amint a 10. tablazat adatai mutatjak, megvédi a Met'04-et az oxidaciétdl.

10. tablazat
A metionin oxidaciojanak mértéke az oxidalt metionind IL-2-nek (A cslcs) az oldhatd IL-2 6sszmennyiségéhez (A+B
csucs) viszonyitott szazalékos ardnyaval kifejezve, valamint az oldhaté IL-2 megmaradt mennyisége 3 hénapos
4 °C és 25 °C hémérsékleten tortént tarolas utan

A készitmények dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 230 mmol/l arginin, 128 mmol/l barostyankdsav, pH=5,8, 1 mmol/l
EDTA, 0,1% poliszorbat 80 és 5 mmol/l metionin vagy anélkiil.

Készitmény A cslcs, % az oldhato IL-2 8sszmennyiségéhez Megmaradt IL-2, % (f6cstcs)
viszonyitva

4°C 25°C 4°C 25°C

Metionin nélkl 2,7 4.1 101 97

5 mmol/l metionin 0,8 1,4 101 100
2D) Az oxigén eltavolitasanak hatasa 30 zik az A cslcs szazalékos aranya és az oldott
Megvizsgaltuk milyen hatassal van a metionin oxi- IL-2 Gsszmennyisége (A+B cslcs). A nitrogéngazzal
déacidjara, ha az IL-2-mintakat tartalmazo fiolakbol el- valé atdblités maga csak gyengén, 6,7%-rol 6,2%-ra
tavolitjuk az oxigént. Az 1 ml IL-2-készitményt tartal- csdkkenti a metionin oxidalédasat. Az oldat gaztalani-
mazs, 3 ml térfogatu fiolak légterét nitrogéngazzal db- tasaval kombindlt nitrogéngazos atéblités azonban
litjlik &t. Az oldott oxigént vakuumos gaztalanitdssal td- 35 1 szazalékponttal csékkenti az A cslcs értékét, ugyan-
vaolitjuk el. A 11. tablazatban bemutatjuk, hogy egyhe- akkor az aldott IL-2 ésszmennyisége mindkét esetben

tes 50 °C h8mérsékleten valé tarolas alatt miként valto- valtozatlan.

11. tdblazat
Az oxidalddott metionin IL-2 (A csucs) oldott IL-2 6sszmennyiségéhez (A+B cslcs) viszonyitott szazalékos
aranyanak véltozasa és a megmaradt oldott IL-2 sszmennyisége a t=0 és t=1 hét idépontokban 50 °C
h8mérsékleten vald tarolas esetén

A készitmények dsszetétele: 0,3 mg/ml IL-2, 230 mmol/l arginin, 128 mmol/l borostyankésav, 1 mmal/l EDTA,
0,1% paliszorbat 80.

Készitmény A csucs, % (oxidalt metionin) Megmaradt IL-2, %
t=0 t=1 hét, 50 °C t=1 hét, 50 °C

Kontroll 3,1 6,7 81

Nitrogéngazzal atdblitve 3,1 6,2 82

Nitrogéngazzal atéblitve és gaztalanitva 3,0 58 81
2E) A tartésitészerek hatasa 55 szazalékos aranyanak valtozasat szemléltetjik. Vala-
Tanulmanyoztuk a tartgsitészereknek a metionin oxi- mennyi keszitményben az A cslics szazalékos aranya a
dalédasara gyakorolt hatasat. Hat kilénb6zé tartdsitd- kontroliéhoz hasonld, jelezve, hogy a tartositoszereknek
szer valamelyikének jelenleteben, illetve tartésitészer nincs kimutathaté hatasa a metionin oxidalédasara, kivé-
nelkll 4 °C és 25 °C hémérsekleten tartjuk a készitme- ve azt a készitményt, mely 0,25% m-krezalt tartalmaz,

nyeket 6 és 12 hénapon at. A 12. tablazatban az A cslics 60 melynél az A csucs értéke szignifikdnsan ndvekszik.
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12. tablazat
Az oxidalt metionin IL-2 (A cstics) mennyiségének szazalékos aranya az oldott IL-2 &sszmennyiségéhez (A+B csucs)
viszonyitva a k(ilonb&zd tartdsitbészereket tartalmazé, 4 °C és 25 °C hdmérsékleten 8, illetve 12 hdnapig tarolt mintaknal

A kontrollkeszitmény Gsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 230 mmal/l L-arginin-bazis, 128 mmol/l borostyankbsav, 1 mmoli

EDTA, 5 mmol/l metionin, 0,1% poliszorbat 80, pH=5,8.

Tartdsitdszer A cslics, % (oxidalt metionin)
t= t=6 hdnap t=12 hénap
4°C 25°C 4°C 25°C
Kontroll 1,5 1,6 1,9 18 2,6
0,9% benzil-alkohol 1.6 1,7 2,3 1.9 3,3
0,25% m-krezol 1.6 1,8 6,7 21 3,5
0,5% fenol 1.6 1,7 24 1.8 3,6
0,01% benzalkénium-klorid 15 1,6 2,0 10 3.0
0,01% benzeténium-klorid 1,5 1,7 2,0 1.8 2.8
0,5% klér-butanol 15 1,6 2,0 18 3,2
3. példa jelenik meg a fdcstcson (B cstcs). Az IL-2 deamina-
Kiilénféle tényezdbk hatasa az l6dasat arginint, natrium-kloridot és szorbitot tartalmazo
IL-2 deaminalédasara készitményeken tanulmanyoztuk. A 13. tablazat adatai
Az IL-2 deaminalasat kordbban Kunitani és munka- 25 mutatjak, hogy a deaminalt szarmazék a szorbitot és
tarsai [J. Chromatography, 359:391-402 (1986)] irtak le. natrium-kloridot tartalmazd készitményekben kimutatha-
Az Asp88-rél megéllapitottak, hogy az IL-2 deaminaloda- td, de az arginint tartalmazdban nem, miutan a mintakat
sanak elsddleges helye [Sasaoki és munkatarsai, Chem. 2 héten at megemelt hémérsékleten taroltuk. Az arginin-
Pharm. Bull., 40(4).976-980 (1992)]. A deaminalt szar- nek tehat stabilizalo hatasa van a laminalason keresztill
mazék az RP-HPLC kromatogramjan vallként (B’ cstics) 30 torténé IL-2 degradalodasaval szemben.

