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A taldlmany térgya eljéras alfa-interferont tartalmazd,
nyujtott hatéasu, a farmakokinetikai paraméterek tekintetében az
eddig ismerteknél lényegesen elénydsebb polimer konjugétumok,
valamint ezekbdl késziilt gybébgyszerkészitmenyek eld8adllitéséara és
gybégyaszati alkalmazésara.

A talalmany szerint a polimer-interferon konjugétumokat ugy
allitjak elé, hogy az alfa-interferont valamilyen szurfaktans
jelenlétében érintkezesbe hozzak egy alapvetden nem antigén tu-
lajdonsagu polimerrel, olyan kérilményeket alkalmazva, amelyek
megfelelbébek ahhoz, hogy az alfa-interferon és a polimer oOssze-
kapcsolédasa végbemenien, majd a terméket ioncseréld kromatogréa-

fids eljarassal frakcionaljak.
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A taldlmany nyujtott hatédsu, interferont tartalmazdé gydégy-
szerkészitményekre, ezek eld&llitasdra és gydgyaszati alkalmaza-
sukra vonatkozik.

Bioldégiailag aktiv fehérjék egy vagy toébb tulajdonsdganak —
ilyenek példdul a keringési élettartam, a vizoldhatdsag vagy az
in vivo antigén sajédtsidg — eldnyds megvaltoztatésara felmerilt
az az elgondoléds, hogy célszerl lenne ezeket a fehérjéket poli-
merekkel konijugélni. Az U.S. 4 179 337 szamli szabadalmi iratban,
amely csupén hivatkozéasként képezi taldlmanyunk részét, példaul
nyilvédnosségra hoztédk azoknak a kezdeti prébalkozasoknak az
eredményét, amelyek arra iranyultak, hogy ©peptideket vagy
polipeptideket polietilénglikollal (PEG) vagy hasonldé vizoldhato
polimerekkel kapcsoljanak &ssze.

Az elsé konjugalt forméban elddllitott hatdanyagok kozott
taldljuk az inzulint és a hemoglobint. Ezek a viszonylaé nagy
molekulaju peptidek tartalmaznak néhény szabad g-amino-csoportot,
amelyek kapcsoléddédsi helyként szolgalnak. Egyes polimerekkel a
biolégiai aktivitds jelentds csokkenése nélkil végezhetd el az
bsszekapcselas.

Mindazonéltal az Osszekapcsolési mlvelet nem problémamentes.
$zabalyozatlanul végezve az Osszekapcsoléast, vagy molaris feles-
legben reagéltatva a polimereket, bizonyos arany tullépése ese-
tén dinaktiv konjugatumot kapunk. A nehézségek gyakran abbdl
adébdnak, hogy a terédpidsan értékes hatésért felelds aktiv cent-
rumot — ez alatt a molekuldnak azt a részét értjlik, ahol a bio-
légiai aktivitést eredményezd csoportok helyezkednek el — a hoz-

zékapcsolt polimer blokkolja. Ennek elkeriilése sokszor nagyon



nehéz feladatot jelenthet, mivel a polimer és a fehérje Ossze-
kapcsolédsa tipikusan oldatban kivitelezett reakcidval torténik.
Lehetd&ségként szdba kerllhet az aktiv centrum elézesetes blokko-
ldsa — mintegy megvédése — Dbizonyos anyagokkal, példéaul
piridoxéal-foszféattal, a gyakorlatban azonban az eredmény
ellentmodésosnak bizonyult. A problémék kiloéndsen élesen jelent-
keznek kis molekulatomegl fehérjék és peptidek esetében, ezeknél
a biclégiailag aktiv anyagokndl ugyanis nagyon kevés olyan kap-
csolédasi pont talalhatéd, amely nem &ll valamilyen mbédon kapcso-
latban a bioldgiai aktivitéassal.

Az interferonok kiuléndésen j6 példaként szolgalhatnak arra,
hogy milyen eredményeket érhetink el a konjugacié technikai meg-
oldéaséanak tokéletesitésével. Az U.S. 4 766 106 és U.S. 4 917 888
szami szabadalmi iratban példaul tobbek kozdétt leirjak metoxi-
-polietilénglikol-N-szukcinimidil-glutarattal vagy metoxi—poli—
etilénglikol-N-szukcinimidil-szukcinattal konjugalt béta-inter-
feronok eld&llitdsat. A konjugécids reakcidk kivitelezésénél a
polimert viszonylag nagy moléaris feleslegben (10-szeres, 20-
szoros és 50-szeres) veszik.

