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Parenteralisan alkalmazhaté, liposzéma alapu diszperzids

eritropoietin készitmények
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A taldlmény etanolbefecskendezéses eljarassal késziilt, ki-
vald stabilitast, parenterdlis adagolasi form4aj, liposzéma alapt
diszperzids eritropoietin készitményekre vonatkozik.

A taldlmdany szerinti, liposzéma alapu parenterdlis készit-
mények magukban foglalnak
(a) hatdsos mennyiségi, eritropoietinbdl vagy annak farmakol6-

giai szempontbdl elfogadhaté szarmazékaibol 4116 hatbéanya-

got, amely olyan biolégiai tulajdonsagokkal rendelkezik,
hogy képes a csontveld sejtjeit a retikulocitdk és a vOros-
vérsejtek termelésének fokozasara serkenteni;

(b) egy olyan lipidfazist, amely

(1) lecitinbdl vagy hidrogénezett lecitinbdl;

(ii) adott esetben alkalmazott, pozitiv vagy negativ elekt-
romos toltést lipidvegyiiletbdl;

(ii1) koleszterinbdl vagy a koleszterin-észterek és a ko-
leszterin polietilénglikollal képzett szarmazékai koziil
kivalasztott vegyiiletb6l és

(iv) 1-6 szénatomos rovid szénlancu alkoholt tartalmazé
alkohol komponensbél

all, valamint

(c) egy foszfatos puffert.
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Parenteralisan alkalmazhaté, liposzéma alapa diszperzios

eritropoietin készitmények

KOZZEVETEL PELL

A talalmany etanolbefecskendezéses eljarassal késziilt, ki-
valé stabilitasu, parenteralis adagolasi formdja, liposzéma alapu
diszperzids eritropoietin készitményekre vonatkozik.

Az eritropoietin (EPO) egy glikoprotein, amely a vOrdsvér-
sejt-szintézis szabalyozdsaban a legfontosabb tényez6. Az
eritropoietin a vesében képzddik, és gy fejti ki a hatasat, hogy a
csontveldben levd eldsejteket arra serkenti, hogy osztédjanak és
érett vordsvérsejtekké differencidlodjanak. A rekombindciods
modszerrel eldallitott 165 aminosavat tartalmazé glikoprotein
nemrég keriilt forgalomba mint olyan gydégyszer, amellyel hata-
sosan kezelhetok az anémia killénbozé formai — beleértve az
idiilt veseelégtelenséggel 6sszefiiggd anémiakat —, a zidovidinnel
kezelt HIV-fert6zott betegek, valamint a kemoterapids kezelés
alatt all6 betegek. A glikoproteint parenteralisan alkalmazzik
intravéndas (IV) vagy szubkutan (SC) injekcié formajaban.

A napjainkban hasznalatos parenteralis kiszerelési formak
hordoz6anyagként huméan szérumalbumint (HSA) tartalmazdé, IV-
vagy SC-befecskendezésre alkalmas, hagyoményosan alkalma-
zott, steril, pufferolt, vizes oldatok. Ilyen készitményeket az
Amerikai Egyesiilt Allamokban EPOGEN® és PROCRIT® véd-
jeggyel ellatva hoznak forgalomba. Ezek a termékek az eritro-
poietint tartdsito szert6l mentes, 1 ml-es egységdozisok forméja-
ban vagy tobb dozist és tartdsitdszert is tartalmazd, 2 ml-es am-

pulldkban kiszerelve tartalmazzak.

Aktaszamunk: 92839-3839A/KmO

Ugyintézénk: dr. Palagyi Tivadar
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Bar ezek a készitmények nagyon sikereseknek bizonyultak, a
human szérumalbumin hordozéanyag alkalmazéisaval Osszefiig-
gésben bizonyos hatranyok tapasztalhatdok. Tekintettel arra, hogy
a természetes forrdsokbdl kinyert HSA mint fert6z6 betegségek —
példaul a HIV vagy a majgyulladas — kdrokozdinak a hordozdja
potencidlisan veszélyes lehet, az anyagnak gondos sziirévizsga-
laton kell atesnie. Azt is meg kell emliteni, hogy a megfeleld
mindségli HSA beszerzése gyakran nehézségekkel jar. Igény van
tehat olyan befecskendezhetd eritropoietinkészitményre, amely
nem tartalmaz HSA hordozbanyagot.

Ennek megfeleléen, a HSA hordozdanyag kikiliszObolésére
megprébaltunk az eddigieknél jobb eritropoietinkészitményeket
eldallitani. Célul tiztitk ki ugyanakkor azt is, hogy a kifejlesztett
készitmények stabilak és az eddig ismert hasonlé készitmények-
nél hosszabb ideig tarolhatdok legyenek. Az uj készitmények ki-
fejlesztésénél ki akartuk kiiszo6bolni azokat a nehézségeket is,
amelyek abbdl adédnak, hogy a hatéanyag az 6t tartalmazd am-
pulla feliiletére tapad.