13. tablazat
Deaminacio kimutatdsa RP-HPLC madszerrel a deaminalt szarmazék
csucsanak (B’ csucs) szazalékos aranyaban kifejezve

A készitmények dsszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6; és 150 mmol/l arginin,

150 mmol/l natrium-klorid vagy 270 mmol/l szorbit

Készitmény B’ cstics, % (deamindlt)
t=0 t=2 hét
-70°C 40°C 50°C
10 mmol/l Na-szukcinat, 150 mmol/l Arg, pH=6 0
10 mmol/l Na-szukcinat, 150 mmol/l NaCl, pH=6 3
10 mmol/l Na-szukcinat, 270 mmol/l szorbit, pH=6 0 0 2 2

4. példa

A lefagyasztas/felolvasztas hatasa az

IL-2 stabilitasara

A lefagyasztds okozta fehérjekarosodas 3 mecha-
nizmuson keresztll valdsul meg: (1) a fehérje konfor-
maciés instabilitdsa az alacsony hémersékleten (hideg
okozta denaturacid); (2) a fehérjemolekula denturalé-
dasra valé hajlama a jégfviz hatarfellleten; (3) a fa-
gyasztasnal a soékoncentracié valtozasa vagy a
pH-érték eltolddasa altal okozott fehérjekarosodas.

Az IL-2 esetében a lefagyasztas/felolvasztas éltal
okozott fehérjeveszteséget a jégiviz hatarfelliletén le-

50

55

60

22

Zajlé denaturalodas és aggregalddas okozza, minthogy
a nemionos fellletaktiv poliszorbat 80 hatasosan védi
az IL-2-t a karosodastdl. Amint a 7. abra mutatja, a
0,2 mg/ml IL-2-t, 10 mmol/l natrium-szukcinatot,
pH=6 és 150 mmal/l arginint tartalmazé keszitmény
minden egyes lefagyasztasaval/felolvasztasaval csék-
ken az oldott IL-2 mennyisege. A poliszorbat 80-nak a
készitményhez adasaval az IL-2 ismételt lefagyasztas-
sal/felolvasztassal szembeni stabilitasa né. 0,05%-os
vagy e feletti koncentraciéban a poliszorbat 80 teljes
védelmet nyujt az IL-2 szamara a lefagyasztas/felol-
vasztas karosité hatasaval szemben.
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5. példa

A mechanikai nyiréer6k hatasa az

IL-2 stabilitasara

5.5. A poliszorbat 80, az EDTA, a

fehérjekoncentracié és a téltettérfogat hatasa

Vizsgélatokat végezilink arra vonatkozdlag, hogy a
nyiréer8knek kitettség milyen veszteséget okoz az ol-
dott IL-2 mennyiségében. Két tipusl nyiréhatést vizs-
galtunk: Orbital razogépen (VWR Scientific, kat. szam:
57018-754) és vortexben (Fisher Scientific, Genie
2 model, 4-es fokozatl sebességnél). A kiilonféle IL-2-
készitményekbdl 1 ml térfogatnyit toltiink a 3 ml-es fio-
lakba. A fiolakat hitészekrényben tartjuk (kontrollmin-
tak); laboratériumi asztalon tartjuk egy éjszakan at (allé
mintak); 200 fordulatszam/perc sebességgel razatjuk
(razott mintak); vagy vortexoljuk egy percen at (vorte-
xalt mintak). Az oldott IL-2 mennyiségi valtozasait a
14. tablazatban foglaljuk &ssze.

10

15

Ahlitészekrényben tartott kontrollokhoz viszonyitva
ugy az allé, mint a rdzott mintaknal nem tapasztalhaté
IL-2-veszteség. Az IL-2 tehat stabil a kéryezeti hé-
mérsékleten és a razott kérilmények kézétt. A vortexo-
lasnak alavetett mintaknal azonban klldnféle mennyi-
ségi veszteségek mutathaték ki. A 0,1-0,5 mg/ml
IL-2-t vagy 1-5 mmol/l EDTA-t vagy alacsony koncent-
raciéju poliszorbat 80-at (0,005-0,05%) tartalmazd
mintakban 25-50%-o0s oldhaté IL-2-veszteség mutat-
kozik. Az egyperces vortexolas tehat kdrosabb hatas-
sal van, mint az egy éjszakan keresztiili razatés. Az
IL-2 mennyiségi vesztesége megakadalyozhaté a poli-
szorbat 80 koncentracidjanak 0,1%-ra vagy e f6lé eme-
lésével. A teljesen megtdltott fioldkban, melyekben
nem hagyunk légteret, ugyancsak minimalis az oldhato
IL-2 vesztesége egyperces vortexolas alatt, jelezve,
hogy a levegd/folyadék hatarfellilet megléte a karoso-
das 6 kivalto tényezdje.

14, tablazat
Az oldott IL-2 mennyiségének valtozasa szobahdmérsékleten egy éjszakan keresztili tarolasnal (alld); percenként
200 fordulatszamnal térténd egy éjszakan keresztiili razatasnal (razott): és egyperces vortexolas utan (vortexolt) a
4 °C hdmeérsékleten tartott mintakhoz viszonyitva

A kontrollkészitmény sszetétele: 0,2 mg/ml IL-2, 10 mmol/l natrium-szukcinat, pH=6, 150 mmal/l arginin.
A 3 ml térfogatu fiolakba 1 ml készitményt téltink vagy a fiolakat teljesen megtéltjliik, nem hagyva légtért a folya-
dék felett. Az oldhat6 IL-2 mennyiségének meghatarozasat RP-HPLC mddszerrel végezzUk.