A 0 236 987 szamu eurdpal szabadalmi bejelentésben leirjéak
az alfa- és gamma-interferonok reakcidéjdt nagy molaris felesleg-
ben vett, alkil-imidsav-észter formaban aktivédlt polietilén-
glikollal. A 0 510 356 szami eurdpal szabadalmi bejelentésben
piridil-karbonil- és piridil-tiokarbonil-csoporttal aktivalt po-
lietilén-glikolt alkalmazva alfa-interferon konjugdlésat ismer-
tetik. Egyik esetben sem hasznaltak azonban feliletaktiv anya-

got, mé&s néven szurfakténst, a reakcid kivitelezéséhez, és a



konjugalt terméket nem frakcion&ltdk, hogy ilyen mbédon a legked-
vezdbb tulajdonsagll konjugétumot izolaljak.

A fent ismertetett szabadalmi hivatkozasock ellenére az in-
terferon-polimer konjugatumok nem bizonyultak elfogadhatédnak,
ugyanis az a legfdbb hibajuk, hogy az interferon ilyen médon el-
veszitli az aktivitésat, a megmaraddé aktivités tulségosan ala-
csony. Gazdasé&gossagl szempontbdél szintén hagy maga utédn némi
kivannivaldét az eljéaréds, ugyanis a konjugédcid némelykor nagyon
rossz kitermeléssel megy végbe. A taldlmany célja ezeknek a héat-
ranyoknak a kiklszdbdlése.

A fentiek alapjén a taldlmany térgya tehéat mindenekeldtt el-
Jéaréds nyujtott hatést, alfa-interferont tartalmazd gydgyszerké-
szitmények eld&llitédséra, ami abban 4&ll, hogy az alfa-inter-
feront wvalamilyen szurfaktédns jelenlétében érintkezésbe hozzuk
egy alapvetéen nem antigén tulajdonséagu polimerrel, olyan kérﬁl—
ményeket alkalmazva, amelyek megfeleldek ahhoz, hogy a fehérje
és a polimer &sszekapcsoléasa végbemenjen. Az alfa-interferon le-
het rekombindns technikaval eld&dllitott vagy emldésdkbdl izoléalt
alfa-interferon.

Ami a konjugaétum polimer részét illeti, az eldénydsen egy
poli(alkilén-oxid) (PAO), példidul egy poli(alkilén-oxid)-monome-
til-éter, mondjuk polietilénglikol-monometil-éter (mPEG). A po-
limer lénc nem alkilezett végét valamilyen reaktiv csoporttal,
amely alkalmas arra, hogy az alfa-interferonnal, eldnydsen egy
alkotdelemként jelen levdé lizin eg-amino-csoportjan kotést léte-
sitsen, funkcionaliz&ljuk. A polimer relativ molekulatdmege 200

és 35 000 kozott lehet. Természetesen hasznédlhatunk més alapve-
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téen nem antigén tulajdonsagu polimereket is.

A konjugécidt befolyasold reakcidkdrilmények kozott elsdként
a mélarédnyt kell emliteniink. A polimert az alfa-interferonra vo-
natkoztatva viszonylag kis feleslegben vesszuik, példaul 1 mdél
fehérjére rendszerint 1-8 mél, eldnydsen 1,5-7 mél, illetve ku-
londésen eldnydsen 1,75-5 mél polimert széamitunk.

A reakcidkortlményeket tekintve lényeges tovébba, hogy a
reaktéansokat valamilyen szurfaktédns jelenlétében — ennek a meny-
nyisége'hozzévetéleg 0,1 és 1 tomegszézalék koézott lehet — hoz-
zuk egymassal érintkezésbe. A klUldndsen eldényds i1onos szur-
fakténsok egyike példadul a natrium-dodecil-szulfat — a nemzetko-
zl1 szakirodalomban ismert nevén SDS —, de méas ionos vagy
nemionos szurfakténsok szintén hasznélhatok.

A keletkezett konjugatumban az alfa-interferon-molekuldhoz
mintegy 0-6 polimer lanc kapcsolddhat. A konjugaciods lépégt koS-
vetben frakciondléssal elvalasztjuk a toébbitdél a terméknek azt =a
részét, amely egy interferonmolekulédra szémitva 1-4 polimer lan-
cot tartalmaz, Dbar legeldnydsebb az interferonmolekulanként 2
polimer lé&ncot tartalmazdé frakcidt elkiloéniteni.

