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1
w5
Aerosolisoitujen proteiinien stabilointi

Keksinndn tausta

Erds térked li#dkkeiden annostusmenetelmd on sumut-
teena annostettu la8kintd. Potilas saa sumutteen muodossa
olevan l&ddkkeen sisddnhegityksessd, jJossa l&8ke joutuu
kosketuksiin potilaan keuhkojen kanssa. Keuhkojen ilmatei-
den adsorptiopinnan suuruudesta johtuen sumuteannostus on
kdyttdkelpoinen menetelmé paikallisen l&&keannon (esim.
keuhkoputkia laajentavat l&a#kkeet ja muut astmaléikkeet)
lisdksi mydskin systeemisessa ldikeannossa. Niinpd sumute-
annostuksen uskotaan olevan edullinen menetelmd tiettyjen
laddkkeiden - mukaanlukien proteiinit - ei-invasiivisessa
systeemisessd l&#keannossa. Tavallisesti sumutteen hiuk-
kasten kokoa sd&tédmélld kontrolloilidaan, p&dasevatkd hiuk-
kaset keuhkojen pieniin ilmateihin ja keuhkorakkuloihin
(vlttamdtdntd systeemisessd lé8keannossa) vail levidvitka
ne kaikkialle hengitysteiss4 (paikallinen l&#keanto).

Sumutteina olevia l8&3dkkeitd saadaan dispergoimalla
joko kuiva hiukkasmainen l#3keaine tai l83keaineen vesipi-
toinen tai vettd sisdltém&tdn liuos kaasuvidliaineeseen.
Kuivan hiukkasmaisen ld&keainedispersion tapauksessa hiuk-
kaset suspendoidaan ponneaineisiin, Jjotka haihtuvat ilmaan
suspension annostamisen j#lkeen paineistetusta laitteesta.
Vaihtoehtoisesti kuiva hiukkasmainen aine voidaan sumuttaa
suoraan kuivan jauheen inhalaatiolaitteesta. Kun la#keaine
sumutetaan vesiliuoksesta, niin l&8keaineliuos muuttuu
pienistd vesipisaroista koostuvaksi hienoksi suihkeeksi.

Sumutteena l&3kkeen annostus voi tapahtua yhtens
mitattuna annoksena tai jatkuvana. Er8&ni vidlineens sumut-
teena annetun mitatun annoksen saamiseksi on laite, josta
kdytetdédn nimitystd mitta-annosinhalaatiolaite (metered
dose inhaler = MDI). Kun MDI-laitetta k#ytet&i#n, niin pai-
neistetusta astiasta purkautuu hienoista hiukkasista koos-
tuva suspensio. MDI-lajitteen kaynnistadmisen Kanssa saman-
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aikaisesti potilas hengittdd sisdé&n ja siten vetdd sumut-
teen muodossa olevaa lddkeainetta kosketuksiin keuhkojensa
kanssa. Tyypillisimmin MDI-laitteen kautta annostettu lda-
keaine on kuivien hiukkasten muodossa oleva aerosoli, mut-
ta on myds mahdollista suihkuttaa yhtend mitattuna annok-
sena oleva lddkeaine vesiliuoksesta muodostettuna sumut-
teena.

MDI-laitteen kdyttd vaatii tietyn m8drin sellaista
koordinointia ja tekniikkaa, jota ei kohtuudella voida
odottaa tietyiltd potilailta, kuten eritt&8in nuorilta,
vanhoilta ja heikoilta. Lis8ksi niiden l&ddkeiden lukumdird
on rajoitettu, jotka voidaan helposti formuloida MDI-lait-
teessa kdytettdviksi. T&std on seurauksena, ettd usein
pidetidsdn edullisempana jatkuvalla annostuksella toimivaa
ld8kesumutusta. Tavallisimmassa menetelmdsséd ladkeaineen
annostamiseksi jatkuvana sumutteena kaytetdidn sumutinta,
joka annostaa l&dkettd potilaalle, joka normaalin sisdén-
hengityksen kautta saa l&8kettd pidennetyn ajan. Sellaisen
jatkuvan sumutuksen saamiseksi, joka tarvitaan annostuksen
ulottamiseksi tietyksi ajanjaksoksi, l&&keaineen vesiliu-
osta muutetaan sumuttimessa jatkuvasti suihkeeksi, jolloin
sumuttimesta l&htevistd vesipitoisesta suihkeesta vain
pieni osa (noin 1 %) p&d&tyy suoraan potilaaseen tiettynd
ajanjaksona. Vesipitoinen suihke, joka ei poistu sumutti-
mesta, tormdd sumuttimen seinsmiin tai suuntalevyihin ja
valuu takaisin nestes&ilitdn sumuttimen pohjalle, josta se
uudelleen sumutetaan vesisuihkeena sumutetaan kunnes s&i-
1i6 on tyhja tai l&#kkeen annostaminen muuten on lopetet-
tu.

Sekd mitatun annoksen luovuttavia ettd jatkuvasti
sumutettavia l&8keaineita, kuten keuhkoputkia lajentavia
la8kkeits, antihistamiineja ja limaa irrottavia ladkkeitd,
on laajalti k&ytetty useiden vuosien ajan. Viime aikoina
molekyylibiologiassa tapahtunut kehitys on johtanut monien
sellaisten proteiineihin perustuvien l&#keaineiden, kuten
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kasvutekijbiden ja sytokiinien kehitt&miseen, joiden an-
nostamiseen on ehdotettu kdytettdvdksi sumutteita (kts.
esim. EP-patenttijulkaisu 257 956). Kuten edelld mainit-
tiin sumutteen muodossa suoritettua lddkeantoa pidetddn
edullisena vaihtoehtoisena menetelmdnd sellaisten proteii-
nien lddkeannossa, joiden vaikutuksen esteend suun kautta
otettuna on niiden huono pysyvyys sellaisten aineiden kuin
proteolyyttisten entsyymien suhteen. Kuitenkin proteiinien
annostus sumutteena tuo esille uusia haasteita johtuen
ndiden proteiinien muihin perinteisempiin l&&keaineisiin
verrattuna herkemmdstd taipumuksesta pilkkoutua.

Mahdollisen ongelman tiettyjen proteiinien annosta-
misessa sumutteena aiheuttaa protelinimolekyylin kvater-
nddrisen ja myds sekundaarisen ja tertisidrisen rakenteen
hajoamisherkkyys, joka molekyylin hajotessa johtaa pro-
teiinin kasaumanmuodostukseen ja pilkkoutumiseen ja siten
biologisen aktiivisuuden alenemiseen. Sumutukseen itseenséd
liittyvdt fysikaaliset jannitykset, kuten ilman ja veden
vdlisen suuren pinnan muodostumisesta aiheutuvat jédnnityk-
set, tekevdt monien proteiinien rakenteesta epédstabiilin.
Tamda ongelma pahenee jatkuvatoimisessa sumutuksessa, jossa
noin 99 % vesiliuoksessa olevasta l&#dkeaineesta kierridte-
tddn, so. l&ikeaine sumutetaan vesiliuoksesta useampia
kertoja ennen kuin se joutuuu potilaaseen. T&ém# l#ikeaine-
liuoksen kierrdtys aiheuttaa lis&a fysikaalisia j&nnityk-
gid proteiiniin jokaisella sumutussyklilli.

Esilld olevan keksinntn kohteena on menetelmd vesi-
liuoksesta sumutettujen proteiinien aktiivisuuden alenemi-
sen ja pilkkoutumisen ja/tai kasaumanmuodostuksen estémi-
seksi.

Lisdksi esilld olevan keksinndn kohteena on stabi-
loitu proteiinia sis&ltdva vesiliuos, joka sumutteeksi

muodostettaessa on kestdvd proteiinin pilkkoutumisen, ka-

sauman nmuodostuksen ja aktiivisuush#&vi®dn suhteen.
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Keksinnén yhteenveto

Esilléa olevan keksinndn kohteena on menetelmd vesi-
liucksena sumutettujen proteiinien stabiloimiseksi. Sumu-
tetut proteiinit stabiloidaan 1lisd&mdlld vesiliuokseen
ennen sumuttamista vesiliukoista poolista orgaanista yh-
distettd, kuten polyetyleeniglykolia tai pinta-aktiivista
ainetta.

Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuviossa 1 on graafisena esityksen#& LDH:n alkupe-
rdisen aktiivisuuden murto-osa sumutusajan funktiona.

Kuviossa 2 on ei-denaturoiva elektroforeesigeeli,
jossa ndhd&d&n G-CSF sumutettuna PEG-pitoisesta vesiliuok-
sesta ja liuoksesta ilman PEG:id ("kontrolli").

Kuviossa 3 on graafisena esityksend G-CSF:n pilk-
koutumisprosentti ajan funktiona, kun sumutetaan toisaalta
liuos, joka sis8lt8d 1 % PEG:14 ja toisaalta liuos, joka
el sis8l1l18 PEG:id ("kontrolli").

Kuviossa 4 on SDS-elektroforeesigeeli, jossa n#h-
dddn G-CSF sumutettuna PEG-pitoisesta vesiliuoksesta ja
liuoksesta ilman PEG:id ("kontrolli"),

Kuviossa 5 on graafisena esityksend LDH:n alkupe-
rdisen aktiivisuuden murto-osa sumutusajan funktiona, kun
LDH on sumutettu toisaalta liuoksena, joka siséltaa 1 %
PEG:id ja toisaalta liuoksena, joka ei sisdll8 PEG:ii
("kontrolli").

Kuviossa 6 on graafisena esityksend LDH:n alkupe-
rdisen aktiivisuuden murto-osa sumutusajan funktiona, kun
LDH on sumutettu toisaalta erilaisia PEG-Konsentraatioita
sisdltdvind vesiliuoksina ja toisaalta liuoksena, joka ei
sisdlld PEG:18 ("kontrolli").

Kuvio 7A on graafinen esitys, joka osoittaa PEG:in
erilaisten molekyylipainojen vaikutuksen konsentraationa
0,001 % G-CSF:n stabilointiin sumutuksen kuluessa.
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Kuvio 7B on graafinen esitys, joka osoittaa PEG:in
erilaisten molekyylipainojen vaikutuksen Kkonsentraationa
1 % G-CSF:n stabilointiin sumutuksen kuluessa.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

"Esilld olevan keksinntn kohteena on menetelmd pro-
teiinien suojaamiseksi sumutuksen aiheuttamaa pilkkoutu-
mista, kasaumanmuodostusta ja/tail aktiivisuuden heikkeni-
mistd vastaan. Esilld olevaa keksinttd voidaan k&yttaa
missd tahansa tilanteessa, jossa proteiini halutaan sumut-
taa, mukaan lukien sumutteena potilaalle annettava prote-
iiniin perustuva l&dke. On huomattava, ettd esillsd olevan
keksinnén kohteena on lis&ksi stabiloitu vesipitoinen pro-
teiiniliuos, joka on kestdvd pilkkoutumista, kasaumanmuo-
dostusta ja/tai proteiinin aktiivisuuden alenemista vas-
taan, ja systeemi stabiloidun vesipitoisen proteiiniliuok-
sen muuttamiseen arosoliksi. Useimmissa tapauksissa sys-
teemilld saatua stabiloidun vesipitoisen proteiiniliuoksen
aerosolia kaytetddn sumutteen muodossa olevan lddkkeen
annostamiseen potilaan keuhkoihin.

Esilld olevan keksinndén mukaisesti sumutteen muo-
dossa olevat proteiinit ovat sumutettaessa suojattuja ak-
tiivisuushdvididen, pikkoutumisen ja/tai kasauman muodos-
tuksen suhteen, kun vesipitoiseen proteiiniliuokseen on
lis8tty poolista orgaanista yhdistettd tai pinta-aktiivis-
ta ainetta.

Esilld olevan keksinndén ymmidrtdmisen helpottami-
seksi seuraavat ilmaisut t#ssd Kkéytettyind miidritelldsn
seuraavasti,

Ilmaisu poolinen orgaaninen yhdiste tarkoittaa or-
gaanista yhdistettd, joka sis#ltdi jossain m##rin ei-poo-
lisen ryhm&n molekyylin médrittelem3ttdmissid osassa (so.
ei-poolisen ryhmén sijainti ei ole mid#rdtty). Pooliset
orgaaniset vhdisteet pystyvédt alentamaan veden pintajénni-
tystd. Toisin kuin pinta-aktiiviset aineet, jotka tavalli-
sesti muodostavat misellejd, pooliset orgaaniset yhdisteet
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ovat tdysin sekoittuvia veden kanssa ilman misellin muo-
dostusta.

Ilmaisu pinta-aktiivinen aine tarkoittaa yhdistet-
td, joka sisdltdd sekd poolisen ryhmén ettd vahvasti ei-
poolisen ryhm&n, jotka kumpikin sijaitsevat molekyylin
paikallisesti erillisiss8 osissa siten, ettd pinta-aktii-
vinen aine voi alentaa kahden toistensa kanssa sekoittu-
mattoman faasin valistd rajapintajénnitystd asettumalla
rajapintaan, jossa se voi muodostaa misellej&. Pinta-ak-
tiivisessa aineessa olevien poolisten ja ei~poolisten ryh-
mien sijainnista johtuen n&md yhdisteet alentavat veden
pintaj@nnitystd huomattavasti enemm&n kuin pooliset orgaa-
niset yhdisteet.

Ilmaisulla proteiini tarkoitetaan mitd tahansa
esills olevan keksinndn mukaiseen vesiliuokseen dispergoi-
tua proteiinia. Tavallisesti proteiini on terapeuttisesti
kdytettdvd proteiini, joka on tarkoitettu inhalaatiotera-
piaan. Proteiini voi olla kemiallisesti syntetisoitu tai
luonnon l&hteestd puhdistettu, tyypillisesti se kuitenkin
on luonnossa esiintyvén proteiinin geeniteknologialla saa-
tu yhdistelm@imuoto. Proteiini voi olla myds kemiallisesti
muunnettu; tavallisesti se on muunnettu liitt&m#114 kemi-
allinen ryhméd proteiiniin kovalenttisesti proteiinin tera-
peuttisen vaikutuksen parantamiseksi, kuten terapeuttisen
vaikutusajan pidentamiseksi.

Kuten huomataan, proteiinien sumutus voi aiheuttaa
ajasta riippuvaista proteiinin aktiivisuuden heikkenemis-
td. Sumuttaminen vaikuttaa haitallisesti proteiinin pysy-
vyyteen riippuen useista tekij®istd, mukaan lukien sumu-
tuksessa syntynyt ilma-vesirajapinnan suuri m#dr&. Pro-
teiinin aktiivisuuden heikkenemisaste sumutettaessa vaih-
telee eri proteiineilla riippuen kulloinkin kyseessd ole-
van proteiinin rakenteesta ja pysyvyydestd ja valineesti,
jolla sumutus suoritetaan. Siind tapauksessa, ettd prote-
iinien aerosoliksi muuttaminen tapahtuu jatkuvana suihku-
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sumuttimella, suuttimen ilmanpaineesta johtuvat leikkaus-
voimat hajottavat proteiinia sen vaikutuksen lis8ksi, joka
sumuttamisprosessissa syntyneelld ilma-vesirajapinnalla on
proteiiniin. Kuivuminen voi myds aiheuttaa proteiinin de-
naturoitumista proteiinin konsentroituessa haihtuvissa
plsarcoissa. Siten aktiivisuuden alenemisaste sumutettaessa
suihkusumuttimella on riippuvainen sekd suihkutusilman
paineesta ett& sdilitssd8 olevan vesiliucoksen ldhtétilavuu-
desta. Kun proteiinien sumutukseen kéytetd#n ultradinisu-
mutinta, niin leikkausvoimia ei esiinny samassa muodossa,
mutta ultraddniaallot saattavat denaturoida proteiinin
muulla tavalla (esim. kuumentamalla).