Minta (1 ml a 3 ml-es fiolaban) Allé (&jszakan at) Razott (éjszakan at) Vortexolt (1 perc)
0,2 mg/ml) IL-2 (kontroll) 99,6 100,8 74,7
0,1 mg/ml IL-2 100,3 102,7 72,0
0,5 mg/ml IL-2 99,7 101,0 68,6
1 mmol/l EDTA 97,6 101,2 59,6
5 mmol/l EDTA 99,3 102,7 722
0,005% poliszorbat 80 100,6 100,0 46,5
0,01% poliszorbat 80 99,7 1004 66,1
0,05% poliszorbat 80 99,3 100,3 93,9
0,1% poliszorbat 80 99,2 100,0 89,0
0,2% poliszorbat 80 99,3 99,2 99,8
0,5% poliszorbat 80 99,1 98,4 99,7
1 mmol/l EDTA, 0,1% poliszorbat 80 99,6 100,1 99,8
Teljesen megtdltdt fiola 99,4 100,0 96,5

5.2 Az arginin hatasa

Az argininnek az IL-2-vortexolas okozta karoso-
dasra gyakorolt hatasat a 15. tablazat adataival szem-
|éltetjiik. Az arginin koncentraciéjat 150 mmol/l értékrdl
230 mmoal/l értekre emelve, az oldhaté IL-2 mennyisé-
ge az egyperces vortexolas utani értékeket dsszeha-
sonlitva, 65% helyett 69%. Az arginin tehat egy gyenge
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védG6hatast fejt ki a nyiréerék karositasaval szemben,
noha az aggregalodas elleni hatdsan at, amint azt ko-
rabban emlitettiik, igen erfs stabilizalo hatasa van.
A 230 mmol/l arginint tartalmazé készitményekhez po-
liszorbat 80-at adva, az alacsony koncentraciéban
(0,02%) destabilizalja, magas koncentracioban (0,1%)
stabilizalja a vortexolas ellen az IL-2-t.
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15, téblazat
Az egyperces vortexolds utdn megmaradt oldott IL-2 mennyisége szazalékban
megadva (az IL-2 mennyiségét RP-HPLC mddszerrel hatdrozzuk meg)

Készitmény (hacsak masként nem jelezziik 0,5 mg/ml IL-2) Megmaradt IL-2, %
150 mmol/l Arg, 10 mmol/l Na-szukcinat, 1 mmoal/l EDTA, pH=5,8 65,5
150 mmol/l Arg, 81 mmol/l borostyankésav, 1 mmol/l EDTA, pH=5,8 65,3
230 mmol/l Arg, 10 mmol/l Na-szukcinat, 1 mmol/l EDTA, pH=5,8 69,0
230 mmol/l Arg, 128 mmol/l szukcinat, 1 mmol/l EDTA, pH=5,8 68,9
230 mmol/l Arg, 128 mmol/l borostyankésav, 1 mmol/l EDTA, 0,02% Tw 80, pH=5,8 55,1
230 mmol/l Arg, 128 mmol/l borostyankésav, 1 mmol/l EDTA, 0,1% Tw 80, pH=5,8 99,5

5.3 Szallitasi vizsgélatok

A széllitas alatti karosodas vizsgalatara az IL-2-
készitményeket valodi szallitasi kdriilményeknek tet-
tik ki. Arginint, illetve natrium-kloridot tartalmazé
IL-2-készitményeket vizsgaltunk, melyek mindegyike
kllonbdz6 mennyiség( poliszorbat 80-at tartalmazott.
A mintakat jégen szallitottuk légi Uton Emeryville-bdl
(California) St. Louisba (Missouri) és vissza. A 8. ab-
ran lathatiuk a mintakban az RP-HPLC modszerrel
mért oldott IL-2-mennyiségeket. A poliszorbat 80 nél-
kil Ugy az arginines, mint a natrium-kloridos mintanal
az |IL-2-veszteség kb. 10%, a stabilitasbeli kiilonbség
elhanyagolhatd, 1% korlli. A poliszorbat jelenléte
cstkkenti az IL-2-veszteséget, 0,1% poliszorbatkon-
centracional veszteség nem tapasztalhato, jelezve,
hogy a fellletaktiv anyag ezen a koncentrécidjan tel-
jes védelmet nyujt az IL-2 fehérje szamara.
A 0,1%-o0s poliszorbat 80 tehat hatasosan védi az
IL-2 fehérjét a szallitas alatt ért nyiréhatasokkal
szemben.

Kévetkezésként tehat megéllapithatjuk, hogy az ar-
ginin elsédleges stabilizaléagens az IL-2-t tartalmazd
gyégyszerkészitmények esetében, minthogy a hosszu
tavl tarolés alatt csokkenti az IL-2 aggregalédasat és
deamidalodasat, hogy tovabb kévethesslik az arginin
koncentraciojat a keszitményben, és az IL-2 még na-
gyobb stabilitasat érhessiik el anélkil, hogy az oldat
izotén tulajdonsaga megvaltoznak, a pH=5,8 kémhatas
bedllitdsara az argininbazist elénydsen borostyanks-
savval pufferoljuk. A fehérje metionin részének oxidalé-
dasat meggatlandd, metionint és EDTA-t adhatunk a
készitményhez. Végll a nemionos fellletaktiv anyag-
nak, peldaul poliszorbat 80-nak a készitményben vald
jelenléte megvédi az IL-2 fehérjét a lefagyasztas/felol-
vasztas és a mechanikai nyirderék altal okozott karo-
sadastdl.