A taldlmény targya tovébba eljarias emldsdéknél az alfa-in-
terferonnal eredményesen befolydsolhatd kdros &allapotok kezelé-—
sére, ami abbdél &ll, hogy egy, a fenti médon eldadllitott kon-
jugétum hatékony mennyiségét adjuk be az ilyen terédpiara szoruld
emlds egyednek.

A taldlmdnyunknak k&szdnhetden ma mar rendelkezlnk hosszu
hatasidétartamt, alfa-interferont tartalmazdé konjugétumokkal. A

talédlmény szerinti eljéréssal eldénydsen olyan termékeket kapha-
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tunk, amelyek aktivitédsa koézel 4&llandéd, és egy eldre megadott
tartomanyba esik.

A kovetkezdkben a jobb megértés végett a taldlményt minden
részletre kiterjedden ismertetjuk.

A polimer konjugdtum alfa-interferon (a kdévetkezd8kben rovi-
den oIFN) része kildnféle forréasokbdl szarmazhat, igy példaul
eléallithatjuk rekombindns technikéat alkalmazva, amikor is szin-
tetikus géneket E. coli-ban expresszadlunk [ lést Pestka:
,Interferon a, in Human Cytokines, Blackwell Scientific Pub-
lications 1-16 (1962)] . Szarmazhat azonfelil az oIFN eml&sdkbdl,
igy emberbdl is, vagy kérddzdbsdl, példéaul szarvasmarhébéi. Kilo-
nésen eldénydés az QalFN egyik altipusa, az IFNa.,, amelyet
rekombinadns DNS-technolégidval a Schering Corp. (Kenilworth, NJ)
allit eldé. Az sem jelent kuldndsebb problémét, ha az idegen faj-
t6l szarmazd oIFN nem teljesen autoldg, mivel a polimer léancok
raépitését Jelentdé moédositds megfelelden csokkenti az antigén
tulajdonsaggal kapcsolatos immunvélaszt. A kulcskérdés sokkal
inkabb az, hogy a nem autoldég oIFN megfeleld biolégiai aktivi-
tassal bir-e, azaz az alfa-interferon a kezelendd emlds egyedben
képes-e virusellenes hatéast kifejteni.

Mas anyagok, beleértve az oIFN frakcidékat vagy a prekurzor
polipeptideket, szintén alkalmasak lehetnek arra,‘hogy a talal-
many szerinti konjugdtumok részét képezzék. Itt a leirdsban az
~OIFN-hatas eml&sokben” kifejezést olyan anyagokkal kapcsolatban
hasznaljuk, amelyek in vivo koériulmények koézdtt az alfa-in-
terferonra Jellemzd hatast fejtik ki. Ezeknek az anyagoknak az

eléallitésa a szakteritilet mlveldi &ltal j61 ismert médszerekkel,



példaul szodvettenyésztéssel, &llati eredetd termékek extrakci-
6javal vagy rekombinadns DNS-technoldégidval torténhez. Az ugyne-
vezett transzgén forrédsokbdl szarmazd alfa-interferont vagy ro-
kon szerkezetll termékeket szintén ide kell sorolnunk. Ezek az
anyagok transzgén &llatokbdél, példaul egérbdél, diszndbol, szar-
vasmarhdbél vagy hasonlékbdl széarmazhatnak, és az aIFN tipusu
fehérje a tejben, vérben vagy a szdvetekben lehet jelen. Kénnyen
belathaté, hogy rekombinans technikdval beépitheté a molekulaba
egy glikozilaciés hely, igy a rekombinans polipeptidhez egy
szénhidrét 1is kapcsoldédhat. Mindazonaltal ki kell mondanunk,
hogy a talédlmény szerinti konjugatumokhoz megfeleld alfa-in-
terferon elé&llitdsanak lehetéségel semmiképpen nem korlétozha-
ték az itt ismertetett eljarésokra.