Sumutettaessa eivé&t kaikkil proteiinit pilkkoudu,
muodosta kasaumia ja/tai menetd aktiivisuuttaan. Esimer-
kiksi sekretorisen leukoproteaasin inhibiittorin ja (SLPI)
al-antitrypsiinin on ilmoitettu kest&van sumutusta pilk-
koutumatta. McElvany et al., J. Clin. Invest. 90, 1296-
1301 (1992) (SLPI); Hubbard et al., Ann. Int., Med.,
111(3), 206-212 (1989) (al-antitrypsiini). Jotkut proteii-
nit pilkkoutuvat osittain tail tdydellisesti sumutettaessa
riippuen siitd, miten herkkd8 proteiini on sumutuksessa
esiintyville jénnityksille. Useimmiten sumutus aiheuttaa
proteiinin osittaisen pilkkoutumisen. Osittainen pilkkou-
tuminen el estd proteiinin tehokasta k8yttdd terapeutti-
sena aineena, mutta vaatii suuremman proteiinimdsirin kiyt-
tbd, jotta saavutettaisiin sellainen l&d#kkeen tehokas ta-
so, joka saadaan t8ysin aktiivisessa muodossa olevalla
proteiinilla. On myds olemassa mahdollisuus, ettid kasaumi-
en muodossa oleva proteiini aiheuttaa erilaista immuuniut-
ta kuin biologisesti aktiivinen muoto saaden siten aikaan
lddkettd sumutteena saavassa potilaassa immunologisen
reaktion.

Tarkka mekanismi, jolla proteiinin aktiivisuus ale-
nee ja proteiini pilkkoutuu ja/tai muodostaa kasaumia su-
mutettaessa, ei ole tunnettu. Granulosyytti-pesdkettd sti-
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muloivaa tekij&@d (G-CSF) sisidltivén vesiliuoksen analyysi
osoitti, ettd CG-CSF itse alentaa veden pintaj&nnitystéd
myds ennen sumuttamista osoittaen t#mén proteiinin asettu-
mista ilma-vesi-rajapintaan (konsentraationa 4 mg/ml G-
CSF:n vesiliuoksen pintajé@nnitykseksi mitattiin 48, kun
veden pintajénnitys on 72). Tyypillisesti proteiinien
adsorptio vesiliuoksessa ilma-vesi-rajapintaan aiheuttaa
sen, ett& ainakin osa proteiinin hydrofcobisista alueista
joutuu alttiiksi ei-poolisen ilmafaasin vaikutukselle. G-
CSF:n vesiliuoksen analyysi osoitti proteiinin olevan ho-
mogeeninen t8ssi vaiheessa (so. ennen sumuttamista) prote-
iinin n8kyessd yhtend vydhykkeend ei-denaturoivalla elekt-
roforeesigeelilld, eikd@ proteiinin kasaumanmuodostuksesta
ollut mit#8n ndyttdd. TE&mE osoittaa, ettd G-CSF:n adsor-
boituminen pintaan ennen sumuttamista on luultavasti k#d&n-
teinen prosessi. Sumutuksessa G-CSF:n kuitenkin havaittiin
palautumattqmasti denaturoituvan seurauksena kasaumanmuo-
dostuksesta, kemiallisesta pilkkoutumisesta taili molemmis-
ta.

G-CSF on vaikuttava granulosyyttilinjan kasvuteki-
j&, joka lisd# veren valkosolujen lukumiAr#&. Tamén aktii-
visuuden johdosta sitd voidaan kdytt#4 kliinisesti hyviksi
useiden sairauksien ja tautitilojen késittelyssd, mukaan
lukien tartuntataudit. Nykyisin G-CGS:n annostus on suori-
tettu pelkistddn suonensisdisend injektiona, mutta elédi-
milléd on osoitettu sen tehokkuus keuhkojen kautta annos-
tettuna (WO 92/16 192). Kuitenkin johtuen osoitetusta ka-
saumanmuodostuksesta, pilkkoutumisesta ja aktiivisuuden
vdhenemisestd annostuksen tapahtuessa sumutteena on odo-
tettavissa, ettd suuri osa sumutteessa olevasta G-CSF:sti
saavuttaa potilaan tehottomassa muodossa kovalenttisina ja
ei-kovalenttisina dimeereind ja korkeampimolekyylipainoi-
sina kasaumina ja muina pilkkoutuneina muotoina. Erityi-
sesti kokeiltiin 4 mg/ml G-CSF:3 sis#ltivien liuosten su-
muttamista happamessa pH-arvossa. Tdssd késittelyssd pro-
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teiini néytti kdrsivén vaurioita sekd kasaumanmuodostuksen
ettd pilkkoutumisen vuoksi. N&m& molemmat vauriot lis&an-
tyivédt sumutusajan kasvaessa.

Sumutteissa olevissa proteiineissa havaittiin yl-
latt8en merkittdvii stabiloitumista hajoamista wvastaan,
kun vesiliuokseen, josta proteiinien sumute muodostettiin,
sisdllytettiin esillé olevan keksinn®tn mukaisesti tiettyja
poolisia orgaanisia yhdisteitd tai pinta-aktiivisia ainei-~
ta. Té4md merkittidvd stabiloituminen osoitettiin sek# lak-
taattidehydrogenaasi-entsyymin (LDH) ettd edelld mainitun
G-CSF:n suhteen. Edullisia poolisia orgaanisia yhdisteitd,
joiden havaittiin vaikuttavan suojaavasti sumutteessa ole-
viin proteiineihin, ovat polyetyleeniglykoli (PEG) ja me-
tyylipentaanidioli (MPD). Niistd edullisempi poolinen or-
gaaninen yhdiste on PEG. Edullisimmin poolinen orgaaninen
yhdiste on PEG 1 000 (so. PEG, jonka keskimid3rdinen mole-
kyylipaino on 1 000), wvaikka myds muun molekyylipainon
omaavat PEG:it ovat tehokkaita, jolloin kuitenkin alempi-
molekyylipainoisia PEG:ej& on k8ytettdvd suurempina kon-
sentraatioina sumutteessa olevan proteiinin optimisuojan
saavuttamiseksi. Edullinen pinta-aktiivinen aine on Tween
80.

Polyetyleeniglykolin kyky stabiloida proteiineja ei
ole ennest&dn tunnettu. Itseasiassa PEG on heikon hydro-
fobisuutensa johdosta paremmin tunnettu proteiinien desta-
bilointikyvyst&dn. Arakawa ja Timasheff, Biochemistry,
24(24), 6756-6762 (1985). Témd yhdiste on suuren poissul-
kevan tilavuutensa vuoksi myHs tunnettu proteiinien saos-
tajana. Ibid. Steeristen esteiden wvuoksi PEG:in on jok-
seenkin mahdotonta esiintyd8 proteiinien pinnalla. T&mé
termodynaamisesti vdhemm#n edullinen PEG:in ja proteiinien
vdlinen vuorovaikutus, jossa PEG on poissuljettu proteii-
nin pinnalta, johtaa proteiinien liukoisuuden alenemiseen.
Tdmén seurauksena PEG:in voisi olettaa destabiloivan pro-
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10

teiineja ja alentavan proteiinien, kuten G-CSF:n liukoi-
suutta ja siten edistd@vén proteiinin kasaumanmuodostusta.

PEG:in on kuitenkin yllattden havaittu stabiloivan
sekd LDH:ta ettd G-CSF:& nditd sumutettaessa vesiliuoksis-
ta. T&8m& saatta johtua PEG-moleKkyylin poolisten Jja ei-poo-
listen ei-paikallistettujen alueiden luomien amfifiilisten
ykeikdéiden toistuvasta luonteesta. Tosiasiassa PEG alentaa
veden pintajédnnitystd kuitenkin paljon vdhemm&n kuin ta-
valliset pinta-aktiiviset aineet, kuten SDS ja Tween. Si-
ten PEG adsorboituu ilma-vesi -rajapinnalle, mik#8 saattaa
estdd proteiinien kuten G-CSF:n adsorptiota pinnalle.