6. példa

Tartbsitdszerek hatasa

Az antimikrobidlis tartésitoszert tartalmazd keészit-
ményeket az USP (Amerikai Egyestlt Allamok Gyagy-
szerkdnyve) vizsgalati eljarasnak vetettik ala. Az
eredményeket a 16. tablazatban foglaltuk 6ssze. Tar-
tositdszert nem tartalmazé kontrollmintat nem vizsgal-
tunk.
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16. tablazat
Az rhlL-2-készitmények USP szerinti vizsgalata
a tartdsitdszerek hatadsossagét illetéen

A készitmények dsszetétele: 0,1 mg/ml rhlL-2,
230 mmol/l L-arginin-bazis, 128 mmol/l borostyanké-
sav, 1 mmal/l EDTA, 5 mmol/l metionin, 0,1% poliszor-
bat 80, pH=5,8 és az adott tartositoszer.

Tartésitészer USP teszt
Kontroll nem vizsgalt
0,9% benzil-alkohol megfelel
1,3% benzil-alkohol megfelel
1,7% benzil-alkohol megfelel
0,5% klar-butanol megfelel
0,5% fenol megfelel

7. példa

A fajdalomokozasra iranyulo vizsgalatok

Az University of Florida, College of Dentistry,
OMSDS Division of Neurascience intézményben kidol-
gozott patkany modellt hasznaljuk a fajdalomkelts tulaj-
donsag meghatarozasara, kozelebbrél annak megalla-
pitéséra, hogy a készitmények mennyire okoznak égetd
és csipés fajdalmat. A modell annak az aramnak a vizs-
galatan alapszik, mely az érzéidegekben indukalddik és
a fajdalomingert kdzvetiti. A vizsgélathoz egy regisztrald
kamraban érzéidegsejteket (patkany hati gyoki gang-
liont) izolalunk. A nociceptiv (fajdalomindukald) kritérium
alapjan elére kivalasztott egyes sejtekbdl felvételeket
végzink. Az égetd fajdalom, csipds fajdalom es stan-
dardizalt fajdalom pontszamait kiszamitjuk a vizsgalt ké-
szitményekre. Az égetd fajdalom pontszamat a kapszai-
cinre (500 nmol/l) adott reagalashoz viszonyitva allapit-
juk meg. A kapszaicinrdl ismert, hogy intenziv éget6 faj-
dalmat okoz az embernél [Cooper és munkatarsai, Pain,
24:93-116 (1986)]. A csipbs fajdalom pontszamat a
pH=5,0 értékre bedllitott oldat altal kivaltott aramhoz
valé viszonyitassal allapitjuk meg. A standarizalt fajda-
lom pontszama a készitményt a normal sooldathoz
(0,9% NaCl, nem pufferalt) viszonyitva értékeli. A nor-
mal sdoldatot parenteralis gyogyszerkészitményekhez
hasznaljak és ismert réla, hogy csipés érzést kelt.



1 HU 227 347 B1 2

Az L-arginin-bazist és a borostyankdsavat tartalmazé
folyékony készitmény fajdalomkeltési analizisét ezzel a
modellel végezzilk el. A két vizsgalati mintara vonatkozd
adatokat a 17. tablazatban adjuk meg. Az égetd, csipbs
és a standardizalt fajdalomra kiszamitott pontszamok
alapjan megallapithatjuk, hogy az L-arginin/barostyankd-

sav készitmény kivalé tulajdonsagokkal rendelkezik a
normal sdoldathoz viszonyitva. Az is megfigyelhetd,
hogy a készitmény alkalmazasa alatt az aram eréssége
csbkken (idSfliggb csdkkenés), mig ilyen csdkkenés a
hormal séoldatnal nem térténik meg. Ez azt bizonyitja,
hogy a készitmény jobban toleralhatd, mint a séoldat.

17. téblazat
A folyékony készitmény és a 0,9%-os natrium-klorid-oldat égeté-, csipd-
és standardizalt fajdalomkeltésének pontszamai

A készitmeny 6sszetétele: 230 mmoal/l L-arginin-bazis, 128 mmal/l barostyankésav, 1 mmol/l EDTA, 5 mmol/l me-

tionon, 0,1% poliszorbat 80, pH=5,8.

Készitmény Egetd fajdalom Csip6s fajdalom Standardizalt fajdalom
0,9%-o0s NaCl-oldat 0,08410,006 2,4410,62 1,7320,73
rhiL-2-készitmény 0,04410,019 0,6510,23 0,1610,05

8. példa

TFPI-vel végzett stabilitasi vizsgalatok

A kllonbdzd TFPI készitmények stabilitési és oldha-
tosagi vizsgalatai azt bizonyitjak, hogy az L-arginin sta-
bilizalja a TFPI-t (adatok nem megadva) és a toltéssel
rendelkez6 puffereknek, mint amilyenek a citrationok,
még kifejezettebb stabilizaléhatasuk van. A vizsgalatok-
ban tanulmanyozzuk az L-arginin koncentracidjanak és
a pufferrendszernek a TFPI stabilitdséra gyakorolt hata-
sat. Kozelebbrdl, 6sszehasanlitjuk a sojatdl [ényegében
rendszerek hatdsat. A vizsgdlatokat az IL-2-készitmé-
nyeknél az el6zéekben mar leirt médon végezzilk.