Az alfa-interferon bizonyos eldnydkkel rendelkezik a tobbi
interferon tipussal, példdul a béta- vagy gamma—interféronnal
szemben. A tal&lmény szerinti alkalmazas céljara mindenképpen az
alfa-interferonokat tartjuk eldénydsnek, elsb8sorban biokémiai és
szerolégiai tulajdonsagaik miatt. Részletesebben kifejtve, az
oIFN virusellenes hatésat mér bizonyitottéak, azonfelll & veér-
dramba vald bejutas tekintetében is fellilmiljék a tobbi interfe-
ron tipust. A taldlmény szempontiabél kuldndsen lényegesnek
tartjuk azt a felismerést, hogy ellentétben més interferonokkal,
az alfa-interferon esetében a polipeptid aktiv centruméban harom
lizin talalhaté, és — amint azt megédllapitottuk — meglepd mé-
don, & taldlmany szerinti kapcsolédsi eljaréasokat alkalmazva,
ezek a lizinrészek kielégitden védettnek bizonyultak a polimer

rékapcsolddasaval szemben, vagyils a konugacidé ugy megy veégbe,



hogy a polimer lancok toébbsége az alfa-interferon mas lizinjeire
kapcsolédik — olyanokra, amelyek nem hozhatdk Osszefiggésbe a
biolégiai aktivitéssal — , és nem ezekre, amelyeknek a szubszti-
tuciéja inaktivaldédashoz vezet.

Az OIFN és a megfeleld nem antigén tulajdonsagi polimer,
példaul egy poli(alkilén-oxid), azaz PAO bsszekapcsoléaséat ugy
végezzik, hogy a polimer lénc végén elhelyezkedd hidro-
xicsoportok egyikét valamilyen reaktiv funkcids csoporttd ala-
kitjuk &t, mégpedig olyanna, amely az adott korilmények kozott
lehetévé teszi a konjugaciét. Ezt a miveletet gyakran aktivéalas-
nak nevezik, a termék neve pedig aktivéalt poli(alkilén-oxid).
Természetesen més alapvetden nem antigén tulajdonsagi polimerek
hasonléképpen aktivalhatéok, illetve funkcionalizalhatok.

Az aktivalt polimereket az alfa-interferonnal ugy reagaltat-
juk, hogy a kapcsoldédéas elénydsen a lizin molekularészek e;amino-
csoportjan toérténjen meg, mindazonaltal szabad karboxicsoportok,

megfelelden aktivalt karbonilcsoportok, oxidalt szénhidrat mole-

kularészek és merkaptocsportok — ha ilyenek talalhatdék az
interferonmolekuldban — szintén kapcsoldédasi helyként szolgéal-
hatrak.

A talalmany szerinti eljarés egyik eldényés formajat valdsit-
juk meg, ha az alFN-molekuldban talé&lhaté e-amino-csoportok és az
aktivalt poli(alkil-oxid) koézétt uretén-kotést létesitink. EL1S-
nyésen az uretan-kdtések kialakitasat az U.S. 5 122 614 szamu
szabadalmi iratban megadottak szerint hajtjuk végre. A leirasban
nyilvanossadgra hozott moédszer szerint ugy Jérunk el, hogy a

poli(alkilén-oxid) -ok N-szukcinimid-karbondt szarmazékait &llit-
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juk eld. Az amidképzd linkerekkel vagy hasonld csoportokkal ak-
tivalt polimerek szintén a taldlmény részét képezik, azonban, és
ugyancsak haszndlhatjuk a tébbi funkcidés csoportot 1s, amelyek
alkalmasak arra, hogy &ltaluk a polimert egy €-amino-csoporton
vagy méas csoporton keresztil az alfa-interferonhoz kapcsoljuk.

Az alapvetden nem antigén tulajdonségu polimerek kozul elsé-
sorban a monoaktivalt és a lancvégen alkilezett poli(alkilén-o-
xid) -okat, igy példédul a polietilénglikol-monometil-étereket
(mPEG) tartjuk eldnydsnek, de azok a poli(alkilén-oxid)-ok, ame-
lyek kétszeresen aktivaltak (bisz-aktivalt polil alkilén-oxid),
szintén fontosak lehetnek példaul térhdlésitott alfa-in-
terferonok elB8&llitéséanél, vagy eszkdzként szolgédlhatnak annak a
lehetéségnek a kiaknézésara, hogy ilyen médon valamilyen mas mo-
lekulat 1s hozzakapcsoljunk a polimer-alFN konjugatumhoz. Ez a
hozzakapcsolt rész lehet tobbek kdzdtt egy, a konjugatumot a ki-
vant helyre, példédul a méjba célzottan eljuttatd, ngynevezett
,targeting” elem.

