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A Lalalmény targya granulocita Lelepstimulalod
fahiorl tartalmazo stabil gyogyaszati keszit-
meény eloallitdséara. A hatasos alkolorészt ke-
pezd granulocita telepstimulalo faktorlt leg-
alabb egy gydgyészalilag eifogadhato anyag-
gl heverik ossze az alabbiak kézal: feltlet-
aktiv anyagok, szacharidok, fehérjék, és
nagy molekulatomeg(t anyagok,
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A jelen taldlmédny granulocita telepstimulald
faktort tartalmazo gyogyészati készitményre
vonatkozik. Pontosabban jelen taldlmany gra-
nulocita telepstimulald faktort tartalmazo,
stabilizilt olyan gyogydszali keszitmény elo-
allitésara vonatkozik, amelyben az aktiv kom-
ponenst (vagyis a granulocita telepstimuléld
faktor) veszteség vagy inaklivaldédas ellen
megvedjiuk, amely veszteség a készitménynek
a taroloedény faldhoz vald adszorpcidja ko-
vetkeztében, vagy a szoban forgd komponens
asszociacioja, polimerizacioja vagy oxidacioja
kovetkeztében alakul ki.

Kemoterapiat alkalmaznak sokféle fertd6zd
betegség kezelésére, de mostanaban gyakran
tapasztaljék, hogy a kemolerapia sulyos kli-
nikai problémakat okozhat, mint példaul
gyogyszer-rezisztens organizmusok kialaku-
lasét, betegség-okozd organizmusok kicseré-
10dését, és silyos mellékhatasokat. A kemote-
rapidval egyutt jaro problémék, beleértve az
olyan gyogyaszati szevek, mint az antibioti-
kumok és baktericidek alkalmazéaséaval egyitt
Jjard  problémék  kikuszobodlése  érdekében
olyan anyagok alkalmazéasaval kisérleteznek,
amelyek aktivaljak a gazdaszervezet megeldzd
képességeit valamely fertdzést okozd orga-

nizmus ellen, hogy ezaltal a kemoterapia fen-

tebb emlitett probléméira minél tokéletesebb
megoldast nyujtsanak. A gazdaszervezet ki-
16nboz6 megelézd képességei koziul a leukoci-
tak fagocitds baktericid tevékenységét tekin-
tik annak, amely a legerdsebb befolyéast gya—
korolja a bakteridlis fertdzés kezdeli perido-
dusara, és ezért nagyon fontosnak tartjik a
gazdaszervezet fertdzés ellen véddé képessé-
geinek novelését olyan médon, hogy elosegi-
tik a neutrofilek ndovekedését és differencié-
lédasukat érett allapotra. A granulocita te-
lepstimulald faktor (G-CSF) egyike azoknak a
nagyon hasznos anyagoknak, amelyek ilyen
aktivitést mutatnak; a jelen talalmany beje-
lentéi korabban méar nyujtottak be szabadal-
mi bejelentést G-CSF-el alkalmazo, fertdzés
ellen védo szerrel kapcsolatban (23 777/1985
szamU japén szabadalmi bejelentés).

Amint fentebb emlitettiik, a kemoterapia
kilonbozd elkeralhetetlen probléméakat hordoz
magaban, és intenziv erdfeszitések folynak
olyan gyogyaszati anyagok alkalmazaséra,
amelyek a gazdaszervezet vagy a fertdzott
személy megeldzdé funkcidinak aktivalaséra
keépesek.

Szikségtelen hangsulyozni, hogy a G-
-CSF o6nmagéban mutatja azt a képességet,
hogy aktivalja a gazdaszervezet megeldzd
funkcioit, és arra is rajottek, hogy a G-CSF
nagyobb terapias hatdst mutat a klinikai al-
kalmazasban, ha tovébbi olyan anyaggal kom-
bindlva alkalmazzék, amely aktivélja a gazda-
szervezet megeldzd képességeit.

A G-CSF-et nagyon kis mennyiségben
alkalmazzik, igy altaldban 0,1-500 ug (elo-
nybdsen 5-50 ug) G-CSf-et adnak be heten-
ként 1-7-szer adott adagokban felnditeknek.
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A G-CSF azonban hajlamos arra, hogy ad-
szorbealdodjon téaroldedényének, pl. az injek-
cios ampullanak vagy fecskenddnek a falan.
Fzért ha a gyogyszert injekcioként ilyen
formaban vizes oldatként alkalmazzuk, ez ta-
roloedényének, pl. az ampullanak vagy fecs—
kendbnek a falin adszorbedlodik. igy a G-
~CSF  elveszli azt a képességét, hogy
gyogyaszali szerként teljes  aklivitéasat
mutassa, vagy szukségessé teszi a kivantnél
nagyobb mennyiségli G-CSF bevitelét, igy
egyenlilve ki az adszorpecid kovetkeztében
f2llepd esetleges veszteségel.,

Ezen L0l a G-CSF labilis és nagy mér-
t2kben érzékeny a kornyezeli tényezdkre,
mint a homérséklet, nedvesség, oxigén és
ultraibolya sugarak. Az ilyen tényezék hata-
sara a G-CSF olyan fizikai és kémiai véltoza-
sokon megy keressztil, mint asszociacid, poli-
werizacio és oxidacio, és igy nagy aktivitéds-
veszteséget szenved. Ezek a jelenségek ne-
hézzé teszik a terédpids levékenység teljes
megvalosulasat igen kis mennyiségll G-CSF
beadasaval nagyon szabatos modon.