A TFPIl-oldat Osszetétele: 0,6 mg/ml TFPI,
20 mmol/l natrium-citrat és 300 mmol/l L-arginin,
pH=5,5. Az oldat pufferét 4 °C hémérsékleten végzett
dializissel cseréljlik ki Spectral Por #7 membrant
(MWCO 3,500, ID#132-110) alkalmazva. A citrat- vagy
szukcinatpuffert tartalmazé kdlénféle L-arginines ke-
szitmények kémhatasa pH=6,5. A dializis utan a TFPI
koncentraciojat UV/lathatd fény spektroszképpal mér-
juk. A megfelelé puffert hasznalva, mindegyik oldatot
0,15 mg/ml koncentracigjura higitjuk. Az igy eléallitott
készitményekbdl 1 ml kivétet mérink 3 ml-es fiolakba.
A vizsgalatokat t=0., 3., 7., 14. &s 30. napon végezz(k.
centrifugacsévekbe vissziik és percenkénti 10 K fordu-
latszammal centrifugaljuk 2 percen at. A fellliszébal
vett mintakat IEX-HPLC médszerrel analizaljuk, mely-
r8l az el6z6 vizsgalatokbdl ismert valt, hogy a stabilitas
mindsitésére hasznalhaté eljaras.

A 0,15 mg/ml vegkoncentraciéju TFPI-készitmé-
nyek L-arginin-bazist vagy L-arginin-HCl-ot tartalmaz-
nak. Az L-arginin-HCl-ot tartalmazé készitmények
vagy barostyankésavat és a konjugalt natriumséjukat
tartalmazd pufferrendszerrel allitiuk be. Az L-arginin-
bazist tartalmazé készitmények kemhatasat citromsav-
val vagy borostyankdsavval allitjuk be pH=5,5 értékre.
Osszesen nyolc készitményt vizsgalunk:

1) 20-150 mmol/l L-arginin-HCI, pH=5,5, 10 mmol/
citromsavval és natrium-citrattal beallitva;
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2) 20-150 mmolll L-arginin-bazis, pH=>5,5, citromsav-
val beallitva;

3) 100-300 mmol/l L-arginin-HCI, pH=5,5, 10 mmol/l
citromsavval és natrium-citrattal beallitva;

4) 100-300 mmol/l L-arginin-bazis, pH=5,5, citrom-
savval bedllitva;

5) 20-150 mmol/l L-arginin-HCI, pH=5,5, 10 mmol/l
borostyankdsavval és natrium-szukcinattal beallit-
va;

6) 20-150 mmol/l L-arginin-bézis, pH=5,5, borostyan-
késavval beallitva;

7) 100-300 mmol/l L-arginin-HCI, pH=5,5, 10 mmol/l
borostyankésavval és natrium-szukcinattal bedl-
litva;

8) 100-300 mmol/l argininbazis, pH=5,5, borostyan-
k&savval bedllitva.

A TFPI degradalodas elézdekben megallapitott 6
utvonala a fehérje aggregalédasa és kicsapddasa
[Chen és munkatarsai, J. Pharm. Sci., 88:881-888
(1999)]. A TFPI degradalodasat a stabilitasi mintakban
megmaradt oldott fehérje mennyiségének meghataro-
zasaval kévetjik nyomon. A Klilénbdzé L-arginin-kon-
centracioju TFPI-készitményeket a gyorsitott stabilitasi
vizsgalatokhoz 50 °C hémérsékleten tartjuk elére meg-
hatarozott idén keresztlil. A mintakban oldott fehérjétdl
mikrocentrifugacsében végrehajtott centrifugalassal el-
valasztjuk az aggregalédott/lecsapddott fehériét. Az ol-
dott fehérie meghatarozaséhoz IEX-HPLC médszert
hasznélunk [Chen és munkatarsai, J. Pharm. Sci.,
88:881-888 (1993)]. A kapott adatot a tarolasi id6tar-
tam fliggvényeében illesztjlik egy egyetlen exponencia-
lis kinetikai egyenlet [(Y=YoEXP(—kIt)] felhasznalasa-
val, hogy kiszamoljuk a KaleidaGraph grafikus szoftver
(Synergy Software, Reading, Pennsylvania) segitségé-
vel a megmaradt oldott feheérje felezesi idejet.

A citromsavval vagy natrium-citrattal pufferolt ké-
szitmények megmaradt oldhaté TFPI feherjgjének a fe-
lezési idejét a 18. tablazatban foglaljuk ssze. A boros-
tyank&savval vagy natrium-szukcinattal pufferolt ké-
szitményekneél megallapitott felezési idbket (t4,5) a 18.
tablazat mutatja. Ezek az adatok bizonyitjak, hogy a fe-
lezési id6 névekszik a készitmények L-arginin koncent-
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raciéjanak emelésével. A citrdtos és szukcinatos puf-
ferrendszer(i készitmények adatait a 9. és 10. 4bran
grafikusan szemiéltetjlik. A felezési idé gérbéje para-
bolikus, és az argininkoncentracio fliggvényében emel-
kedik. Megallapithatd, hogy az L-arginin a TFPI stabili-
zatora.

A két pufferrendszernek a TFPI stabilitisat illetd be-
folydsa kozti kildnbhség elhanyagolhaténak latszik.
Noha a citratpufferes rendszer nagyobb variabilitast
mutat (9. abra), a felezési idé/argininkoncentracié két
gorbéje a szukcinatpufferes rendszerben lényegében
egymasra fektethetd (10. abra). A kémhatas beallitasa-
hoz hasznalt pufferrendszerektdl figgetieniil a hasonlé
L-arginin-koncentréciékkal a TFPI hasonlé stabilitdsa
érheté el. A 11. abran a borostyankésavval, illetve cit-
romsavval pufferolt készitmények felezési idé/arginin-
koncentracid gorbéit hasonlituk 6ssze. Az abra azt
mutatja, hogy az azonos argininkoncentraciénal nincs
kilonbseég a TFPl-stabilitasok kdzott. Ezek az adatok
azt bizonyitjak, hogy a stabilizaléhatas |étrehozasaban
foként az arginin vesz részt.