A liposzomak kis vezikulumok, amelyek gémb alaku kettés
rétegekben elrendezédve amfipatikus lipideket tartalmaznak. A
liposzémak sok koncentrikus, egymastol vizcsatornakkal elva-
lasztott kettds réteget (tobbrétegii vezikulumok vagy MLV-k)
vagy pedig egyetlen membranbdl allé kettds réteget (egyrétegii
vezikulumok) foglalhatnak magukban, amelyek kis egyrétegi
vezikulumok (SUV-o0k) vagy nagy egyrétegii vezikulumok (LUV-
-ok) lehetnek. A lipid kettdsréteg két olyan monomolekularis
lipidrétegbol all, amely hidroféb "farokrégidval" és hidrofil "fej-

régioval" rendelkezik. A membranos kettés rétegben a mono-



molekularis lipidrétegek hidrofob "farokrészei" a kettds réteg
kozepétdl kifelé, mig a hidrofil "fejrészek" a vizes fazis felé ori-
entaloédnak.

A liposzomakkal szamos anyagot lehet kapszuldzni: hidrofil
vegylileteket a vizes bels6 részben vagy a kettds rétegek kozott,
hidroféb vegyiileteket pedig a kettds rétegen beliil lehet csapda-
ban tartani. A liposzémak kiil6ndsen eredményesen alkalmazha-
tok bioldgiailag aktiv anyagok célbajuttatdsara, mert kapszuldzni
lehet veliik vizben rosszul oldéd6 vagy a gyogykezeléshez alkal-
mazott dézisokban elfogadhatatlanul toxikus vegyiileteket.

Kiilonleges, csak egy kettés réteggel rendelkez6 liposzémék
elballitasara alkalmas eljarast ismertetnek a 253 619 sz. eurdpai
szabadalmi leirdsban. Evek o6ta ismeretesek kiilonféle hatoanya-
gokat tartalmazé liposzomakészitmények, és ajanlottak mar lipo-
széma alapu eritropoietinkészitményeket is. Igy példaul Maitani
€s munkatarsai olyan, liposzéma alapu eritropoietinkészitménye-
ket javasoltak oralis adagolasra [J. Pharm. Sci., 85, 440-445
(1996)], amelyekhez a liposzémakat a vezikulumok forditott fa-
zisi elgbézologtetéses moddszerrel valé kialakitasaval készitik.
Tekintettel arra, hogy ebben az esetben a készitményt szdjon ke-
resztiili alkalmazéasra szanjak, a liposzomakba az EPO-t nagy
koncentracioban célszerli beépiteni. Ezzel kapcsolatban azonban
meg kell jegyezni, hogy ezek a készitmények, amelyek Kkis
vezikulumokban nagy koncentracioban tartalmaznak kapszulazott
hatdéanyagot, feldisulhatnak a majban, és mérgezést okozhatnak.
Raadasul, a gyartashoz ebben az esetben specidlis nyersanyagok-
ra (példaul poliglicerin-foszfolipidre) és szerves olddszerek al-

kalmazéasara van sziikség. Felhivjuk a figyelmet arra is, hogy a



forditott fazisa eljaras alkalmazasa sordn nagy mennyiségii nem
kapszuldzott EPO megy veszend6be nemkivanatos moédon, igy ez
az eljaras koltséges.

A talalméany kidolgozdsakor tehat olyan parenterdlis EPO-
-készitmények kifejlesztését tiztiik ki célul, amelyek hordozé-
anyagként nem tartalmaznak HSA-t, elfogadhatéan hosszu ideig
stabilak — igy az eddig ismert hasonl6 készitményeknél hosszabb
ideig tarolhatok —, és ipari méretekben alkalmazhaté eljarassal
gyarthatok.

A taldlmény szerinti, liposzéma alapu, parenteralis készit-
mények magukban foglalnak
(a) hatasos mennyiségi, eritropoietinb6l vagy annak farmakolo-

giai szempontbdl elfogadhatd szarmazékaibdl 4116 hatdanya-

got, amely olyan bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik,
hogy képes a csontveld sejtjeit a retikulocitak és a vorosvér-
sejtek termelésének fokozasara serkenteni;

(b) egy olyan lipidfazist, amely

(i) lecitinbdl vagy hidrogénezett lecitinbdl;

(ii) adott esetben alkalmazott, pozitiv vagy negativ elektro-
mos toltésl lipidvegyiiletbdl;

(ii1) koleszterinb6l vagy a koleszterin-észterek és a koleszte-
rin polietilénglikollal képzett szarmazékai koziil kiva-
lasztott vegyiiletbdl és

(iv) 1-6 szénatomos rovid szénldanct alkoholt tartalmazé al-
kohol komponensbdl

all, valamint

(c) egy foszfatos puffert.