Ezért szikséges G-CSF stabil gyogya-
szati készitményél kifejleszieni, amely teljes
mértékben védve van a hatdsos anyag akti-
vitéséban végbeniend csoékkenés ellen. Ez a
jelen talalmény elsddleges targya, amely ta-
lalméany tehal G-CSF stabil gyogyaszati ké-
szitményét nyujlja.

A jelen taldlmany fellaléldi intenziv ta-
nulményokal folylatlak abbdl a célbdl, hogy
noveljek a G-CSF-et tartalmazo gydgyaszati
készitmények slabilitésal, és arra jottek ra,
hogy ez a feladat hatdsosan megvalosithatd
gyogyaszatilag elfogadhatd feluletakiiv anya-
gok, szacharidok, fehérjék és/vagy nagy mo-
lekulatomeg(i vegyuletek alkalmazésaval.

Ennek megfeleloen a jelen talélméany
szerinti, stabil G-CSF-et lartalmazd gyogya-—
szati készitmény azzal jellemezhetd, hogy a
G-CSF mellett legalabb egy anyagot tartalmaz
az alabbiak kozul: gyogyészatilag elfogadhato
feluletaktiv anyagok, szacharidok, fehérjék,
és nagy molekulatdmegll vegyiletek.

A G-CSF-et, amelyet a jelen taldlmény
szerinti gyogyészati készitmények tartalmaz~
nak, barmilyen mddszer szerint eldallithatjuk
példaul a 153 273/1984, 269 455/1985,
269456/1985, 270 838/1985 ¢és 270 839/1985
szému japan szabadalmi bejelentések leiro
riszében ismertetett modszerek szerint. Igy
pl. a human G-CSF-et el lehet késziteni vagy
egy olyan sejtvonal (CNCM I-315 vagy I-483
letéti szémon) tenyésziésével, amelyet széj-
uregrékban szenvedd Dbetegek tumorjabol
izolaltak, vagy egy rekombinéns DNS (ame-
lyet humén G-CSF-et koédold gén kozremiiko—
désével készitellek) kifejezésével megfeleld
gazdasejiben (pl. E, coli, C 127 seji, vagy
kinai horcsog petefészek-sejtjei).

Béarmilyen humén G-CSF, amelyet nagy
mértékben liszlitoltak, alkalmazhatd G-CSF-
~ként a jelen laldlmény szerinti gyogyészati
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készilményekben. Eldnyés huméan G-CSF-ek
azok, amelyeket valamilyen human G-CSF ter-
meld Lorzs tenyészetének feliiluszdéjabol izo-
lalnak és az olyan polipeptidek vagy gliko-
proteinck, amelyek humén G-CSF aktivitédssal
birnak, és amelyeket olyan rekombinéns vek-
torral  Lranszformalt  gazdaszervezetbdl ka-
punk, amely veklor a huméan G-CSF aklivi-
téssal biro polipeptidet kodolo gént tartal-
mazza.

Két kulonosen eldnyds G-CSF-re muta-
tunk be példat az alabbiakban.

(1) Human G-CSF, amely a kovetkezo fi-
zikokémiai jellemzokkel bir:
i} molekulalomeg: mintegy
19 000 21000,
natrium-dode-
cil-szulfat-poli-
akrilamid gél
elektroforézissel

o

10

15

mérve:

25
(Met)n Thr Pro Leu Gly Pro
Gln Ser Phe Leu Leu Lys
Arg Lys Ile GIn Gly Asp
Glu Lys Leu (Val Ser Glula
Leu Cys His Pro Glu Glu
His Ser Leu Gly Ile Pro
Ser Cys Pro Ser Gln Ala
Cys Leu Ser Gln Leu His
Tyr Glin Gly Leu Leu Glin
Ser Pro Glu Leu Gly Pro
Gln Leu Asp Val Ala Asp
Trp Gln Gln Met Glu Glu
Ala Leu Gln Pro Thr GIn
Phe Ala Ser Ala Phe Gln
Val Leu Val Ala Ser His
Glu Val Ser Tyr Arg Val

Gln Pro -

(azzal a feltétellel, hogy m jelentése 0 vagy
1; és n jelentése 0 vagy 1).

A G-CSF emlitett két tipusanak eldallitisara
szolgalo eljarédsok részleteivel kapcsolatban
lasd a 153 273/1984, 269 455/1985, 269 456/
/1985, 270 838/1985 és 270 839/1985 szamu
Japadn szabadalmi bejelentéseket, amelyek
mindegyikét a - jelen taldlmany bejelentdje
nyujtotta be.

Egy masik modszer, amelyet alkalmazha-
tunk, G-CSF termeld sejtek fuzidojanak meg-
valositasabdl &1l 6n-burjénzo rosszindulatu
tumor sejtekkel, és az igy létrejové hibrido-
ma tenyészlésébdl mitogén jelenlétében vagy
anélkal,

A kapott human G-CSF-et tartalmazo ol-
datot fagyasztott 4&llapotban lehet LUérolni,
szlkség esetén barmilyen ismert technikéval
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rin alifas

az alébbi héarom
izoelektromos
pont koézul leg-
alabb eggyel
rendelkezik:

pl = 5,5 ¢+ 0,1,
58 0,1,

il.) izoelektromos pont:

pl =
és
pl = 6,1 = 0,1;

maximuma van
280 nm-nél és
minimuma van
250 nm-nél;

ive) A 21 gyokbdl &ll6 aminosavszekvencia az

N-terminalistol kiindulva az alébbi:

HoN-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-

-Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu-Leu-Lys-

-Cys-Leu-Glu-Gln-Val-

(2) Human G-CST, amely vagy egy hu-
mén granulocita stimuldlé faktor aktivitdssal
rendelkezd polipeplidet tartalmaz, amely poli-
peptid az alabb bemutatott aminosavszekven-
cidnak egészével vagy részével jellemezhetd,
vagy egy olyvan glikoproteint tartalmaz,
amely az e¢lobL emlitett polipeptid-szerkezet-
tel és egy cukorlancrésszel rendelkezik:

iii.) ultraibolya adszorpcio:

Ala Ser Ser Leu Pro
Cys Leu Glu Gln Val

Gly Ala Ala Leu Gln
Cys Ala Thr Tyr Lys
Leu Val Leu Leu Gly
Trp Ala Pro Leu Ser
Leu Gin Leu Ala Gly
Ser Gly Leu Phe Leu
Ala Leu Glu Gly Ile

Thr Leu Asp Thr Leu
Phe Ala Thr Thr Ile

Leu Gly Met Ala Pro
Gly Ala Met Pro Ala
Arg Arg Ala Gly Gly
Leu Gln Ser Phe Leu
Leu Arg His Leu Ala

végzett lovabb tisztitds és koncentralas

utan. Egy masik megoldas szerint az oldatot
pl. fagyasziva széritdssal végzett dehidralas
utan tarolhatjuk. )

Az igy készitett humén G-CSF-ek mind-
egyikét fel lehet dolgozni a jelen taldlméany
szerinti leirés alapjén abbdl a célbdl, hogy
stabil, G-CSF-et tartalmazé gyogyészati ké-
szitményt kapjunk.,

A tipikus feluletaktiv anyagok, amelye-
ket hasznélhatunk a jelen taldlmény szerinti
stabil, G-CSF-et tartalmazd gyogyaszati keé-
szitmény kialakitasahoz, példédul a kovetke-
z0k: nemionos feliletaktiv anyagok 6-18 HLB-
-vel, mint pl. szorbitan alifds karbonsav-ész-
terei (pl. szorbitén monokaprildt, szorbitén
monolaurét és szorbitdn monopalmitat), glice-
karbonsav észterei (pl. glicerin

ot
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monomirisztat, és
glicerin monosztearat), poliglicerin alifés
karbonsav észterei (pl. dekagliceril-mono-
sztearat, dekagliceril-disztearat és dekaglice-
ril-monolinoleat), polioxietilén-szorbitan alifés
karbonsav-észterei (pl. polioxietilén-szorbi-
tan-monolauréat, polioxietilén-szorbitdn-mono-
oleat, polioxietilén-szorbitdn-monosztearét,
polietilén~-szorbitdn-monopalmitat, polioxieti-
lén-szorbitan-tiroleat, és polioxietilén-szorbi-
tan trisztearat), polioxietilén-szorbit alifas
kuarbonsav észterei (pl. polioxietilén szorbit-
tetrasztearat és polioxietilén—-szorbit-tetraole-
at), polietilén-glicerin alifés karbonsav ész-
terei (pl. polioxietilén-gliceril-monosztearat),
polietilénglikol alifds karbonsav észterei (pl
polietilénglikol-disztearat), polioxietilén-alkil-
-éterek (pl. polioxietilén-lauril-éter), polioxi-
~etilén-polioxipropilén-alkil-éterek (pl. poli-
oxietilén-polioxipropilén-glikol-éter, polioxi-
etilén-polioxipropilén-propil-éter, és polioxi-
etilén-polioxipropilén-cetil-éter), polioxietile-
zett keményitett hédzsir (pl. polioxietilezett,
hidrogénezett hodzsir), és tLermészetes feli-
letaktiv anyagok, mint pl. lecitin. Ezeket a
feluletaktiv anyagokat természetesen lehet
alkalmazni 6nmagukban vagy keverékben.

A fentebb felsorolt felluletaktiv anyago-
kat elébnydsen 1-10 000 tomegrész/G-CSF to-
megrész mennyiségben alkalmazzuk.

Az alkalmazhaté szacharidok a stabil
G-CSF-et tartalmazd gyogyészati készitmé-
nyek eloallitasaban lehetnek monoszachari-
dok, oligoszacharidok és poliszacharidok, va-
lamint ezek foszfatészterei és nukleotid-szér-
mazékai, amennyiban ezek gyodgyaszatilag el-
fogadhatok, Tipikus példakat sorolunk fel az
alabbiakban: haromértékli és magasabb cu-
koralkoholok, mint pl. glicerin, eritrit, arabit,
xilit, szorbit és mannit; savas cukrok, mint
pl. glukuronsav, iduronsav, neuraminsav, ga-
lakturonsav, glukonsav, mannuronsav, keto-
glikolsav, ketogalaktonsav és ketogulonsav;
hiarulonsav és s6i; kondroitin-szulfat és
szdrmazékai, kitozdn és szarmazékai, dextrin,
5000-15 000 &tlagos molekulatomegl dextran,
és alginsav és soi. Mindezeket a szacharido-
kat oOnmagukban vagy keverékben lehet al-
kalmazni.

A fentebb felsorolt szacharidokat elo-
nydsen 1-10 000 tomegrész/1 tomegrész G-
~CSF mennyiségben alkalmazzuk.