A savval torténd — legyen az akar citromsav, akar
borostyankdsav — pufferolas azonban a készitmény
nagyobb argininkoncentracidjat (vagyis nagyobb stabi-
litdsat) teszi lehetévé, mikdzben az oldat izotonicitasa
véltozatlan marad. Igy példaul a 18. tablazat 3-3 és
4-3 készitményében az L-arginin koncentrécidja
300 mmoal/l, a felezési idé pedig hasonld. A 3-3 készit-
mény azonban a 300 mmol/l L-arginin-HCI pH=5,5 ér-
tékre vald pufferolasat 10 mmal/l citromsav/natrium-cit-
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rat rendszerrel végzi, és az oldat ozmolaritasa
497 mOsm/kg. Ez egy hipertnids készitmény, és ez
nem elényds az injektalhatdsag szempontjabdl. Ezzel
szemben a 4-3 készitmény a 300 mmol/l koncentracio-
ju L-arginin-bdzis pH=5,5 értékre valé pufferolasat
121 mmol/l citromsavval végezzilk, mely esetben az ol-
dat ozmolaritisa 295 mOsm/kg. Ez a készitmény oz-
molaritas tekintetében nagyon kdzel van az izoténias
oldathoz (290 mmol/kg), igy sokkal elénydsebben
hasznalhaté injektdlhaté készitményként. Ha a
pH-érték beallitdsahoz példaul 10 mmol/l citrom-
sav/natrium-citrat puffert hasznalunk, az L-arginin kon-
centracio csak kissé emelheté 150 mmol/l érték folé
anélkil, hogy ne Iépnénk tul az izotonicitast.
A 150 mmol/l L-arginin koncentracioju készitmény
(1-86) felezési ideje 16 nap, mig a 300 mmol/l koncent-
raciojué (4-3) 23 nap.

Az aminosavbazist (példaul argininbazist), mint sta-
bilizatort és a sojatdl 1ényegében mentes savat (pél-
daul borostyankdsavat), mint puffert tartalmazé készit-
mény hatdsos modot nydijt arra, hogy a TFPI-t stabili-
zalo hatas fokozasahoz tobb stabilizaloszert (példaul
arginint) adhassunk a készitményhez.

A fenti példakbdl levonhatjuk azt a kdvetkeztetést,
hogy az L-arginin stabilizélja a TFPI-t, kiterjesztve a ta-
rolhatésagi idét. Savat hasznalva a kémhatas puffero-
lasahoz, tovabbi argininmennyiség adhaté a készit-
ményhez a stabilizaldéhatds fokozasara anélkiil, hogy
az oldat izotdnias jellege megvaltozna, ami az injektal-
hatdsag szempontjabdl elényos.

18, tablazat
A TFPI készitmények stabilitasi adatai, az arginint tartalmazo készitmények
pH=5,5 kémhatdasra citratpufferrel beallitva

A felezési id6ket (t,,) az 50 °C hémérsékleten mért stabilitisi adatokbdl szdmoljuk ki, egykitevés kinetikai egyen-

let felhasznalasaval.

Készitményszam Készitmény Ozmolaritas ty5 (nap)
(mmol/kg)
1-1. 20 mmol/l L-Arg-HCl, 10 mmol/l citromsav/Na-citrat 66 9.4
1-2. 40 mmal/l L-Arg-HCI, 10 mmaol/l citromsav/Na-citrat 81 12,6
1-3. 60 mmol/l L-Arg-HCl, 10 mmol/l citromsav/Na-citrat 91 10,7
1-4. 80 mmoal/l L-Arg-HCI, 10 mmoal/l citromsav/Na-citrat 106 10,9
1-5. 100 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmaol/l citromsav/Na-citrat 190 12,5
1-6. 150 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-citrat 276 16,0
2-1. 20 mmol/l L-Arg bazis, 8,9 mmol/l citromsavval titralva 67 5,7
2-2. 40 mmal/l L-Arg bazis, 17,8 mmal/l citromsavval titralva 84 15,0
2-3. 60 mmol/l L-Arg bazis, 26,6 mmal/l citromsavval titralva 95 17,0
2-4. 80 mmol/l L-Arg bazis, 34,2 mmal/l citromsavval titralva 109 14,6
2-5. 100 mmol/l L-Arg bazis, 42,6 mmal/l citromsavval titralva 119 18,2
2-6. 150 mmol/l L-Arg bazis, 62,4 mmal/l citromsavval titralva 147 20,4
3-1. 100 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmaol/l citromsav/Na-citrat 239 14,8
3-2. 200 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-citrat 358 19,6
3-3. 300 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-citrat 497 21,7
4-1. 100 mmol/l L-Arg bazis, 42,2 mmal/l citromsavval titralva 155 16,7
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18. tablazat (folytatas)

Készitményszam Készitmény Ozmolaritas ty2 (nap)
(mmol/kg)
4-2. 200 mmol/l L-Arg bazis, 81,8 mmal/l citromsavval titralva 224 225
4-3. 300 mmol/l L-Arg bazis, 121 mmol/l citromsavval titralva 295 23,3

19. tablazat
A TFPI készitmények stabilitisi adatai, az arginint tartalmazé készitmények
pH=5,5 kémhatasra szukcinatpufferrel beallitva

A felezési id6ket (t4,) az 50 °C hémérsékleten mért stabilitasi adatokbdl szamoljuk ki, egykitevds kinetikai egyen-

let felhasznalasaval.