A taldlméany szerinti készitmények egyetlen kettds réteget
tartalmaz6 liposzémakbol allnak, amelyeket ugy allitunk el6,
hogy a lipidfazisbdl alkoholos oldatot készitiink, majd az oldatot
nyomas ald helyezve nagy sebességii homogenizalokésziilékbe
toltott vizes pufferoldatba fecskendezzitk. A taldlméany szerinti
liposzémadiszperzidét ugy allitjuk eld, hogy az igy elkészitett
liposzémakat eritropoietin hatéanyaggal egyiitt inkubéljuk.

A hatoanyag elényds esetben eritropoietinbdl vagy annak fi-
ziologias szempontbdl elfogadhatd szarmazékaibdl 4ll és olyan
biologiai tulajdonsagokkal rendelkezik, hogy képes a csontveld
sejtjeit a retikulocitak és a vorosvérsejtek termelésének fokozé-
sara serkenteni.

AZ EPO-glikoproteint ki lehet nyerni természetes forrasok-
bdl vagy el6 lehet allitani rekombinaciéos modszerrel a 4 703 008
sz., az 5 441 868 sz., az 5 547 933 sz., az 5 618 698 sz. és az 5
621 080 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirdsok-
ban publikalt ismert eljarasokkal. A felsorolt szabadalmi leirdsok
szovegét a talalmany ismertetését kiegészitd referenciaanyagnak
tekintjiik.

Teljesen varatlan médon azt tapasztaltuk, hogy a taldlmany
szerint, a leirasban ismertetett enyhe koriilmények kozott eloal-
litott, liposzoma alapu EPO-készitmények fokozott stabilitast
mutatnak, vagyis maguk a liposzomak stabilak, és ugyanakkor a
biologiailag hatdsos anyag kémiai uton végbemend bomlasa és
aggregaldddsa minimalis mértéki. Tovabbi varatlan eldnyként
azt tapasztaltuk, hogy az EPO hatdanyag annak ellenére sem ta-
pad rd a taroléampullara vagy az intravénas fecskenddécsé felii-

letére, hogy az EPO f6tomegében nem a liposzémakon beliil he-
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lyezkedik el, hanem gyakorlatilag — liposzoma alapt diszperzid
formajaban —a kozbensd folyadékban talalhato.

A taldlmany keretében eritropoietinbdl vagy annak farma-
kolégiai szempontbodl elfogadhatd szarmazékaibol 4llé6 hatéanya-
got alkalmazunk, amely olyan bioldgiai tulajdonsdgokkal rendel-
kezik, hogy képes a csontveld sejtjeit a retikulocitak és a vords-
vérsejtek termelésének fokozasira serkenteni. A taldlmany sze-
rinti liposzémadiszperzié parenteralis készitmény formajaban
felhasznalhat6 a kevés vagy csokkentett értékii vordsvérsejt ter-
melésében megnyilvdnuld, vérrel kapcsolatos rendellenességek,
igy példaul az anémia kiilénb6z6 formdai — beleértve az idiilt ve-
seelégtelenséggel Osszefiiggd anémiakat -, a zidovidinnel kezelt
HIV-fert6zott betegek, valamint a kemoterdpias kezelés alatt allé
betegek kezelésére. A taldlméany szerinti készitmények alkalmaz-
hatok szdmos koéros dllapot és rendellenesség, valamint olyan
rendellenes hematolégiai allapotok kezelésére is, mint amilyen a
sarlosejtes kor, a foldkozi-tengeri béta-anémia, a cisztas rostos
elfajulds, a terhességi és a menstruacids rendellenességek, a ko-
rasziiléskor jelentkezd korai anémia, a gerincveldsériilések, az
Grrepiilésnél bekovetkezé heveny vérveszteség, az dregedés stb.
A talalmény szerinti EPO-készitményeket parenteralisan — pél-
ddul intravéndsan, intramuszkularisan, szubkutdn vagy intraperi-
tonedlisan - el6nyds alkalmazni. A hatdsos d6zisok valésziniileg
nagymértékben fiiggnek a kezelt allatoktél, valamint az alkalma-
zas modjatol, de varhatéan a 0,1 (~7 E) pg hatéanyag/kg testtd-
meg — 100 (~700 E) pg/kg testtémeg tartomanyban vannak. Az
anémids allapotok kezelésére a hatéanyagot hetenként haromszor,

koriilbeliil 50 — 300 E/kg testtdmeg dézisban célszerti alkalmaz-
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A taldlmény szerinti EPO-liposzémadiszperziok 100 g-on-
ként rendszerint koriilbeliil 200 000 — 1 000 000 EPO-glikopro-
teint tartalmaznak. Az EPO hat6anyagot olyan liposzémaszusz-
penzidoban diszpergaljuk, amelyet a koévetkez6 komponensekbgl
allitunk elé6:

(a) egy olyan lipid fazis, amely

(1) lecitinbdl vagy hidrogénezett lecitinbél;

(ii) adott esetben alkalmazott, pozitiv vagy negativ elektro-
mos tdltésh lipidvegyiiletbdl;

(iii) koleszterinb6l vagy a koleszterin-észterek és a kolesz-
terin polietilénglikollal képzett szarmazékai koziil ki-
valasztott vegyiiletb6l és

(iv) 1-6 szénatomos révid szénldnct alkoholt tartalmazé al-
kohol komponensbél

all, valamint

(b) egy foszfatos puffer.