A felhasznalhaté fehérjékre tipikus pél-
dak a jelen taldlméany szerinti stabil, G-CSF-
-et tartalmazd gyodgyaszati készitmények ké-
szitésénél az alébbiak: human szérum albu-
min, humén szérum globulin, zselatin, savval
kezelt zselatin (atlagos moltomeg: 7000-
-100 000), alkalival kezelt zselatin (atlagos
moéltdmeg: 7000-100 000), és kollagén. Szik-
ségtelen hangsilyozni, hogy ezek a fehérjék
is alkalmazhatok anyagokban is, keverékben
is.

‘monokaprilat, glicerin

A fentebb felsorolt fehérjéket elénydsen
1-20 000 tomegrész/1 tomegrész G-CSF meny-
nyiségben alkalmazzuk.
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A felhasznalhaté nagy molekulatdmeg(i
anyagokra tipikus példdk a jelen taladlmény
szerinti stabil, G-CSF-et tartalmazdé gydégya-
szati készitmények készitésénél az aldbbiak:
természetes polimerek, mint pl. hidroxi-pro-
pil-celluldz, hidroxi-metil-celluléz; natrium-
-karboximetil-celluldz, és hidroxi-etil-celluldz;
és szintetikus polimerek, mint pl. polietilén-
glikol (molekulatomeg: 300-600), polivinilalko-
hol (molekulatomeg: 20 000-100 000), és poli-
vinilpirrolidon (molekulatomeg: 20 000-
-100 000). Szukségtelen hangsiulyozni, hogy
ezek a nagy molekulatomegl anyagok alkal-
mazhatok egyedul is, de kombinécidkban is.

A fentebb felsorolt nagy molekulatdmegl
anyagokat kivanatosan 1-20 000 témegrész/1
tomegrész G-CSF mennyiségben alkalmazzuk.

A fentebb leirt feluletaktiv anyagokon,
szacharidokon, fehérjéken vagy nagy mole-
kulatomegl anyagokon kivil legalébb egy to-
vabbi anyagot alkalmazhatunk a jelen taldl-
many szerinti, G-CSF-et tartalmazd gyogya-
szati keészitmények eldallitdsdnal: aminosavek,
kéntartalmu redukaldszerek, és antioxidan-
sok, Az aminosavak lehetnek példaul glicin,
treonin, triptofan, lizin, hidroxi-lizin, hiszti-
din, arginin, cisztein, cisztin és metionin. A
kéntartalmu redukéldoszerek lehetnek példaul
N-acetil-cisztein, N-acetil-homocisztein, tiok-
tansav, tiodiglikol, tio—etanolamin, tioglicerin,
tioszorbit, tioglikolsav és 806i, natrium-tio-
szulféat, natrium-hidrogén-szulfit, natrium-pi-
roszulfit, natrium-szulfit, tio-tejsav, ditiotre-
it, glutation, és valamilyen enyhe, kéntartal-
mu redukaldszer, amely merkapto-csoporttal
rendelkezik, mint pl. valamely 1-7 szénatomos
tioalkénsav. Az antioxiddnsok lehetnek példa-
ul eritorbinsav, dibutil-hidroxi-toluol, butil-
-hidroxi-anizol, d1-od-tokoferol, tokoferol ace-
tat, L-aszkorbinsav és s6i, L-aszkorbinsav
palmitat, L-aszkorbinsav sztearat, triamil-
-gallat, propil-gallét, és kelétképzd szerek,
mint pl. dinadtrium-etilén-diamin-tetraacetat
(EDTA), nétrium-pirofoszfat és nétrium-meta-
foszfat,

A fentebb felsorolt aminosavakat, kén-
tartalmi redukaloszereket és antioxiddnsokat
vagy keverékeiket 1-10 000 tomegrész/1 to—
megrész G-CSF mennyiségben alkalmazzuk.

A jelen taldlmény szerinti stabil, G-CSF-
-et tartalmazé készitmény megfeleld dozis-
-forméra torténd kiszerelésének céljabdl az
alabbi szerekbdl egyet vagy tobbet lehet al-
kalmazni: higitoszerek, szolubilizdld segéd-
anyagok, izotonias szerek, koétdanyagok, pH-
-modositd szerek, nyugtatd szerek és puffe-
rek.

A Jjelen taldlmany szerinti stabilizalt,
G-CSF-et tartalmazd gydgyészati készitmeé-
nyeket vagy ordlis vagy parenteralis adago-
lésnak megfeleléen (pl. kulénbozd utakon al-
kalmazott injekcidok utjan) lehet kiszerelni,
és az adagoladsi formék széles valasztékét le-
het alkalmazni a beadés adott médjatdl fug-

g%n. Tipikus adagolasi formék az alabbiak:
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az oralis beaddsra széntak, mint tablették,
labdacsok, kapszulak, granuldtumok és
szuszpenziok; oldatok, szuszpenzidk és fa-
gyasztva szaritott keészitmények, elsdsorban
intravénas injekcidokhoz, szubkuléan injekci-
Okhoz és intrakutan injekcidkhoz szénlak, és
a nyalkahartyan keresztuli beadéshoz szén-
tak, mint a végbélkupok, nazédlis gyodgysze-
rek, és hiuvelykipok,

A jelen talalmény szerint legalébb egy
anyagot adunk a G-CSF-et tartalmazo gyo-
gyaszati készitményhez az aldbbiak kézal:
feluletaktiv anyagok, szacharidok, fehérjék,
vagy nagy molekulatomegl anyagok, ilyen
modon akadélyozzuk meg, hogy a készitmény
adszorbedldd jék taroléedényének faldhoz
vagy a fecskendd faldhoz, ugyanakkor a ké-
szitmény stabil maradjon hosszabb idétarta-
mon &t.