Uskotaan, ettd mekanismi, jolla muut pooliset or-
gaaniset yhdisteet saattavat suojata proteiinia sumutuksen
aikana, nyds liittyy ndiden pbolisten orgaanisten yhdis-
teiden heikkoon kykyyn alentaa pintajédnnitystd. PEG:in
antama suoja on riippuvainen konsentraatiosta kuten on jo
osoitettu MPD:n suhteen. Muiden poolisten orgaanisten yh-
disteiden antaman suojavaikutuksen on samoin odotettu ole-
van riippuvainen konsentraatiosta, vaikka optimikonsent-
raatio suojavaikutuksen saamiseen hajoamista ja aktiivi-
suuden alenemista vastaan vaihtelee kulloinkin poolisesta
orgaanisesta yhdisteestd riippuen ja myts riippuen siitd,
mikd proteiini sumutetaan. Optimikonsentraation pooliselle
orgaaniselle yhdisteelle yhdessd tietyn proteiinin yhtey-
dessd voi alan asiantuntija helposti ottaa selville esilléi
olevan keksinnén tietojen avulla. Esimerkiksi edullista
on, ettd poolista orgaanista yhdistettd kdytet#sn sellai-
sena kongsentraationa, joka riitt#d alentamaan veden pinta-
j&nnityst# korkeintaan arvoon noin 6,5 x 10 N/cm (65
dyn/cm). MPD:n tapauksessa on edullisempaa kiyttdi poolis-
ta orgaanista yhdistettd konsentraationa, joka pystyy
alentamaan veden pintajénnitystd korkeintaan arvoon noin
4,8 x 10" (48 dyn/cm).

Esilld olevan keksinndn yhteydessd kaytettdviksi
suunnitellut pooliset orgaaniset yhdisteet eroavat jyrkés-
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ti tietyistd pinta-aktiivisista aineista, joiden myds tie-
detddn alentavan pintajdnnitystd ja joita myds on ehdotet-
tu kdytettédviksi proteiinin sellaisen pintaindusoidun ka-
sauman muodostuksen vdhentiémiseen tal estdmiseen, joka
aiheutuu proteiinin sumuttamisesta vesiliuoksesta. Nama
pinta-aktiiviset aineet ovat "tavanomaisia" pinta-aktii-
visia aineita kuten polyoksietyleenirasvahappoestereits ja
-alkoholeja ja polyoksietyleenisorbitaanirasvahappoeste-
reitd, joista erityisen edullinen pinta-aktiivinen aine on
polyoksietyleenisorbitaanimono-oleaatti. (WO 92/16 192),
On mielenkiintoista todeta, ettd n#iden pinta-aktiivisten

aineiden on pdatelty kuuluvan sellaisiin, jotka eivét ole

valttamittbmid G-CSF:n vesiliuoksen sumuttamisessa. Ibid.

Pinta-aktiiviset aineet kuten Tween saattaa my&s
pystyd alentamaan pintajdnnitystd jopa merkittdvidsti suu-
remmassa mddrin kuin PEG tai muut pooliset orgaaniset yh-
disteet, joita ehdotettu kiytettlviksi esilld olevan ke-
kinntn K&éytdnndssd. Kuitenkin pinta-aktiiviset aineet
(varsinkin kationiset pinta-aktiviset aineet) p#invastoin
'kuin esilld olevan keksinndn esitté&mst pooliset orgaaniset
yhdisteet, voivat muodostaa misellej¥ ja destabiloida pro-
teiineja. Erd&n8 syyn# t&hdn on, ettd vaikka kationiset
pinta-aktiiviset aineet alentavat pintajénnitystd, ne myds
sitoutuvat vahvasti proteiiniin varsinkin misellin muodos-
sa ja siten muuttavat proteiinin stabiiliutta. Lis#ksi
pinta-aktiivisten aineiden vaahtoamistaipumus tekee monis-
sa tapauksissa hieman vaikeaksi niiden pintajénnitysts
alentavien ominaisuuksien kéytta&misen painesuutinsumutuk-
sessa. Kuitenkin joissakin tapauksissa saattaa olla edul-
lista k#dyttdd pinta-aktiivista ainetta proteiinin stabi-
loimiseen hajoamista vastaan. Kun t#h&n tarkoitukseen kdy-
tetddn pinta-aktiivista ainetta, niin pinta-aktiivista
ainetta kdytetdidn edullisesti sellaisena konsentraationa,
joka riittdd alentamaan veden pintaj#dnnityksen korkeintaan
arvoon noin 4 x 10™ N/cm (40 dyn/cm). Esilli olevassa kek-
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sinndssd kdytettéviksi suunnitelluilla poolisilla orgaani-
silla yhdisteilld on etuna se, ettd ne pystyvit alentamaan
pintajénnitystd ilman ettd ne sitoutuvat proteiiniin ja
destabiloivat proteiinin. Myts PEG:ien tapauksessa niiden
sattumanvarainen Kkierukanmuoto vesiliuoksessa ja suuri
hydrodynaaminen tilavuus, jonka jopa alhaismolekyylipai-
noiset PEG:it tarvitsevat, saattaa lis3dtd niiden kykyd
estil proteiinien joutumista sumutuksen kuluessa synty-
neeseen ilmarajapintaan.

Esilld olevaa Kkeksintdd voidaan mahdollisesti so-
veltaa moniin erilaisiin proteiineihin, joiden sumuttami-
nen vesiliuoksesta olisi toivottua. Tyypillisimmin prote-
iinien sumutus esilld olevan keksinndn mukaisesti tulee
kysymykseen terapeuttisesti hyédyllisen proteiinin annos-
tuksessa keuhkojen kautta. Esimerkkej& mahdollisista pro-
teiineista ovat sytokiinit, joihin kuuluu useita hemato-
poeettisia tekijbitd, kuten edelld mainittu G-CSF, SCF,
EPO, GM-CSF, CSF~1, interleukiinit, kuten IL-1, IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11 ja IL-
12, IGF:at, M-CSF, tymosiini, TNF tai LIF. Kdytettdviksi

- sopivia ovat myds muut terapeuttiset proteiinit, kuten

interferonit (alfa-~, beeta-, gamma- tai konsensusinterfe-
ronit) ja kasvutekij&t tai hormonit, kuten ihmisen tai
muiden eldinten kasvuhormonit (esim. naudan, sian tai ka-
nan kasvuhormonit), ET-1, FGF, KGF, EGF, IGF ja PDGF. Mah-
dollisia saattavat olla my®s proteaasi-inhibiittorit, ku-
ten metalloproteinaasi-inhibiittorit (kuten TIMP-1, TIMP-
2 tai muut proteinaasi-inhibiittorit). Sopivia ovat mah-
dollisesti myds hermojen kasvutekijit, kuten BDNF ja NT3.
Mahdollisesti kyseeseen voivat tulla myds plasminogeeniak-
tivaattorit, kuten tPA, urokinaasi ja streptokinaasi. Sa-
moin mahdollisia mahdollisia voivat o0lla sellaisten prote-
iinien peptidiosat, joilla on kokonaan tai osittain kanta-
proteiinin primaarinen rakenne ja ainakin yksi kantaprote-

iinin biologisista ominaisuuksista. My®s analogit, kuten
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substituutioanalogit +tai poistoanalogit tai sellaiset,
jotka sisdltdavat muunnettuja aminohappoja, kuten peptido-
mimeetit, saattavat olla mahdollisia.

Tdman keksinndn kdytdntddn soveltamisessa ovat mah-
dollisia monet erilaiset mekaaniset laitteet, jotka on
suunniteltu terapeuttisten tuotteiden annostamiseen sumut-
tamalla vesiliuoksesta ja joita ovat alalla tunnetut
(joihin ei kuitenkaan rajoituta) sumuttimet ja mitatun
annoksen antavat inhalaatiolaitteet. On kuitenkin otettava
huomioon, ettd esilld olevan keksinndn suurin etu saadaan
sitd k&ytettdessd proteiinien jatkuvan sumutuksen yhtey-
dessd, kuten sumuttimessa, Lkoska proteiinien lisd&ntyvd
hajoamisaste on tavallisesti ongelmana jatkuvassa sumutuk-
sessa. Joitakin erityisi& esimerkkej& kaupallisesti saata-
vista esilld olevan keksinndn kéyttddn sopivista laitteis-
ta ovat: Ultravent sumutin, valmistaja: Mallinckrodt, Inc,
St. Louils, Missouri, Acorn II sumutin, valmistaja Marquest

-Medical Products, Englewood, Colorado ja Collison 3-jet

sumutin, valmistaja BGI, Inc., Waltham, Massachusetts.