Az ilyen készitmények — ezek kozo6tt is mindenekeldtt a
253 619 sz. eurdpai szabadalmi leirds szerint eldallitottak —
olyan tulajdonsagokkal rendelkeznek, amely lehetévé teszi, hogy
megfelelden helyettesitsiik veliik az eddig ismert hasonlé kompo-
ziciokban levé HSL-komponenst. A 253 619 sz. eurdpai szaba-
dalmi leirds szovegét a taldlmany ismertetését kiegészitd refe-
renciaanyagnak tekintjiik.

A lecitint felhasznalhatjuk tisztitott természetes lecitin for-
majaban vagy — elényds esetben — a stabilabb hidrogénezett leci-

tin forméajaban. Ha hidrogénezett lecitint alkalmazunk, csokken-
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nens 100 g kompoziciora vonatkoztatva rendszerint példaul
0,5-5,0 g mennyiségben van jelen. A hidrogénezett lecitinnek
elényds esetben jo mindséglinek kell lennie, nem szabad észlel-
hetd koncentrdciéban olyan katalizdtorokat tartalmaznia, ame-
lyek negativ mdédon befolyasolhatjak az EPO és a liposzémék
stabilitasat.

A liposzdmastabilizdlé szerként alkalmazott koleszterin
mennyisége 100 g kompoziciéra vonatkoztatva 0,1-1,0 g. A ko-
leszterinen kiviil mas koleszterinszarmazékokat is fel lehet hasz-
nalni, 1igy koleszterin-észtereket, a koleszterin polietilén-
glikolszarmazékait (PEG-koleszterinek), valamint a koleszteri-
nek szerves savakkal képzett szarmazékait, igy példaul a ko-
leszterin-hemiszukcinétot.

A pozitiv vagy negativ elektromos toltési lipid olyan
lipidvegyiilet, amely pozitivan vagy negativan t6ltott kompo-
nenssel rendelkezik. Pozitiv elektromos toltési lipidek: oleil-
-amin és sztearil-amin. Negativ elektromos t6ltési lipidek: olaj-
sav és foszfatidinsavak, példdul a dipalmitoil-foszfatidinsav
(DPPA), a dipalmitoil-glicerin (DPPG), a disztearoil-foszfatidin-
sav (DSPA) és a dimirisztil-foszfatidinsav (DMPA). Ha ilyen
toltéssel rendelkezd lipideket hasznalunk fel, elektromosan tol-
tott liposzomak keletkeznek, és igy — mivel a liposzémak iilepe-
dése gatolt — garantaltan opalos diszperziét kapunk. Amint mar
emlitettilk, az az eredmény egészen varatlan, hogy az aktiv
eritropoietin glikoprotein nem tapad a taroléedény iivegfaldhoz
vagy a befecskendezésnél hasznalt szilikoncs6h6z annak ellené-
re sem, hogy a hatéanyag nem épiil be a liposzomakba, hanem

csak toltéssel rendelkez6 liposzomak diszperzidjaként van jelen.
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Az etanolbefecskendezéses modszer alkalmazéaséval eldalli-
tott készitményekben rendszerint jelen van — 100 g készitményre
szamitva 0,5 g és korilbelil 5,0 g k6zotti mennyiségben — egy
alkohol komponens, amely 1-6 szénatomos rovid szénlancu
alkanol, példdul metanol, etanol, n-propanol, izopropanol vagy
n-butanol, elényos esetben etanol.

A vizes pufferkomponenst a parenterdlis készitményekben
pufferként hagyoményosan alkalmazott, tipikusan savas sék ko-
ziil véalaszthatjuk ki. Ilyen sék példaul a citratok, az acetatok és
a foszfatok. Foszfatos puffert célszerli alkalmazni. Ilyen puffer
példdul a natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat és a dinatrium-
-hidrogén-foszfat-dihidrat, valamint ezeknek a vegyiileteknek a
keverékei. El6onyos esetben natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat
és dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat keverékét alkalmazzuk,
100 g készitményre szamitva 0-2,0 g mennyiségben.

A csomdképzdédés megakadalyozasa céljabdol adott esetben
stabilizaloszert, példaul glicint adhatunk a készitményekhez. Ez-
zel kapcsolatban azonban megjegyezziik, hogy a legtobb esetben
nincs sziikség ilyen stabilizdlészerekre, mert a liposzéméak a
kompoziciéoban stabilizdlészerként, valamint hordozdanyagként
miikddnek.