A részletes mechanizmus, amellyel a fen-
tebb emlitett anyagok stabilizaljaok a G-CSF-
-et, vagy megakadalyozzak, hogy adszorbed-
16djék, még nem tisztézott. A G-CSF felszi-
nét, amely hidroféb fehérje, a feluletaktiv
anyagok beboritjdk és szolubilizaljak igy
megakadalyozzék még a nyomnyi mennyiség-
ben jelen levd G-CSF-et is, hogy téaroloedé-
nyének vagy a fecskendonek a feluletéhez
adszorbealodjék. A szacharidok vagy hidrofil,
nagy molekulatdmegl anyagok hidratalt réte-
get alkothatnak a G-CSF és taroldedénye
vagy a fecskendd falanak adszorptiv felilete
kozott, ilyen médon akadilyozva meg a G-
~-CSF adszorpciéjat. A fehérjék versenghet-
nek a G-CSF-fel a taroléedény vagy fecsken-
dé falanak adszorpciojaért, ilyen médon ga-
tolva a G-CSF adszorpciodjat.

A G-CSF adszorpciojanak megakadalyo—
zésén kivul a fentebb emlitett anyagok részt
vehetnek a G-CSF molekulak 6sszekapcsolo-
dasanak vagy polimerizécidjanak megakada-
lyozésaban is. Feluletaktiv anyagok, szacha-
ridok, fehérjék vagy nagy molekulatomegt
vegyuletek jelenlétében az egyes G-CSF mo-
lekulak diszpergélédnak ezekben az anya-
gokban, és a G-CSF molekulék kozti kolcson-
hatds megfelelden csdkken, igy csokken ezek
dsszekapcsolédasdnak vagy polimerizécidjinak
valoszinlsége., Ezen kivil ezek az anyagok
gatolhatjadk a G-CSF autooxidéciojat, amely
magas hdémérsékleten és nedvességtartalomnal
felgyorsul, és megakadalyozzdk, hogy a G-
-CSF oOsszekapcsolodjék vagy polimerizalod-
Jék autooxidacidja eredményeképpen. A G-
-CSF autooxidécidojanak, dsszekapcsolodésanak
és polimerizécidjanak géatldsa tovabb fokozha-
to valamely aminosav, kéntartalmi redukéald-
szer vagy autooxidans hozzéadéséval.

A fentebb leirt problémék féleg injekci-
Okhoz valé oldatok és szuszpenziok esetén
lépnek fel, de eléfordulnak a G-CSF kiszere-
lésének olyan eljarésai sorén is, amikor més
adagolasi formarol, pl. tablettakrol van szo.
Feluletaktiv anyagok, szacharidok, fehérjék
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vagy nagy molekulatdbmegl anyagok hozza-
adésa halasos ez utdbbi esetben is.

Feliletakliv anyagok, szacharidok, fe-
hérjék és nagy molekulatémegl anyagok,
legalébb egyikének az adagolésa révén a G-
-CSF nagy meértékben stabilizalodik, és
aktivitdsa meghosszabbitott idétartamon &t
fennmarad, amint ezt a késébbi példék
mutatjdk. Hogy ezeket az eredményeket
elerjik, ezen anyagok mindegyikének
mennyisége, kulonosen alsé hatédrén kritikus,
és a Kkovetkezd tartoményok kivédnatosak:
1-10 000 tomegresz feluletaktiv anyag, 1-
10 000 tomegrész szacharid, 1-20 000
tomegrész fehérje és 1--20 000 tOmegrész
nagy molekulatomegll anyag, 1 tomegrész G-
CSF-re vonatkoztatva.

A jelen talalmény szerint a feliletaktiv
anyagokat, szacharidokat, fehérjéket és/vagy
nagy molekulatomegl anyagokat meghatéro-
zott koncentrécioban alkalmazzuk, és ez ha-
tasos nemcsak annak megakadalyozdsdban,
hogy a G-CSF téroldedényének vagy egy
fecskendonek a faldra adszorbeélddjék, ha-
nem abban is, hogy a G-CSF-et tartalmazd
gyogyaszati készitmény stabilitésa noveked-
Jjék. Ennek eredményeképpen lehetévée valik
kicsiny, de nagyon pontos G-CSF adag be-
adésanak biztositésa; mivel a G-CSF koltsé-
ges anyag, hatékony felhasznalédsa kisebb
koltségeket eredményez a G-CSF-et tartalma-
z0 gyogyészati készitmények eldéllitdsanal.

A kovetkezd példakat abbdl a célbol is-
mertetjuk, hogy pontosabban bemutassuk a
Jelen taldlményt, de ezeknek nem az a célja,
hogy korlétozzék a taldlmény oltalmi kérét.
Ezekben a pédakban a G-CSF maradék akti-
vitdsat az alébbi modszerek egyikével haté-
rozzuk meg.

(a) Egér csontvels-sejteket alkalmazé lagy
agar modszer

Loszérumot (0,4 ml), 0,1 ml mintat,
0,1 ml C3H/He (ndstény) egér csontveld-sejt
szuszpenziot (0,5-1.105 magos sejt), és 0,4 ml
modositott McCoy-5A tenyésztd oldatot, amely
0,75% agart is tartalmaz, 6sszekeverink, szo-
vettenyésztésre szolgdld mlanyag csészébe
(35 mm@) ontjuk, koaguldljuk, és 5 napon &t
tenyésztjuk 37 °C homérsékleten 5% C02/95%
levegd atmoszférédban, 100% nedvességtarta-
lomnél. A képzb6dott telepek szamat megsza-
moljuk (egy telep legaldbb 50 sejtet tartal-
maz), és az aktivitist meghatdrozzuk oly mo-
don, hogy egy egységnek tekintjuk azt az
aktivitést, amely egy telepet képez.