Sumuttimessa - joko painesumittimessa tai ultrada-
nisumuttimessa - kidytettdviksi sopivat koostumukset sisil-
tévdt tyypillisesti sumutettavaa proteiinia (tai kemial-
lisesti muunnettua proteiinia) veteen liuotettuna. Kun
proteiini on G-~CSF, sen Konsentraation tulisi olla noin
0,1 - 25 mg G-CSF:84 ml:ssa liuosta. Koostumus voi sisdl-
tdd myds puskuria tai puskurin voi olla yksinkertaisesti
HCl-vesiliuos. Esimerkkejé& kédytettdviksi sopivista pusku-
reista ovat natriumasetaatti, sitraatti ja glysiini. Edul-
lisesti G-CSF-koostumuksissa puskurin koostumus ja molaa-
risuus on sellainen, ettd liuoksen pH-arvoksi tulee 2,5 -
5,5. Yleensd puskurin molaarisuudet 1 mM - 50 mM ovat so-
pivia t#&hén tarkoitukseen.

Esilld olevan keksinnoén stabiloidun vesipitoisen
proteiinia sisdltdvdn liuoksen sumutukseen kdytettidvi kei-
no saatetaan jdrjestdd yhdessd vesiliuoksen kanssa systee-
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miksi, jolla proteiinisumute tuotetaan. Vaikka esilld ole-
van keksinndn mukainen systeemi saattaa olla kdyttbkelpoi-
nen miss8 tahansa tilanteessa, jossa proteiineja halutaan
muuttaa sumutteen muotoon, niin on odotettavissa, ettd
t&md systeemi on eniten hytdyksi proteiineihin perustuvien
ldskkeiden annostamisessa keuhkojen kautta sumutteen muo-
dossa.

Tdssd yhteydessd esilld olevassa keksinnbssd on
otettava huomioon, ettd sumutteen muodossa olevan proteii-
nin terapeuttisen m&irdn annostus on riitt&vd halutun te-
rapeuttisen vaikutuksen saavuttamiseen. Proteiinin tera-
peuttisesti vaikuttava annos middraytyy tai erityistapauk-
sissa riippuu useista erilaisista tekijodistsa, jotka alansa
tunteva laadkdri ottaa huomioon ja joihin kuuluvat toivottu
terapeuttinen tulos, kisiteltidvdn sairauden tai taudin
vakavuus, hoidonn kohteen fyysinen kunto jne. G-CSF:n ta-
pauksessa noudatetaan annostusohjelmaa, jolla késittelyéa
saavan yksilén veren normaali neutrofiilitaso palautuu
varsinkin tapauksissa, joissa wveren neutrofiililuku on
epédnormaalin alhainen. Ihmisen veren normaali neutrofiili-
taso on noin 5 000 - 6 000 neutrofiilia ml:ssa verta. Ih-
misen neutrofiililuvun arvoa alle 1 000 pidetddn yleisesti
osoituksena vakavasta neutropeniasta, joka saattaa yksilén
suureen infektiovaaraan. Kemoterapian aiheuttamasta neut-
ropeniasta kdrsivilla sydp8potilailla suoritetut kliiniset
tutkimukset ovat osoittaneet, ett# ihonalaisesti injektoi-
dut G-CSF:n annokset 3 - 5 pg/kg kerran p#ivissid kohotta-
vat tehokkaasti tilapdisesti alentuneet veren neutrofiili-
tasot arvoon yli 1 000.

Kuten alan asiantuntijalle on selvdd, niin kdyttd-
olosuhteet sopivan inhalaatioannoksen antamisessa vaihte-
levat riippuen k&dytetyn mekaanisen laitteen tyypistd. Joi-
denkin aerosolisysteemien, kuten sumuttimien tapauksessa
laskkkeen annostustiheys ja laitteen kayttdaika riippuu
pddasiassa proteiinin tai muun aktiivisen koostumuksen
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méirdstd sumutteen tilavuusyksikdssd. Mitd suurempi prote-
iinin konsentraatio on sumutinliuoksessa, sitd lyhyempi on
vleensd kdayttdaika. Jotkut laitteet kuten MDI voivat tuot-
taa korkeampia sumutekonsentraatioita kuin toiset, joten
niiden k&ayttbdaika halutun tuloksen saamiseksi voi olla
lvhyempi.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu auttamaan esilléa
olevan keksinntn ymmdrtédmistd, keksinndn todellinen suoja~
piiri on esitetty liitteend olevissa patenttivaatimuksis-
sa. On ymmérrettdvéd, ettd esitettyihin prosesseihin voi-
daan tehd# muunnoksia ilman, etti siten poiketaan keksin-
nén ajatuksesta.

Esimerkki 1

Laktaattidehydrogenaasin saattaminen aerosolin muo-
toon. .

Ajan, ilman paineen ja sumutustilavuuden vaikutus
tutkittiin ensin kdyttéden malliproteiinina laktaattidehyd-
rogenaasiliuosta (LDH), koska té&mdn proteiinin stabiilius
on helppo mitata entsyymin aktiivisuusmittauksissa kdytet-
tHdvdlld standarditekniikalla, jota k#ytetdidn biologisesti
aktiivisen (so. pilkkoutumattoman) proteiinin entsyymiak-
tiivisuuden kvantitatiiviseen md&rittadmiseen.

10 ml:n 1laht&tilavuuksia LDH:ta konsentraationa
25 pg/ml sis&lt8vid vesiliuoksia sumutettiin kéyttden
Collison 3-jet sumutinta (BGI, Inc. Waltaham,
Massachusetts) ja paineiman paineita 69, 172 tai 275 kPa
(10, 25 tai 40 psig). S&dilidnesteestd otettiin 100 ml:n
alikvootteja ajankohtina t = 0, 2, 5, 5 ja 10 minuuttia ja
Jjokaisesta néytteesd mitattiin entsyymiaktiivisuus.

LDH:n muodostaminen sumutteeksi esitetyisséd& olosuh-
teissa aiheutti s#dilidliuoksessa kaikissa tapauksissa pa-
lautumattoman ajasta riippuvan entsyymiaktiivisuuden vdhe-
nemisen, Kkuten elektroforeesi/densitometrinen analyysi
osoitti. Keskim8drin 60 % entsyymin alkuperdisestd aktii-
visuudesta oli h8vinnyt 60 minuutin sumuttamisen jdlkeen
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paineella 275 kPa (40 psig), kuten kuviosta 1 n&hddén.
Ilman painetta alennettaessa aktiivisuushdvid pieneni as-
teittain, mutta ei olennaisesti (katso kuvio 1).

Esimerkki 2

G-CSF:n saattaminen sumutemuotoon

G~CSF-liuckset sumutettiin noudattaen samaa koejar-
jestelyd kuin esimerkissd 1 LDH:1le ja sumutettavan prote-
iinin néytteitd otettiin seuraavassa kuvattua kromatogra-
fia-analyysi8 ja elektrofoteesi/densitometrista analyysis
varten.

Sumuttimen s&ili8std sumuttamisen aikana G-CSF-
liuoksesta otettujen ndytteiden SE HPLC-analyysin mukaan
G-CSF muodosti asteittain kasaumia, kuten HPLC-kolonnista
ennen monomeerin piikkid eluoitunut t&m&n proteiinin ka-
saumamuodon piikki osoitti. Kasauman muodossa olevaa pro-
teiini havaittiin 15 sekunnin sumuttamisen jdlkeen ja ka-
sauman muodossa olevan proteiinin suhteellinen osuus ndyt-
ti saavuttavan suurimman pysyvén arvonsa noin 5 minuutin
sumutuksen j&lkeen. Tyypillisesti t&m&d oli noin 25 - 30 %
yhteenlasketuista piikkien pinta-aloista. T&m& kasauma
ndytti olevan ei-kovalenttinen, koska SDS-PAGE-geeleilld
ei né@kynyt kasaumavythykkeitd. Sensijaan havaittiin vain
monomeerivydhyke.