A taldlmény szerinti liposzéma alapu kompozicidkat a szak-
teriilleten ismert — a 253 619 sz. eurdpai szabadalmi leirdsban
szerepld liposzémakompoziciék eléallitdsdhoz felhasznalt — elja-
rds alkalmazéaséaval allitjuk el6. A 253 619 sz. eurdpai szabadalmi
leirds szovegét a taldlmany ismertetését kiegészitdé referencia-
anyagnak tekintjik. Ezt az eljarast ugy hajtjak végre, hogy a

foszfolipidbdl és a hatdanyagbdl etanolos oldatot készitenek,
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majd az oldatot nyomds ala helyezve nagy sebességli homogeni-
zald késziilékbe toltott vizes pufferoldatba fecskendezik. Spon-
tan modon képz6dnek olyan liposzémak, amelyeknek az 4tmérdje
kisebb, mint 1 pm. Részletesebben kifejtve, a taldalmany szerinti
eljaras alkalmazasaval ugy allitjuk elé a liposzoméakat, hogy
tisztitott viz felhasznaldsaval vizes pufferoldatot készitiink. A
lecitint, a koleszterint és az elektromos toltéssel rendelkezd lipid
komponenst kiilén oldjuk fel alkoholban, példaul etanolban. A
vizes oldat és nagy teljesitményld homogenizalo késziilék kozott
Osszekottetést 1étesitiink cirkuldcid létrehozasa céljabdl, és az
alkoholos oldatot kézvetleniil a homogenizalé késziilékbe fecs-
kendezziik be. Igy spontin médon 1 pum-nél kisebb liposzémak
keletkeznek. A taldlmany szerinti liposzémadiszperzi6ot agy 4al-
litjuk eld, hogy az igy elkészitett liposzomakat eritropoietin ha-
téanyaggal egylitt inkubdljuk.

Ha jol meghatarozott atmérdji liposzémakat tartalmazo, at-
tetsz6 liposzémadiszperzidt kivanunk eléallitani, a liposzémakat
célszerl atnyomni olyan szlir6kon, amelyeknek a poérusai koril-
beliil 0,05-0,08 mm atméréjliek. Igy koriilbeliil 80-100 nm atmé-
réji liposzémakat kapunk. Ezt a nagysag szerinti osztdlyozést
célzo kiegészitd miiveletet attetszd oldat létrehozdsa céljabol al-
kalmazzuk, hogy barmilyen aggregédldédasi jelenséget kdnnyen
észleljiink, és a cirkuldltatas idejét meghosszabbitsuk a vérben.

Amint mar emlitettiik, a jelenleg kereskedelmi forgalomban
levé eritropoietinkészitmények stabilizaléoszereket - példaul
Tween mérkanevi készitményeket vagy aminosavakat — tartal-
maznak, korldtozott ideig tarolhatok, €s stabilitdsuk megdrzése

céljabol liofilizalt allapotban taroljak 6ket. Tapasztalataink sze-
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rint a taldlmany targyat képezd, liposzoma alapu készitmények
kivalod stabilitdst mutatnak, azaz a liposzémdk onmagukban sta-
bilak, és ugyanakkor a bioldgiailag aktiv anyag bomlasa és
aggregalodasa minimdalis mértéki. Akar két évig is tarolhatdk,
aminek az ipari alkalmazhatésdg szempontjabol igen nagy jelen-
tésége van. Ez a megnovekedett stabilitds a taldlmany szerinti
kivalé — enyhe koriilmények kozott alkalmazhatéo — gyartastech-
nologianak, valamint a készitmény komponenseinek és Osszeté-
telének tulajdonithatd, amelyek mindségi és mennyiségi szem-
pontbol egyaréant kiilénbdznek a szakirodalomban ismertetett ha-
sonldé készitmények komponenseitdl és osszetételétol.

A készitmények stabilitdsat tovabb lehet fokozni oxidacid-
gatld adalékok, példaul tokoferol, butilezett hidroxi-toluol,
butilezett hidroxi-anizol, aszkorbil-palmitat vagy edetatok, pél-
daul dinatrium-edetat vagy olyan edetatok hozzaadasaval, ame-
lyek nemcsak oxidacidogatlok, hanem megkotik az esetleg jelen
1évdé nehézfémeket is. A stabilitast tovabb lehet névelni tartosi-
toszerek, példaul benzoesav vagy parabenek — példdul metil-
-paraben és/vagy propil-paraben — adagolasaval.

Elénydsen alkalmazhatéok a kévetkezd altalanos recept sze-

rinti készitmények:

g/100 g
EPO vagy az EPO-nak megfelel6 ve- 200 000 E -1 000 000 E
gyiletek
Szojabol elddllitott hidrogénezett 0,5-5,000
lecitin

Koleszterin 0,1-1,000
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Elektromos toltési lipid

Etanol

Glicin

Puffer

Adott esetben alkalmazott tovabbi

adalékok, valamint viz

0,05-0,5
0,5-5,000
0,0-1,00
0-2,0
a 100,00 g eléréséhez

sziikséges mennyiségben

A taldlményra jellemz6 eldnyodket a tovéabbiakban példakkal

szemléltetjiik.