Az (4) modszerben alkalmazott médosi-
tott McCoy 5A lenyésztd oldatot a kovetkezd
eljaréasssal allitjuk elo.

5.
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Mcdositott McCoy 5A tenyészté oldat (dupla
koncentréacio)

12 g McCoy 5A tenyésztd oldatot (Gib-
co), 2,65 ¢ MEM aminosav-vitamin tapkozeget
(Nissui Seiyaku Co., Ltd.), 2,18 g natrium-
~hidrogén-karbonétot, és 50 000 egység kali-
um-G-penicillint feloldunk 500 ml kétszer
desztilladlt vizben, és az oldatot aszeptikusan
szurjuk Millipore sziirén keresztul (0,22 m).

(b) Forditott féazisu, nagy teljesitményli fo-
lyadékkromatogréfia

Forditoit fézisi C8 oszlopol (4,6 mm x
x 300 mm; 5 m) és mozgo fazisként n-propa-
nol/trifluor-ecetsav keveréket alkalmazva a
G-CSF maradék aktivitasat (1 ug-mal ekviva-
lens mennyiségben injektélva) a kovetkezd
gradiens-korulmények kost hatérozzuk meg:

1d6é (A) Oldo- (B) Oldo- Gréadiens
(sec) szer szer
0 100% 0% linearis
15 0% 100% linearis
25 100% 0% linearis

(A) oldoszer: 30% n-propanol és 0,1% triflu-
or-ecetsav
60% n-propanol és 0,1% triflu-
or-ecetsav

A kimutatast 210 nm hulldmhossznél vé-
gezzuk, és a maradék G-CSF aktivitédsanak
szazalékat a kovetkezd Kképlettel szémitjuk
ki: -

(B) olddszer:

a G~CSF maradék
mennyisége egy
adott idd eltelte

Maradék utén

G-CSF aktivités¥% = x 100
a G-CSF kiindulasi
mennyisége

A G-CSF ezzel a modszerrel meghatéro-
zott maradék mennyisége nagyon jol egybe-
vag az egér csontveld-sejteket alkalmazd
lagy agar (a) modszerrel végzett mérésben
elért eredményekkel.

1, példa

5 ug G-CSF-hez az 1. tabldzatban felso-
rolt stabilizdld szerek egyikét adjuk, és a
keverékelt aszeptikusan oldjuk 20 mmodl/]
pufferoldatban (amely 100 mmol/1 nétrium-
~kloridot tartalmaz; pH 7,4) hogy 5 ug
G-CSF/ml-t tartalmazd gyogyaszati készit-
ményt allitsunk eld, amelyet azutan fagyaszt-
va szaritunk. A G-CSF aktivitasénak valtozé-
sat az ido fuggvényében az (a) modszerrel
mérjuk, és az eredményeket az 1. tablazat-
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ban mutatjuk be. Az .aktivitds (%) kifejezés
a tablézatban a G-CSF maradék aktivitésat
képviseli a kiindulasi egységre vonatkoztat-
va, és eut kovelkezd képlettel hatdrozzuk
meg:

aktivitas egység egy

adott idS eltelte utén

Aktivitas (%) = x 100
kiindulasi aktivitds-

egység

Valamely stabilizdlészert tartalmazé G-
-CSF-et lartalmazo oldatot steril, szulfa-ke-
zelt Gvegfioldba helyezink, -40 °C vagy ala-
csonyabb homérsékleten fagyasztjuk 4 orén
al, a szarités elsd lépésében a hdmérsékletet
48 ora alatt =-40 °C-rdl 0 °C-ra emeljik,
ekdzben 4 Pa-rol 13 Pa-ra ndvelve a nyomést
majd a méasodik lépésben 12 dra alatt Q oC-
-vdl 20 °C-ra emeljik a hémérsékletet, ekoz~
ben a nyomést 13 Pa-rél 35 Pa-ra noveljik,
ez utédn a fiola belsejét steril szaraz nitro-
géngézzal téltjuk meg, hogy atmoszférikus
nyomést érjiunk el, és a fiolat fagyasztva-
-szaritd  gumidugdval ledugaszoljuk, majd
aluminium kupakkal lezérjuk.