Sumutemuotoon muutetun G-CSF:n arvioimiseen kiytet-
tiin homogeenista 6-%:ista ei~denaturoivaa (so. ei sisdlla
SDS:88) Novex-geelid ja elektrodipuskuria, joka sisdlsi
25 mM tris-puskuria ja 20 mM glysiini&. Geeliin viety néy-
te sis8lsi samoina konsentraatioina tris-puskuria (25 mM)
ja glysiinia (20 mM) ja 2,5 % glyserolia, 2,5 % sakkaroo-
sia ja 0,025 % B-bromifenolisinistd. Geeli saatettiin 50 V
tasajénnitteen alaiseksi noin 7 tunnin ajaksi. Geelille
lisdttiin noin 30 mg G-CSF:4&. Jokainen geeli vdrjadttiin
sitten Coomassie-sinisells8. Varinpoiston jilkeen, mik#li

se oli tarpeen, geelit joutuivat densitometriseen analyy-
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siin, jossa kdytettiin LKB Ultrascan®XL laser-densitomet-
ria,

Sumutemuotoon saatetun proteiiniliuoksen analyysi
kdyttéden geelielektroforeesia alkuper@isissd olosuhteissa
paljasti, ettd oli muodostunut uusi vybdhyke, jonka kulku
nopeus oli jonkin verran suurempi kuin alkuperdisen mole-
kyylin kulkunopeus., T&m8 uusi pilkkoutunutta proteiinia
edustava vy®thyke voitiin havaita jo niinkin aikaisin kuin
yhden minuutin kuluttua k&sittelyn alkamisesta, kuten ku-
viosta 2 voidaan ndhdd (geelin "kontrolli"-puoli). Kuvios-
ta 2 n8hd&8n lisdksi, ettd té&min uuden vybhykkeen voimak-
kuus kasvoi ja ndytti saavuttavan kyllédstysrajan sumutus-
ajan lis#dintyessd. Uuden vybhykkeen %-osuus on k#yrin muo-
dossa kuviossa 3, joka osoittaa muuttumisen tapahtuneen
nopeasti 20 minuutin puoliajassa ja saavuttavan 40 3%:n
kyllédstysasteen 5 minuutissa. Samankaltaista lievésti
vaihtelevanasteista pilkkoutumista havaittiin pH arvojen
3 ja 4 vdlillad HCl-vesiliuoksessa HCl- tai glysiinipusku-
rissa. Pilkkoutuneen proteiinin ja alkuperdisen proteiinin
karkeasti ottaen samanlaisesta liikkuvuudesta voidaan pii-
telld, ettd proteiini on edelleen ainakin osittain kietou-
tuneena. Tdysin avautuneena molekyyli kulkisi alkuperdi-
sessd geelissd paljon hitaammin. Ndiden né8ytteiden SDS-
PAGE analyyseilla saatiin tosiasiassa yksi ainoa vydhyke
kuten kuviosta 4 ("kontrolli"-puoli) n&hd&d&n, minki seli-
tyksend voi olla peptidin pilkkoutumisen sijasta ennemmin-
kin varauksen muuttuminen, kuten negatiivisen varauksen
lis&ntyminen.

Esimerkki 3

Poolisten orgaanisten yhdisteiden vaikutukset pro-
teiinin stabiiliuteen

Perustuen sumutemuotoon saatettaessa esimerkeissi 1
ja 2 havaittuun LDH:n (esim. 1) ja G-CSF:n (esim. 2) sta-
biiliuden alenemiseen, yrityksend havaitun pilkkoutumisen
minimoimiseksi ndihin vesipitoisiin proteiiniliuoksiin
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lisdttiin erilaisina konsentraatioina PEG:id8 ja MPD:t&.
Erityisesti erilaisiin joko LDH:ta tal G-CSF:88 sissilti-
viin vesiliuoksiin lisdttiin PEG 1 000 ja 2-metyyli-2,4-
pentaanidiolia. N&iden kahden tutkittavan proteiinin sta-
biloimiseen kéytettadvien poolisten orgaanisten yhdisteiden
optimikonsentraation m#&rittémiseksi PEG 1 000 kéytettiin
konsentraatioina 0,1 %, 1 % ja 10 % (p/v-%) ja MPD:t4
konsentraatioina 1 %, 5 % ja 10 % (p/v-%). Saadut liuockset
saatettiin sumutteiden muotoon ja sumutteiden proteiinit
analysoitiin geelielektroforeesilla ja densitometrilléa
edelld olevissa esimerkeissd kuvatulla tavalla.

LDH~-liuoksella joka sisdlsi 1 % PEG 1 000, saatiin
tulokseksi proteiinin alkuperdisen aktiivisuuden l&hes
tdydellisen sédilymisen 60 minuutin sumuttamisen aikana
paineella 275 kPa (40-psig), kuten kuviosta 5 n&hdisn.
PEG:in suojaavan vaikutuksen todettiin my&s riippuvan
PEG:in konsentraatiosta, kuten kuviosta 6 n#hd&&n. Pro-
teiini, jonka koostumus sisdlsi 1 % 2-metyyli-2,4-pentaa-
nidiolia (MPD) s8ilytti olennaisesti kaiken entsymaattisen
aktiivisuutensa koko sumutusaikana.

Samankaltaisia tuloksia saatiin G-CSF ja vaihtele-
vina konsentraatioina n#ditd kahta poolista orgaanista yh-
distettd sisdltévills vesiliuoksilla. Proteiinia sisdlti-
vissd liuoksissa, joihin toista poolisista orgaanisista
vhdisteistd oli lisdtty, havaittiin merkittiéviis alenemista
sekd8 kasaumanmuodostuksessa ettd "pilkkoutuneen vydhyk-
keen" voimakkuudessa ei-denaturoivalla PAGE:11la, kun ver-
tailuna oli G-CSF sumutettuna ilman PEG:i#d. Pilkkoutuneen
proteiinin muodostus tapahtui huomattavasti hitaammin ja
pilkkoutuminen ndytti pyséhtyvén alle 10 %:iin PEG:n lés-
nd ollessa, kun kontrollindytteen pillkoutuminen oli 40 %.
Pilkkoutuneen proteiinin SE-HPLC analyysi osoitti G-CSF:n
stabiloitumisen riippuvuuden konsentraatiosta sekd PEG:in
ettd MPD:n tapauksessa.
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Esimerkki 4

Vertailevia mittauksia G-CSF:n sumutuksessa eri-
laisista vesiliucksista

Eri molekyylipainoista PEG:i&8 ja MPD:t& erilaisina
konsentraatioina sisédltédvien vesiliuosten pintaj8nnitysar-
vot mitattiin. Lis8ksi tutkittiin, mitd8 sakkaroosi, jonka
vaikutus veden pintaj#énnitykseen on vastakkainen, vaikut-
taa proteiinin stabilointiin. Taulukossa I on esitetty G-
CSF:n havaittu pilkkoutumisprosentti 10 minuutin sumutuk-
sen j4lkeen ja vastaava n#iden yhdisteiden vesiliuoksen
pintajénnitys.

Vesiliuosten pintajé@nnitys mitattiin Denuoy'n
(Leukenheimer ja Wantke, Colloid and Polymer Sci., 259,
354 (1981)) rengasmenetelmillsd k#yttiden Kriss K10T-pinta-
jénnitysmittaria (Kriss Company, Hampuri, Saksa). Kaikki
mittaukset suoritettiin 20 °C:ssa. Kaikkien nédytteisen
annettiin ennen mittausta tasapainottua vdhint&dn 30 mi-
nuuttia eri komponenttien pintakonsentraatioiden tasapai-
nottamiseksi. Kaikki arvot muunnettiin ottaen huomioon
tiheys siten kuin Harkins ja Jordan, J. Amer. Chem. Soc.,
52, 1772 (1930), ovat esittineet. Tarkkuuden varmistami-
seksi puhtaan veden (Super Qf, Millipore) pintajénnitys
mitattiin ennen Kaikkia mittaussarjoja ja niiden jdlkeen.
Lisdksi suoritettiin kokeita sen varmistamiseksi, ettei
tensiometrin renkaalle mahdollisesti muodostunut proteii-
nisakka vaikuttanut mittausarvoihin. Tulokset on esitetty
taulukossa I.
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Taulukko I
Pilkkoutumis-% Pintajénnitys

Vesiliuos 10 min kuluttua (dyn/cm)

1 mM HCl (kont- 39 72

rolli)

l1-%:inen PEG 1 Q00 5 -8 65*
1-%:inen MPD 24 - 31 58
5-%:inen MPD 2 -4 48
1-%:inen sakkaroosi 43 72

0,5 M sakkaroosi 44 75

*Cooper et al., J. Polymer. Sci., 3, 345-349 (1948)

Tam& analyysi osoittaa, ettd sekd PEG ettd MPD vai-
kuttavat suojaavasti proteiiniin G-CSF sumutuksen aikana,
vaikka korkeatasoisen suojan (so. aktiivisuuden yli
90-%:inen sdilyminen) saamiseen tarvittava poolisen orgaa-
nisen yhdisteen, MPD:n m&ar8 (5 %) on korkeampi kuin tar-
vittava PEG:in masrsd (1 %).