1. példa

Liposzéma alapu diszperzié

A 253 619 sz. eurdpai szabadalmi leirdsban ismertetett elja-

ras szerint a kovetkezd osszetételti, liposzéma alapa diszperzidt

allitottuk elé:

Eritropoietin

Sz6jabol eldallitott hidrogénezett
lecitin

Koleszterin

Nem denaturalt, gydgyszerkészitéshez
megfeleld etanol

Natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat

Dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat

Natrium-klorid

Tisztitott viz

Eljiras

g/100 g
1 000 000 NE
0,500

0,100
0,500

0,1164
0,2225
0,584
97,9371

A liposzomakat agy allitjuk eld, hogy vizes elektrolitoldatot

(pufferoldatot) készitiink nétrium-dihidrogén-foszfat-dihidratbol,
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dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidratb6l, natrium-kloridbél és in-
jekcid elkészitéséhez felhasznalhatd, 80 °C hdmérsékleti vizbél.
Lecitint és koleszterint kiilén feloldunk 55-70 °C-os alkoholban,
példaul etanolban. A vizes oldat és a nagy teljesitményii homo-
genizald késziilék kozott cirkulacié létrehozéasa céljabol kapeso-
latot létesitiink (1. kdd), az alkoholos oldatot pedig (2. kad) koz-
vetleniil a homogenizalo késziilékbe fecskendezziik be. Az eta-
nolos oldaton az egész eljaras folyaman nitrogént fuvatunk Aat.
Spontan médon 1 mikronndl kisebb liposzéméak képzédnek. J6l
meghatarozott méretd liposzémak Iétrehozasa céljabol a
liposzéma diszperziét definialt — példaul 0,8 mikronos és 0,5
mikronos - poérusokkal rendelkezdé '"nucleopore" sziir6kén
nyomjuk keresztiil. Az eritropoietint a liposzéma diszperzidval
inkubaljuk, majd steril koriilmények kozott sziirjiik. Az ampulla-

kat aszeptikus koriilmények kozott toltjiik meg.

Miiszaki adatok:
- a homogenizal6 késziilék fordulatszama: maximum 13 000 min™' és

- az etanol oldat térfogatsebessége: 20-100 ml/s.

2. példa

Liposzéma alapi diszperzié

Osszetétel:
g/100 g
Eritropoietin 1 000 000 NE
Sz6jabol eldallitott hidrogénezett 0,500
lecitin
Koleszterin 0,100

DPPA-Na 0,040
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Nem denaturélt, gyogyszerkészitéshez 0,500

megfeleld etanol

Natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat 0,1164

Dinétrium-hidrogén-foszfat-dihidrat 0,2225

Natrium-klorid 0,584

Tisztitott viz 97,9371
Eljaras

A 2. példa szerinti liposzoma diszperziot az 1. példaban is-
mertetett moédon édllitjuk eld azzal az eltéréssel, hogy a lecitint és
koleszterint tartalmaz6 alkoholos oldathoz befecskendezése eldtt

DPPA-Na-t adunk.

3. példa
Liposzéma alapu diszperzi6
Osszetétel:
g/100 g
Eritropoietin 1 000 000 E
Sz06jabol elddllitott hidrogénezett 0,500
lecitin
Koleszterin 0,100
DPPA-Na 0,050
Nem denaturalt, gyogyszerkészitéshez 0,500
megfeleld etanol
Natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat 0,1164
Dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat 0,2225
Natrium-klorid 0,584

Tisztitott viz 97,9271
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Eljaras
A 3. példa szerinti liposzéma diszperziot a 2. példdban is-

mertetett mdédon allitjuk elo.

4. példa

Stabilitasi teszt

Liposzéma alapu eritropoietin készitménybol két gydrtasi
tételt allitunk eldé az 1., illetve a 2. példdban ismertetett modon.
Kiilonb6zoé idékozonként vizsgaljuk a gyartasi tételek stabilita-
sat. Az in vitro és in vivo korillmények kozott végzett biologiai
vizsgalatok végrehajtasi modszereit az alabbiakban ismertetjik.

Az eredményeket az 1. és a 2. tdbldzatban ko6zoljiik.

1. tablazat
Termék: az 1. példa szerinti, liposzéma alapi eritropoietin
készitmény
BN: toltéssel nem rendelkezd liposzomak

Adagolas: 10000 NE/ml

Tarolasi | Tarolasi Kiilso pH EPO- ELISA | Bioldgiai
id6 [ora] | koriil- megje- -azono- vizsgalat
mények lenés sitas ,

0 n.a. megfelelt | 6,86 | megfelelt | 9695 n.a.

3 2-8 °C | megfelelt | 6,97 | megfelelt 9194 n.a.