1. TABLAZAT
Stabilizé~ Mennyiség Aktivitds (%)
z&loszer
(tomegrész) 4 °C hé- 37 °C ho-~
mérsék- mérsek-
leten 6 leten 1
honapon  hoénapon
at veg- at vég-
zelt td-  zett ta-
rolas rolas
utan utan
xilit 10 000 92 86
mannit 10 000 91 85
glukuron-
sav 10 000 86 82
hisluron-
sav 2000 92 89
dextran
(molekula~
tomeg: 40 000 2000 95 90
heparin 5000 85 80
kitozan 2000 93 91
alginsav 2000 S0 90
hunién szé~
rum albumin 1000 98 99
7
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Stabilizdé- Mennyiség Aktivitds (%) humén szé-
z8ldszer rum albumin 2000
(Lomegrész) 4 °C hdé- 37 °C ho- hidroxi-
mérsék- mérsek- 5 -propil-
leten 6 leten 1 -celluléz 500 98 92
hénapon  honapon dextran {(mo-
al vég- at veg- lekulato-
zell téa- zell la= meg: 40 000) 2000
rolas rolas 10
ulén ulan polioxi~
etilén-
humén szé- -szorbi-
rum globu-~ tén-mono-
lin 1000 98 95 15 laurat 100 98 96
savval ke- szorbit 2000
zelt zsela-
tin 2000 97 95 polioxi-
20 lezett,
alkalival keményi-
kezelt zse- tett hod-
latin 1000 99 96 zsir 100
dextran
kollagén 2000 95 90 25 {moleku-
latomeg:
polietilén— 40 000) 2000 94 92
glikol (mo- adalék
lekulato- nélkal - 74 58
meg: 40 000} 10 000 94 90 10
hidroxi-pro- .
pil-celluloz 1000 98 94 2. példa
natrium-kar- 35 10 ug G-CSF-hez a 2. tablazatban felso-
boximetil- rolt stabilizdld szerek egyikét adjuk, és a
~celluléz 1000 88 80 keveréket aszeptikusan oldjuk 20 mmol/l
foszfat puffer oldatban {amely 100 mmol/1
hidroxi-me- nétrium-kloridot tartalmaz; pH 7,4), hogy
til-celluloz 5000 92 90 40 10 pug G-CSF/ml-t tartalmazd gyogydszati ké-
szitményt allitsunk eld. A készitményt aszep-
polivinil tikusan szulfa-kezelt Uvegfioléba totjuk és
alkohol (mo- lezérjuk, igy készitve G-CSF oldatot. A
lekulato- G-CSF aktivitisdnak véltozasét az idd fugg-
meg: 50 000) 2000 96 95 45 vényében azonos modszerrel mérjik, mint
amelyet az 1. peéldédban alkalmaztunk; az
polivinil- eredményeket a 2. téblazat tartalmazza.
pirrolidon
{molekulato-
meg: 50 000) 2000 95 94 50
humén szé-
rum albumin 2000
mannit 2000 100 97 55
cisztein 100
human szé-
rum albumin 2000
polioxi- &0
etilén—
-szorbi-
tén-mono-~
laurat 100 99 96
mannit 2000 65
8
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2. TABLAZAT
Stabilizalészer Mennyiség Aktivitas (%)

(tomegrész) 4 °C hémér- 4 °C hémér- Szobahé~
s¢kleten 7 sékleten 2 mérsékle-
napon at honapon ét ten 1 héna-
végzett végzett pon &t vég-
tarolas tarolas zett taro-

las
mannit 5000 91 87 82
hiarulonsav 2000 93 87 70
dextrén (molekulato-
meg: 40 000) 2000 96 95 85
glicerin 10 000 90 90 88
neuraminsav 5000 93 91 84
kitin 2000 95 92 86
dextrin 2000 90 92 87
humén szérum albumin 1000 99 95 92
humén szérum globulin 1000 98 94 90
savval kezelt zselatin 2000 97 96 87
alkalival kezelt zselatin 500 99 95 92
kollagén 2000 99 94 88
polietilénglikol (mo-
lekulatomeg: 40 000) 10 000 94 89 90
hidroxi-propil-celluléz 2000 98 95 92
natrium-karboximetil- -
~-celluloz 2000 92 91 80
hidroxi-etil-celluldz 4000 92 94 90
polivinilalkohol (mo-
lekulatomeg: 40 000) 4000 97 93 90
polivinilpirrolidon
(molekulatdmeg: 40 000) 4000 95 95 92
szorbitdn-monolaurat : 400 97 96 95
polioxietilén-szorbi-
tén-monolaurat 400 100 96 94
polioxietilén-szorbi-
tén-monosztearat 400 98 97 94
polioxietilén- polioxi-
propilén-glikoléter 400 100 94 93

8-
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Stabilizdloszer Mennyiség Aktivitéds (X)

(tomegrész) 4 oC homér- 4 °C hémér- Szobahé-
sékleten 7 séklelen 2 mérsékle-
napon &t hénapon at ten 1 héna-
végzett végzelt pon At vég-
tarolas Larolas zett taro-

las
polioxilezett, keményi- -
tett hodzsir 400 99 98 90
nétrium-lauril-szulfat 2000 97 93 87
lecitin 2000 97 94 90
humén szérum albumin 2000
mannit 2000 100 99 97
cisztein 100
humén szérum albumin 2000
polioxietilén-szorbi-
tan-monolaurat 100 99 97 95
mannit 2000
humén szérum albumin 1000
hidroxi-propil-cel-
luldz 500 99 97 95
dextran (molekulatd-
meg: 40 000) 2000
polioxietilén-szorbi-
tan-monopalmitét 100 96 96 93
szorbit 2000
polioxietilezett, ke-
ményitett hodzsir 100 95 92 92
dextran (molekulato-
meg: 40 000) 2000
adalék nélkul - 72 61 47

3. példa

10 ug G-CSF-hez a 3. tablazatban felso-
rolt stabilizdloszerek egyikét adjuk, és a ke-
veréket aszeptikusan oldjuk 20 mmdl/l fosz-
fat puffer oldatban (amely 100 mmol/l natri-
um-kioridot. tartalmaz, pH 7,4), hogy 10 ug
G-CSF/ml-t tartalmazd gyodgyészati Kkészit-
ményt élltitsunk eld. 1 ml készitményt szul-
fakezelt, szilikonnal bélelt uvegfiolaba tol-

10

55

tank, és 4 °C hdmérsékleten hagyjuk éllni.
Az egyes stabilizédlé szereknek a G-CSF ad-
szorpcidjanak megakadéalyozaséban Kkifejtett
hatékonységat olyan modon értékeljuk, hogy
megmérjuk a G-CSF maradék aktivitdsdt az
oldatban 0,5; 2; és 24 6ra mulva. A mérést a
{b) mddszerrel hajtjuk végre, forditott fazi-
sU, nagy teljesitményl folyadékkromatogréfi-
at alkalmazva, Az eredményeket a 3.
tablazatban mutatjuk be.