Készitmény Készitmény Ozmolaritas ty,, (nap)

szam (mmol/kg)

1-1. 20 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-szukcinat 66 99
1-2. 40 mmal/l L-Arg-HCI, 10 mmaol/l citromsav/Na-szukcinat 97 11,5
1-3. 60 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-szukcinat 129 15,3
1-4. 80 mmoal/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-szukcinat 163 16,7
1-5. 100 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-szukcinat 197 20,5
1-6. 150 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l citromsav/Na-szukcinat 282 219
2-1. 20 mmol/l L-Arg bazis, 12,5 mmoal/l borostyankésavval titralva 40 6,7
2-2. 40 mmol/l L-Arg bazis, 25,2 mmoal/l borostyankdsavval titralva 62 12,6
2-3. 60 mmol/l L-Arg bazis, 37,5 I/l barostyankésavval titralva 8 16,4
2-4. 80 mmal/l L-Arg bazis, 49,9 mmoal/l borostyankésavval titralva 107 19,6
2-5. 100 mmol/l L-Arg bazis, 62,4 mmoal/l borostyankdsavval titralva 129 209
2-6. 150 mmol/l L-Arg bazis, 91,4 mmal/l citromsavval titralva 192 23,1
3-1. 100 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l borostyank&sav/Na-szukcinat 207 16,5
3-2. 200 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l borostyank&sav/Na-szukcinat 353 216
3-3. 300 mmol/l L-Arg-HCI, 10 mmol/l borostyank&sav/Na-szukcinat 515 21,7
4-1. 100 mmol/l L-Arg bazis, 61,3 mmoal/l borostyankdsavval titralva 127 17,0
4-2. 200 mmol/l L-Arg bazis, 122 mmaol/l borostyankésavval titralva 256 214
4-3. 300 mmol/l L-Arg bazis, 180 mmol/l borostyankdsavval titrdlva 363 22,5

A tudomany mai allasat jelz8, a leirasban emlitett
valamennyi kézlemény és szabadalmi irat referencia-
ként itt beépitett.

Noha a leirtak pontosabb értelmezése céljabdl bi-
zonyos részletességgel illusztraciokat és példakat
megadtunk, nyilvanvald, hogy a gyakortlatban tovabbi
valtoztatasck s modositasok végezhetbk a talalmany
oltalmi kérén bellil.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Stabilizalt folyekony gyégyszerkészitmény,
amely az alabbiakat tartalmazza:

gybgyaszatilag hatékony komponensként egy inter-
leukin—2-t (IL-2) vagy annak egy az IL-2 biclogiai akti-
vitasat megtart6é variansat, ahol az emlitett IL-2 vagy
annak variansa folyékony készitményben a tarolas
alatt aggregatumot képez;
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100 mM-400 mM mennyiségl aminosavbazist,
amely bazis legaldbb egy arginint, lizint, aszparaginsa-
vat vagy glutaminsavat tartalmaz; és

egy puffert, amely puffer egy a sé formajatol lénye-
gében mentes sav.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az em-
litett IL-2 human rekombinans IL-2 (rhlL-2) vagy an-
nak variansa

3. Az 1. igénypont szerinti keszitmény, ahol az em-
litett készitmeny ozmolaritdsa 240-360 mmol/kg.

4. Az 1. igenypont szerinti készitmeény, ahol az em-
litett készitmeny kémhatasa pH=4,0-9,0.

5. Az 1. igénypont szerinti keszitmény, ahol az em-
litett puffer ecetsav, borostyankésav, citromsav, fosz-
forsav vagy glutaminsav.

6. Az 5. igénypont szerinti készitmény, ahol az em-
litett puffer a barostyankésav.

7. A 6. igénypont szerinti készitmény, ahal az emli-
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szabad bazis alakjaban jelen 1évé arginin, és az emli-
tett borostyankésav 80-190 mmol/l koncentraciéban
van a készitményben.

8. A 7. igénypont szerinti készitmény, ahol a sza-
bad bazis alakjaban 1év8 arginin koncentracibja
150-350 mmol/l.

9. A 8. igénypont szerinti készitmény, ahol a sza-
bad bazis alakjaban 1évd emlitett arginin koncentracié-
ja 230 mmol/l és az emlitett borostyankdsav koncentra-
cidja 128 mmol/l.

10. A 9. igénypont szerinti készitmény, ahol az em-
litett IL—2 a rekombinans human IL-2 (rhIL-2) vagy va-
riansa.

11. A 9. igénypont szerinti készitmény, amely-
nek kémhatasa pH=5,0-6,5, és ozmolaritasa
250-330 mmol/kg.

12. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az
IL-2 vagy varidnsa legalabb egy olyan metionin részt
tartalmaz, amely a folyékony készitményben tarolva
oxidaladik.

13. A 12. igénypont szerinti készitmény, amely me-
tionint is tartalmaz olyan mennyiségben, amely elegen-
dd ahhoz, hogy megakadalyozza az emlitett IL-2-ben
vagy variansaban lévé legalabb egy emlitett metionin-
rész oxidalodasat a készitmény tarolasa alatt.

14. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amely
nemionos fellletaktiv anyagot is tartalmaz olyan
mennyiségben, amely elegendd ahhoz, hogy megaka-
dalyozza az IL-2 vagy varidnsanak a lefagyasztas/fel-
olvasztds vagy a mechanikai nyirderék tarolas alatt
okozta karositéhatasat.

15. A 14. igénypont szerinti készitmény, ahol a
nemionos fellletaktiv anyag a poliszorbat 80.

16. Stabilizalt folyékony gydégyszerkészitmény,
amely interleukin—2-t (IL-2) vagy egy az IL-2 biolégiai
aktivitasat megtarto varidnsat, szabad bazis alakjaban
lévé arginint és a séjatol lényegében mentes boros-
tydnkbsavat tartalmaz, ahol a szabad bazis alakjaban
lévé emlitett arginin 150-350 mmol/l, az emlitett boros-
tyankbsav 80-190 mmol/l koncentraciéban van a ke-
szitményben.