Esimerkki 5

.Vertailu tiettyjen poolisten orgaanisten yhdistei-
den ja pinta-aktiivisten aineiden vaikutuksesta proteiinin
stabiiliuteen

Lis&kokeissaa tutkittiin, mitd erilaiset pooliset
orgaaniset yhdisteet ja pinta-aktiiviset yhdisteet vaikut-
tavat proteiinin stabiiliuteen sumutettaessa. Erityisesti
tutkittiin polycksietyleenisorbitaanimono-oleaatin (Tween
80), sakkaroosin ja metyylipentaanidiolin (MPD) (kaikki
firmasta Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) Kkykyé
stabiloida G-CSF ja LDH sumutettaessa. Lis#ksi analysoi-
tiin eri molekyylipainoisia PEG:ej& sen seikan tutkimisek-
si, mink8laisia eroja n&iden yhdisteiden erilaisella mole-
kyylipainolla saadaan suojavaikutukseen. Erityisesti tut-
kittiin PEG B Q00 (keskim#iirdinen molekyylipaino 8 000) ja
PEG 400 (keskim&&rédinen molekyylipaino 400) edelld olevis-
sa esimerkeissd kdytetyn PEG 1 000:n lis#ksi (kaikki
PEG:it firmasta Union Carbide). Poolinen orgaaninen yhdis-
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te ja/tai pinta-aktiivinen aine lis&ttiin ennen sumutusta,
joka suoritettiin noudattaen edelld esimerkissd 1 kuvattua
koejarjestelvi.

Geelielektroforeesi ilman natriumdodekyylibentsee-
nisulfaattia ja natriumdodekyylibentseenisulfaatin l&sng
ollessa suoritettiin edelld esimerkissd 2 kuvatulla taval-
la. Geelisuodatuskromatografia suoritettiin kdyttden
Superose® 12 FPLC kolonnia (1 x 30 cm, Pharmacia, Uppsala,
Ruotsi) ja eluenttina 0,1 M natriumfosfaattia, pH 6,9.
Virtausnopeus oli 0,5 ml/min ja eluointia seurattiin
280 nm absorbanssilla. Pintaj#nnitysmittaukset suoritet-
tiin rengasmenetelm&lld edelld esimerkissd 4 kuvatulla
tavalla.

A. PEG:in molekyylipainon vaikutus

PEG:in molekyylipainon vaikutus G-CSF:n stabiloin-
tiin sumutuksessa tutkittiin k&yttden 400, 1 000 ja 8 000
daltonin PEG:ejd kutakin Kkonsentratioina 0,001 ja 1,0 %
(p/v.). Tulokset n#hddsn vastaavasti kuvioissa 7A ja 7B.
PEG:in konsentraatiossa 0,001 % (p/v) ei ollut olennaises-
ti mit&8&n korrelaatiota proteiinin stabiloitumisen ja
PEG:in polekyylipainon wv41ill8 (kuvio 7A). Sensijaan
PEG:in konsentraatiossa 1 % (p/v) molekyylipainon ja sta-
biloitumisen v#1ill8 havaittiin selvid riippuvuus siten,
ettd PEG:in molekyylipainon kasvaessa havaittiin selvi
taipumus suurempaan stabiiliuteen.

B. MPD:n vaikutus

MPD:n suojavaikutus LDH:n ja G-CSF:n sumutuksessa
testattiin. Samoin kuin PEG MPD on proteiinin stabiloija,
jonka pinta-aktiivisuus on heikko. Kun valmistettiin LDH:n
koostumus, joka sis#dlsi MPD:td 1 % (p/v), niin proteiini
sdilytti l&hes 100-%:isesti aktiivisuutensa sumutusajan-
jaksona, kun sensijaan sdilynyt aktiivisuus ilman lisdai-
neita oli vain noin 33 $%. MPD:n stabiloiva vaikutus G-
CSF:n pilkkoutumista vastaan 10 minuutin sumutuksessa on
esitetty taulukossa II.
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Taulukko II

MPD:n konsentraatio Pilkkoutumis-%
(paino/tilavuus) 10 minuutissa
0 % 39

0,01 % 33

0,1 % 35

13 ., 28

2,5 % 15

5 % 3

10 % 0

Ajan kuluessa G-CSF:n pilkkoutuminen oli hitaampaa
MPD:n l&snd ollessa kuin Kkontrollikokeessa. Samoin Kkuin
PEG:in tapauksessa G-CSF:n stabilointi MPD:114 oli vahvas-
ti riippuvainen konsentraatiosta. MPD:n tapauksessa tiémd
erityinen poolinen orgaaninen yhdiste oli erittdin v&hdn
stabiloiva konsentraatiossa alle 0,1 %, Olennainen stabi-
lointi, vaikkakin vidhdisempi kuin korkeampimolekyylipai-
noisilla PEG:eilli samana konsentraationa havaittiin MPD:n
konsentraatiolla 1 %. Jonkin verran suurempi suojavaikutus
kuin 1 %:1la PEG 1 000 saatiin 5 %:1la MPD:td ja 10 %
MPD:td antoi kdyténndllisesti katsoen tadyden suojan.

C. Sakkaroosin vaikutus

Sakkaroosin vaikutus Kkonsentraationa 2 % (p/v,
0,058 M) tai 20 % (p/v, 0,58 M) LDH:n aktiivisuuden sédily-~-
miseen sumutettaessa mitattiin. Tulokset osoittavat, ettd
sakkaroosilla ei ollut merkittidvdd suojavaikutusta pilk-
koutumista vastaan ja tosiasiassa sill8 oli taipumus edel-
Jeen heikentdd LDH:n aktiivisuutta. Myds sakkaroosin vai-
kutus 1 %:n (p/v) ja 0,5 M (17 %) konsentraationa G-CSF:n
stabilointiin médritettiin 10 minuutin sumutuksen jdlkeen,
ja saadut tulokset olivat l#hes samat kuin LDH:1lle saadut.
Kuten edelld jo todettiin, sakkaroosilla ei siten ollut

suojaavaa vaikutusta pilkkotumista vastaan G-CSF:n sumu-
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tuksessa. Tosiasilassa sakkaroosilla osoitettiin olevan
mahdollista destabiloivaa wvaikutusta.

D. Tween 80:n vaikutus

Vaikka Tween 80:n liiallinen vaahtoaminen teki su-
muttamisen vaikeaksi, niin tém#dn pinta-aktiivisen aineen
vaikutus G-CSF:n pilkkoutumiseen sumutuksen aikana tutkit-
tiin useilla erilaisilla pinta-aktiivisen aineen konsent-
raatioilla. Tulokset on koottu seuraavan taulukkoon III.

Taulukko III
Pilkkoutuminen %:eina

Tween 80 (p/v) 10 minuutin kuluttua Pintajdnnitys
0% 40 72

0,0001 % 39 51

0,001 % 39 49

0,005 % 36

0,0075 % 20

0,01 % 8 40

0,05 % 0

0,1 % 0 38

1% 0 38

Nidistd tuloksista ilmenee, ettd Tween 80 samoin
kuin pooliset orgaaniset yhdisteet PEG ja MPD stabiloi G-
CSF:n pilkkoutumista vastaan vahvasti konsentraatiosta
riippuvalla tavalla. Olennaisesti mink&&nlaista stabiloi-
vaa vaikutus ei havaittu pinta-aktiivisen aineen konsent-
raatiossa alle 0,001 % (p/v), vaikka olennaista stabiloi-
vaa vaikutusta havaittiin noin 0,01 %:n (p/v) konsentraa-
tiossa. Kdytdnndllisesti katsoen stabiloiva vaikutus oli
tiydellinen konsentraatioissa yli 0,05 & (p/v). Samankal-
tainen stabiloitumismalli havaittiin koskien LDH:n aktii-
visuutta Tween 80:n l&sndollessa.