-9-



17 HU 198627 B 18
3. TABLAZAT

Stabilizaloszer Mennyiség Maradék aktivitas (%)

(tomegrész) kezdeti 0.5 h 2h 24 h
mannit 5000 100 93 90 91
hiarulonsav 2000 100 97 92 92
dextran (molekulatd-
meg: 40 000) 2000 100 98 95 96
glicerin 10 000 100 94 91 90
heparin 2000 100 92 90 90
glikuronsav 5000 100 96 90 91
ketoglikolsav 5000 100 92 88 90
humén szérum albumin 1000 190 100 101 99
human szérum globulin 1000 100 98 100 98
alkdlival kezelt zse-
latin 500 130 99 98 99
savval kezelt zselatin 2000 100 99 97 97
kollagén 2000 100 100 98 99
polietilénglikol (mo-
lekulatomeg: 4000) 10 000 100 100 100 99
hidroxi-propil-celluloz 2000 100 100 100 99
nétrium-karboximetil-
~celluloz 2000 100 98 96 95
hidroxi-etil-celluldz 4000 100 96 93 92
polivinilalkohol (mo-
lekulatdmeg: 50 000) 4000 100 99 100 98
polivinilpirrolidon
(molekulatomeg: 50 000) 4000 100 98 98 96
szorbitdn monokaprilat 400 100 100 100 98
polioxietilén-szorbi-
tan-monosztearat 400 100 100 98 100
polioxietilezett, ke-
ményitett hdédzsir 400 100 99 101 99
nétrium-lauril-szulféat 2000 100 100 99 97
lecitin 2000 100 99 100 98
huméan szérum albumin 2000
mannit 2000 100 100 100 101
cisztein 100

11
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Stabilizédloszer Mennyiség

Maradék aktivitds (%)

(1omegrész) kezdeli 0.5 h 2 h 24 h
humén szérum albumin 2000
polioxietilén-szorbi-
tan-monolaurat 100 100 100 98 - 99
mannit 2000
humén szérum albumin 1000
hidroxi-propil-celluloz 500 100 101 99 100
dextran (molekulatomeg:
40 000) 2000
polioxietilén-szorbi-
tan-monolaurat 100 100 100 99 99
szorbit 2000
polioxilezett, ke-
ményitett hodzsir 100 100 100 98 97
dextran (molekulato-
meg: 40 000) 2000
adalék nélkul - 100 91 72 73

SZABADALMI IGENYPONT

Eljaras granulocita telepstimulalé faktort
tartalmazo stabil gydgyédszati készitmény elo—
allitdsara, azzal jellemezve, hogy 1 tomegrész
granulocita telepstimulalé faktort 1-10 000
tomegrész feliletaktiv anyaggal 1-10 000 to-
megrész szachariddal, 1-20 000 tomegrész fe-
hérjével és/vagy 1-20 000 tomegrész nagy
molekulatomegli anyaggal o6sszekeverve gyo-
gyaszati készitménnyé alakitunk, ahol feli-
letaktiv anyagként legalabb egy nem-ionos
feluletaktiv és/vagy természetes felletaktiv
anyagol, éspedig nem-ionos  feluletaktiv
anyagként szorbitén alifas karbonsav-észte-
rét, glicerin alifas karbonsav észterét, poli-
glicerin alifés karbonsav észterét, polioxieti-
lén-szorbitan alifas karbonsav észterét, poli-
oxietilén-szorbit alifas karbonsav észtereét,
polioxietilén-glicerin alifés karbonsav észte-
rét, polietilén-glikol alifas karbonsav-észte-
rét, polioxietilén-alkil-étert, polioxietilén-poli~
oxipropilén-alkil-étert, természetes feluletak—

35

40

45

50

n
(%3

tiv anyaghként lecitint, szacharidként elényo-
sen glicerint, eritritet, arabitot, xilitet, szor-
bitot, mannitot, glikuronsavat, iduronsavat,
galakturonsavat, neuraminsavat, glukonsavat,
mannuronsavat, ketoglikolsavat, ketogalak-
tonsavat ketogulousavat és/vagy s8éit, hialu-
ronsavat és/vagy so6it, kondroitin-szulfétot
és/vagy soit, heparint, inulint, kitint és/
/vagy szarmazékait, ki-tozédnt és/vagy szér-
mazékail, dextrint, 5000-150 000 atlagos mole-
kulatdmeg(i dextrdnt és/vagy alginsavat és/
/vagy s80it, fehérjeként humén szérum albu-
mint, huméan szérum globulint, zselatint, sav-
val vagy alkalival kezelt, 7000-100 000 Atla-
gos molekulatdmegll zselatint és/vagy kolla-
gént, nagy molekulatémeg(i anyagként hidr-
oxi-propil-cellulozt, hidroxi-metil-cellulézt,
nétrium-karboxi-metil-celluldzt, hidroxi-etil-
cellulozt, 300-6000 atlagos molekulatomegl
polietilénglikolt, 20 000-100 000 &tlagos mole-
kulatémeg(i polivinilalkoholt és/vagy 20 000-
-100 000 &tlagos molekulatdmegh polivinilpir-
rolidont alkalmazunk.
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