17. A 16. igénypont szerinti készitmény, ahol a
szabad bazis alakjdban lévé emlitett arginin
230 mmol/l, az emlitett borostyank&sav 128 mmalil
koncentraciéban van jelen, és ahal az emlitett ké-
szitmeny kémhatasa pH=5,0-6,5, ozmolaritasa
250-330 mmol/kg.

18. Eljaras folyékony gyogyszerkészitmenyekben
levd IL-2 vagy annak egy az IL-2 bioldgiai aktivitasat
megtartd variansa stabilitasanak fokozasara, ahol a
folyékony készitményben tarolas alatt az emlitett
IL-2 vagy varidnsa aggregatumot képez, és ahol az
emlitett eljaras abbdl all, hogy az emlitett keszit-
menyhez az emlitett IL-2 vagy varidnsa aggrega-
l6dasanak csdkkenteséhez megfeleld mennyiségli
aminosavbazist és egy puffert adunk, ahol az emlitett
puffer egy sojatél lenyegeben mentes sav, és ahol az
emlitett aminosavbazis legalabb egy arginint, lizint,
aszparaginsavat vagy glutaminsavat tartalmaz, ahol
az emlitett gyogyszerkészitmény pH-értéke
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4,0-9,0 amelyet az IL-2 vagy variansa hozzaadasa
eldtt allitunk be.

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
készitmény ozmolaritdsa 240-360 mmol/kg.

20. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
készitmény kémhatasa pH=4,0-9,0 kdzétti tartomany-
ban van.

21. A 18. igénypont szerinti eljgras, ahol az emlitett
puffert az ecetsav, borostyankdsav, citromsav, foszfor-
sav és glutaminsav kézil valasztjuk ki.

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
puffer a barostyankdsav.

23. Eljaras IL-2-t vagy annak egy az IL-2 bioldgiai
aktivitasat megtart6 variansat tartalmazé gydgyszerké-
szitmény tarolasi stabilitasanak fokozaséara, ahol az
emlitett IL-2 vagy variansa a folyékony készitmény ta-
roldsa alatt aggregatumot képez, és az emlitett eljaras
abbol all, hagy a készitményhez az emlitett interleu-
kin—2 (IL-2) vagy variansa aggregalddasanak csok-
kentéséhez szlikséges mennyisegli aminosavbazist és
egy puffert adunk, ahol a puffer egy séjatdl lényegében
mentes sav és az emlitett aminosavbazis legalabb egy
arginint, lizint, aszparaginsavat vagy glutaminsavat tar-
talmaz, ahol az emlitett gydgyszerkészitmény pH-érté-
ke 4,0-9,0 amelyet az IL-2 vagy variansa hozzaadasa
el6tt allitunk be.

24, A 23. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
puffer a borostyankdsav.

25. Az 1. igénypont szerinti készitmény szaritott
alakja, ahol a szaritott alak liofilizalt vagy permetként
szaritott készitmény.

26. Interleukin—2-re (IL-2) reagalé betegsegek
megelézésére, kezelésére vagy diagnosztizalasara
szolgalo gyégyszerformatum, ahol az emlitett for-
matum az 1. igénypont szerinti készitményt tartal-
mazza.

27. A 7. igénypont szerinti készitmeny, ahol az em-
litett, szabad bazis formajaban jelen levé arginin kon-
centracioja 175-325 mM.

28. A 27. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett, szabad bazis forméjaban jelen lévé arginin
koncentracidja 200-300 mM és ahal az emlitett boros-
tyank6sav koncentracidja 120-180 mM.

29. A 28. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett készitmeny pH-ja 5,0-6,5, és ozmolaritasa
240-360 mmol/kg.

30. Az 5. igénypont szerinti készitmény, ahol a puf-
fer a citromsav.

31. A 30. igénypont szerinti készitmény, ahol az em-
litett aminosavbazis szabad bézis formaban jelen 1évé
arginin, amelynek koncentracidja 175-400 mM, és ahol
a citromsav koncentracidja az emlitett készitményben a
40 mM és 200 mM kéz6tti tartomanyba esik.

32. A 31. igenypont szerinti készitmeny, ahol az
emlitett, szabad bazis formdjaban jelen lev8 arginin
koncentracidja 250-350 mM es ahol az emlitett citrom-
sav koncentracigja 100—150 mM.

33. A 32. igenypont szerinti készitmeny, ahol az
emlitett készitmény pH-értéke 5,0-6,5 és ozmolaritasa
240-360 mmol/kg.
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34. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett varidns szekvenciaja legaldbb 80%-ban meg-
egyezik a human IL-2 szekvencidjaval.

35. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett varidns szekvencigja legaldbb 90%-ban meg-
egyezik a human IL-2 szekvencidjaval.

36. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett varidns szekvencigja legaldbb 95%-ban meg-
egyezik a human IL-2 szekvencidjaval.

37. Az 1. igénypont szerinti készitmény, ahol az
emlitett varians a dezalanil-1, szerin-125 human inter-
leukin—2.

38. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians szekvencidja legaldbb 80%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvencidjaval.

39. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians szekvencidja legaldbb 90%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvenciajaval.
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40. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians szekvencidja legaldbb 95%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvencigjaval.

41. A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians a dez-alanil-1, szerin-125 human interleu-
kin—2.

42. A 23. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians szekvencidja legaldbb 80%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvenciajaval.

43. A 23. igénypont szerinti eljaras, ahol az emlitett
varians szekvenciaja legalabb 90%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvenciajaval.

44. A 23. igénypont szerinti eljaras, ahal az emlitett
varians szekvenciaja legalabb 95%-ban megegyezik a
human IL-2 szekvenciajaval.

45. A 23. igénypont szerinti eljaras, ahal az emlitett
varians a dez-alanil-1, szerin-125 human interleu-
kin—2.
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