10

15

20

25

30

35

24

E. Pintajdnnitys

Taulukkoon IV on koottu tulokset G-~CSF:n ja useiden
erilaisten poolisten orgaanisten yhdisteiden ja/tai pinta-
aktiivisten aineiden vesiliuoksilla tdss8d ja edelli ole-
vassa esimerkissd tehdyistd pintajé&nnityksen mittauksista.

Taulukko IV

Pilkkouutuminen %:eina Pintajidnnitys
Vesiliuos 10 minuutin kuluttua (dyn/cm)
1 mM HCl (kont- 39 72
rolli)
1 % PEG 1 000 5 - 8 65%
1 % MPD 24 - 31 58
5 % MPD 2 - 4 48
1 % sakkaroosi 43 72
0,5 M sakkaroosi 44 75
0,0001 % Tween 80 39 51
0,001 % Tween 80 39 49
0,01 % Tween 80 8 40
0,1 % Tween 80 0 38
1 % Tween 80 0 38

* Cooper et al., J. Polymer Sci., 3, 345 - 349 (1948)

Taulukon IV luvuista ilmenee, ettd sekid PEG ettd
MPD, jotka alentavat veden pintajénnitystd, vdhentdvit
vahvasti G-CSF proteiinissa havaittua pilkkoutumista, kun
niitd kéytet#ddn lis8aineina sumutuksen aikana. Toisaalta
sakkaroosi, joka lievdsti suurentaa veden pintajédnnitysts,
myds lievdsti 1lisdsi proteiinin pilkkoutumista. Tween
80:114 osoitettiin olevan selvd vaikutus G-CSF:n stabiili-
suuteen sumutuksen aikana kuten taulukossa IV on osoitet-
tu. Té&m& on tyypillist8 pinta-aktiivisille aineille, mut-
ta, kuten aikaisemmin huomautettiin, pinta-aktiivisten
aineiden vaahtoamistaipumus tekee ne useissa tapauksissa
poolisia orgaanisia yhdisteit8 huonommin sopiviksi kdyt-
t6dn paineilmasumutuksessa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd proteiinin aktiivisuuden véhenemisen
ja pilkkoutumisen estdmiseksi mainittua proteiinia sisél-
tévidstd sumutettavasta vesiliuoksesta, tunnettu
siitd, ettd mainittuun liuokseen lisdt&sn poolista orgaa-
nista yhdistettd konsentraationa, joka alentaa veden pin-
tajannityksen arvoon korkeintaan noin 6,5 x 10 N/cm
(65 dyn/cm).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu poolinen orgaaninen yh-
diste on polyetyleeniglykoli tai metyylipentaanidioli.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siiti, ettd mainittu poolinen orgaaninen yh-
diste on polyetyleeniglykoli ja mainittu proteiini on
granulosyyttipesdkettd stimuloiva tekiji.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu polyetyleeniglykoli on PEG
1 000 ja sitd on l&snd konsentraationa vahint&&n noin 1 %.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu poolinen orgaaninen yhdis-
te on metyylipentaanidioli ja ettd se alentaa veden pinta-
jénnityksen arvoon korkeintaan noin 4,8 x 10™* N/cm
(48 dyn/cm).

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu metyylipentaanidioli on 2-
metyyli-2, 4-pentaanidioli, mainittu proteiini on granulo-
syyttipesikettd stimuloiva tekijd, ja ettd mainittua 2-
metyyli-2,4-pentaanidiolia on lidsn#d konsentraationa vidhin-
t88n noin 5 $%.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi&, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu proteiini sumutetaan pai-
neimasumuttimella.

8. Menetelmd proteiinin aktiivisuuden vihenemisen
ja pilkkoutumisen estdmiseksi mainittua proteiinia sigdl-
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tdvidstd sumutettavasta vesiliuoksesta, tunnettu
siitd, ettd mainittuun liuokseen lis&tddn pinta-aktiivista
ainetta konsentraationa, joka alentaa veden pintajdnnityk-
sen arvoon korkeintaan noin 4,0 x 10" N/cm (40 dyn/cm).

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu pinta-aktiivinen aine on
Tween 80, mainittu proteiini on granulosyyttipesédkettd
stimuloiva tekijd ja mainittua Tween 80:4 on l4snd kon-
sentraationa vahintiin noin 0,01 %.

10. Veteen dispergoituna proteiinia sis#ltévd vesi-
livos, tunnettu siitd, ettd se sisdltédd poolista
orgaanista yhdistettd konsentraationa, joka alentaa veden
pintajannityksen arvoon korkeintaan noin 6,5 x 10°* N/cm
(65 dyn/cm).

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen vesiliuos,
tunnettu siitd, ettd mainittu poolinen orgaaninen
vyhdiste on polyetyleeniglykoli tai metyylipentaanidioli.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen vesilivos,
tunnettu siitd, ettd mainittu poolinen orgaaninen
yvyhdiste on polyetyleeniglykoli ja mainittu proteiini on
granulosyyttipesikettd stimuloiva tekij&.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen vesiliuos,
tunnettu siitd, ettd mainittu polyetyleeniglykoli
on PEG 1 000 ja sitd on lidsnd konsentraationa wv&hintdén
noin 1 %.

14, Patenttivaatimuksen 11 mukainen vesiliuos,
tunnettu siitd, ettd mainittu poolinen orgaaninen
vyhdiste on metyylipentaanidioli ja se alentaa veden pinta-
jénnityksen arvoon korkeintaan noin 4,8 x 10 N/cm
(48 dyn/cm).

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen vesiliuos,
tunnettu siitd, ettd mainittu metyylipentaanidioli
on 2-metyyli-2,4-pentaanidioli, mainittu proteiini on gra-
nulosyyttipeségkettd stimuloiva tekijd ja mainittua 2-me-
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tyyli-2, 4-pentaanidiolia on l&sn& konsentraationa v#hin-
td&n noin 5 %.

16. Veteen dispergoituna proteiinia sis&ltdvd vesi-
liuos, tunne+ttu siitd, ettd se sisdltd&d pinta-
aktiivista ainetta Kkonsentraationa, joka alentaa veden
pintajinnityksen arvoon korkeintaan noin 4,0 x 10™* N/cm
(40 dyn/cm).

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen vesiliuos,
tunnettu siitd, ettd mainittu pinta-aktiivinen
aine on Tween 80, mainittu proteiini on granulosyyttipe-
sdkettd stimuloiva tekijd ja mainittua Tween 80:& on l&snid
konsentraationa v&hint&&n noin 0,01 $%.

18. Sumutteena proteiinia potilaalle annostava sys-
teemi, tunnettu siitd, ettd se kdsittéid patentti-
vaatimuksen 10 mukaisen vesiliuoksen ja v&lineen mainitun
vesiliuoksen sumuttamiseksi.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen systeemi,
tunnettu siitd, ettd mainittu vesiliuvos sis#dltidid
proteiinia dispergoituna veteen ja polyetyleeniglykolia.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen systeemi,
tunnettu siitd, ettd mainittu proteiini on granu-
losyyttipesdkettd stimuloiva tekij4, mainittu polyetylee-
niglykoli on PEG 1 000 ja mainittua PEG 1 000 on 1l&sni
konsentraationa vdhintd38n noin 1 %.

21. Patenttivaatimuksen 18 mukainen systeemi,
tunnet tu siitd, ettd mainittu vesiliuos sisHdltHds
proteiinia dispergoituna veteen ja metyylipentaanidiolia.

22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen systeemi,
tunnet tu siitd, ettd mainittu metyylipentaanidioli
on 2-metyyli-2,4-pentaanidioli, mainittu proteiini on gra-
nulosyyttipesékettd stimuloiva tekija ja mainittua 2-me-
tyyli-2,4-pentaanidiolia on l4snd konsentraationa v#hin-
td8n noin 5 %.
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