3 25°C | megfelelt | 6,98 | megfelelt | 8715 n.a.

6 2-8 °C | megfelelt | 7,07 | megfelelt | 9925 n.a.

6 25°C | megfelelt | 7,08 | megfelelt | 7886 n.a.

9 2-8 °C | megfelelt | 7,01 | megfelelt | 9452 n.a.

12 2-8 °C n.a. 7,02 | megfelelt* | 9452 n.a.

18 2-8 °C n.a. n.a. | megfelelt | 8635 n.a.

24 2-8 °C | megfelelt | 7,05 | megfelelt | 9200 8900**
* = Aggregatumra vonatkoz6 2 %-os standardnal kisebb,

denzitométerrel meghatarozott érték ("2%-AGG-1")
** = Egereken in vivo koriilmények kozott végzett biologiai

vizsgalat.



- 16 -

2. tablazat

Termék: liposzdma alapi eritropoietin készitmény

BN: negativ elektromos toltésii liposzomak (Na-DPPA)
Adagolas: 10000 IE/ml

Tarolasi | Tarolasi Kiilso pH |EPO-azo | ELISA | Biologiai
idé [ora] | koriil- megje- nositas vizsgalat
mények lenés
0 n.a. megfelelt | 6,71 | megfelelt | 8757 10120
3 2-8 °C | megfelelt | 7,03 | megfelelt | 8776 8020
3 25°C | megfelelt | 7,02 | megfelelt | 7854 n.a.
6 2-8°C [ megfelelt | 7,02 | megfelelt | 9621 7710
6 25°C | megfelelt | 7,06 | megfelelt | 8453 n.a.
9 2-8°C | megfelelt | 7,03 | megfelelt [ 9189 8870
12 2-8°C | megfelelt | n.a. |megfelelt*| 9150 n.a.
18 2-8 °C | megfelelt | 6,99 | megfelelt | 9003 9500**
24 2-8 °C n.a.

* = aggregédtumra vonatkoz6 2 %-os standardnal kisebb,

denzitométerrel meghatarozott érték ("2%-AGG-1")
** = egereken in vivo kériilmények kozott végzett bioldgiai
vizsgalat; a tobbi adatot in vitro biologiai vizsgalattal dlla-

pitottuk meg.

In vivo biolégiai vizsgilat

A vizsgalatot exhipoxids, magas vOrdsvértestszamu egerek
eritropoietines kezelésével végezziik. Egereket 18 6ran keresztiil
csOkkentett nyoméason, majd 6 6ran at kdrnyezeti nyomdason tar-
tunk. A kovetkez6 14 napon ezt a miiveletet ismételjiik. 3 nap
elteltével a kornyezet homérsékletén eritropoietint juttatunk az
egerek szervezetébe. 1 nap milva >’FeCls-tartalmu oldatot fecs-

kendeziink az egerekbe. Tovabbi 2 nap elteltével vérelemzést
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végziink, ¢és meghatarozzuk a voérdsvértestekbe beépiilt

59FeCl3-at.

In vitro biolégiai vizsgalat

Sejtek alkalmazéasan alapuld in vitro bioldgiai vizsgalatot
végzlink azzal a szdndékkal, hogy mennyiségi szempontbdl pon-
tosan meghatarozzuk az alfa-epoetin bioldgiai aktivitasat.

A mintékat eldszor felhigitjuk szovettenyésztéshez hasznalt
tapkdzeggel, majd HEP.G2-sejtkulturdkkal kezeljik Oket. Ez a
kapcsolddo sejtvonal megdérzi a mdjszovetnek a szidlmentesitett
fehérjék eltdvolitasara valo képességét. Ismeretes, hogy in vivo
koriilmények koz6tt hasonldé anyagcesere-folyamat megy végbe,
amelynek eredményeként csokken a szidlmentesitett eritropoietin
aktivitdsa. A HEP.G2-sejtekkel végzett kezeléssel nem tavolitjuk
el az a-epoietinben levd szidlozott eritropoietint a tapkozegbdl.
Ezzel az in vitro bioldgiai vizsgalattal tehat utdnozzuk az egerek
in vivo koriilmények kozott végrehajtott vizsgalatat.

A masodik 1épésben a megmaradd eritropoietint elvalasztjuk
a HEP.G2-sejtektdl, és a B6SUtA-sejtvonal felhasznaldsaval sejt-
burjdnzasi vizsgalatot végziink. Ezeket a sejfeket eritropoietin
jelenlétében tenyésztjilk. A tenyészet Kkiterjedése ardnyos az
eritropoietin mennyiségével. Ezutdn meghatarozzuk a sejtszapo-
rulatot a sejthez hozzdadott MTT hatasara keletkez6 szinezda-
nyag mennyisége alapjan. A keletkezett szinez6anyag-mennyiség
egyenesen aranyos a sejtek szamaval és a B6SUtA-sejtek aktivi-

tdsanak cs6kkenésével.

Kovetkeztetés
Az adatok szerint a két készitmény akar 24 honap elteltével

is jo stabilitdst mutat.
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Szabadalmi igénypontok

1. Liposzéma alapu, parenteralis készitmények, amelyek ma-
gukban foglalnak
(a) hatasos mennyiségii, eritropoietinb6l vagy annak farmakol6-

giai szempontbodl elfogadhatd szarmazékaibol all6 hatdanya-

got, amely olyan bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik,
hogy képes a csontveld sejtjeit a retikulocitadk és a vordsveér-
sejtek termelésének fokozasara serkenteni;

(b) egy olyan lipidfazist, amely

(i) lecitinbdl vagy hidrogénezett lecitinb6l;

(ii) adott esetben alkalmazott, pozitiv vagy negativ elekt-
romos t6ltést lipidvegyiiletbdl;

(i11) koleszterinb6l vagy a koleszterin-észterek €s a kolesz-
terin polietilénglikollal képzett szarmazékai kozil ki-
valasztott vegyiiletbdl és

(iv) 1-6 szénatomos rovid szénlanct alkoholt tartalmazé al-
kohol komponensbdl

all, valamint
(c) egy foszfétos puffert.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmények koziil azok a kom-
pozicidk, amelyek olyan, egyetlen kettds réteggel rendelkezd
liposzémadkat tartalmaznak, amelyeket ugy allitottunk eld, hogy a
lipidfazisbo6l alkohol oldészerrel oldatot készitettiink, majd az
oldatot nyom4ds alkalmazéasédval nagy sebességli homogenizaloké-
sziilékben levd vizes pufferoldatba fecskendeztiik.

3. Az 1. vagy a 2. igénypont szerinti, liposzoma alapu ké-

szitmények koziil azok a kompoziciok, amelyek tovabbi kompo-
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nensként stabilizdldszert is tartalmaznak.

4. A 3. igénypont szerinti, liposzéma alapi készitmények
koziill azok a kompoziciok, amelyek stabilizalészerként glicint
tartalmaznak.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti, liposzoma alapu
készitmények koziil azok a kompoziciok, amelyek hidrogénezett
lecitint tartalmaznak.

6. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma alapu
készitmények koziil azok a kompozicidk, amelyek alkoholkompo-
nensként etanolt tartalmaznak.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti, liposzoma alapu
készitmények koziil azok a kompozicidk, amelyek pozitiv vagy
negativ elektromos tdltésti lipidvegyiiletként dipalmitoil-
-foszfatidinsavat — DPPA-t -, dipalmotil-glicerint — DPPG-t —,
oleil-amint vagy szteraril-amint tartalmaznak.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma alapu
készitmények koziil azok a kompoziciok, amelyek pufferként nat-
rium-dihidrogén-foszfat-dihidratot, dinatrium-hidrogén-foszfat-
-dihidratot vagy ennek a két vegyiiletnek a keverékét tartalmaz-
zak.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti, liposzoma alapu
készitmények koziil azok a kompoziciok, amelyek tovabbi kom-
ponensként tartdsitdszert is tartalmaznak.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma ala-
pu készitmények kozil azok a kompoziciok, amelyek tovabbi
komponensként oxidaciogatlo adalékot is tartalmaznak.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma

alapu készitmények koziil azok a kompozicidk, amelyek tovabbi
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komponensként komplexképzdszert is tartalmaznak.
12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma
alapt készitmények koziil azok a kompozicidok, amelyek 6sszeté-

tele a kovetkez6:

g/100 g
EPO vagy az EPO-nak megfelel6 ve- 200 000 E -1 000 000 E
gyiiletek
Sz6jabol eldallitott hidrogénezett 0,5-5,000
lecitin
Koleszterin 0,1-1,000
Elektromos toltésd lipid 0,05-90,5
Etanol 0,5-5,000
Glicin 0,0-1,00
Puffer 0-2,0
Adott esetben alkalmazott tovabbi a 100,00 g eléréséhez
adalékok, valamint viz szilkséges mennyiségben

13. Az 1-8., valamint a 12. igénypontok barmelyike szerinti,
liposzéma alapu készitmények koéziil azok a kompozicidk, ame-

lyek 6sszetétele a kovetkez§:

g/100 g
Eritropoietin 1 000 000 NE
Szojabol eldallitott hidrogénezett 0,500
lecitin
Koleszterin 0,100
Nem denaturalt, gydgyszerkészitéshez 0,500
megfeleld etanol
Natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat 0,1164

Dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidrat 0,2225
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Natrium-klorid 0,584
Tisztitott viz 97,9371.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti, liposzéma
alapt készitmények koziil azok a kompoziciok, amelyek gyogy-

szerkészitményként anémia kezelésére alkalmazhatdk.

[
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A meghatalmazott:

Dr. Palagyi Tivadar

szabadalmi ligyvivd
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