A taldlmény szerinti célnak megfeleld pclimerek relativ mo-
lekulatomege széles hatéarok kozdétt valtozhat, és &altalédban 200
és 35 000 kozotti relativ molekulatdmegld polimerek kozil va-
lasztjuk ki azt, amellyel dolgozni akarunk, de eldénydsnek az
1000 és 15 000 kozotti, kivaltképpen a 2000 és 12 500 kozotti
realtiv molekulatdmegl polimereket tartjuk.

Elényds, ha a kivéalasztott polimer vegyllet szobahdémérsékle-
ten vizoldhatdé. A korlatozads szandéka nélkiil emlithetjuk az
ilyen tulajdonséagut polimerek kozil a poli(alkilén-oxid)

homopolimereket, példdul a polietilén-glikolt (PEG) wvagy a
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polipropilénglikolt, a poli(oxi-etil)-ezett poliolokat, illetve
ezek kopolimerjeit vagy az ilyen alkotbelemekbdl alloé
blokkpolimereket, feltéve, hogy a blokkpolimer vizoldhatéséga
valtozatlanul megmarad. A polietilénglikol-monometil-éteren ki-
viil az 1-4 szénatomos alkil-éterek szintén hasznalhatodk.

A PAO-béazist polimereken kivil, mintegy azok helyettesitésé-
re hasznédlhatunk més, ténylegesen nem antigén tulajdonséigl anya-
gokat, igy példaul dextréant, poli(vinil-pirrolidon)-okat,
poliakrilamidokat, poli(vinil-alkohol)-okat, szénhidrat alapu
polimereket és hasonldékat. Az e terileten &tlagos ismeretekkel
rendelkezd szakember is azonnal léthatja, hogy a felsorolt anya-
gok csupén a szemléltetést szolgédljak, és a taldlmény szerinti
konjugatumhoz barmely, az itt kézdlt tulajdonségokkal bird poli-
mer anyaqg alkalmas lehet. A ,ténylegesen nem antigén tulajdonsa-
gu” kifejezést illetden annyil magyaréazattal tartozunk, hogy ebbe
a kategdriaba soroljuk mindazokat az anyagokat, amelyekrdél tudo-
manyos megalapozottsidggal &llithatjuk, hogy ismereteink szerint
nem toxikusak, és emldsokben nem valtanak ki észlelhetd immunvéa-
laszt.

A taldlmany szerinti eljdrés soran hasznédlatos szurfaktansok
elénydsen ionos tipusuak. Az egyik kildndsen eldénydsnek tartott
ilyen anvag a néatrium-dodecil-szulféat (a nemzetkdzi szakiroda-
lomban rodviden SDS), mindazondltal més ionos szurfakténsokat 1is
hasznadlhatunk, példul litium-dodecil-szulfatot, kvaterner ammo-
nium-vegylileteket, taurokdlsavat, okténsavat, dekdnszulfonsavat
és igy tovébb. Az egyéb anyagok koézil példaul a Tween méarkanéven

ismert poli(oxi-etilén)-szorbitédnok vagy a Triton mérkanevil
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poli(oxi-etilén)-éterek ugyancsak haszndlhatdk, de a szakiroda-
lom [ ldsd példaul: A Guide to the Properties and Use of Deter-
gents in Biology and Biochemistry, (1992), Calbiochem Corp.] a-
lapjan még tovabbi vegylleteket is talédlhatunk. A taldlmédny sze-
rinti eljérdshoz megfeleld szurfaktansok kivéalasztédsanidl csupén
olyan szempontokat kell figyelembe venni, hogy a szurfaktans nem
okozhatja az interferon jelentds denaturadcidjat, tovéabbéd nem gé-
tolhatja teljes mértékben a polimerrel torténd konjugacidt. A
reakcidelegyben jelen levd szurfaktdns mennyisége rendszerint
0,01-0,5 %, eldnydsen 0,05-0,5 %, illetve legeldnydsebb, ha ez
az érték 0,075 ¢és 0,25 % kozott wvan. Megjegyezzlk, hogy
szurfaktansok keverékét is hasznédlhatuk. Bar nem széndékunk el-
méleti fejtegetésekbe bocsatkozni, mindazonaltal wUgy gondoljuk,
hogy a szurfaktansok A&tmeneti, reverzibilis védelmi rendszert
képeznek a konjugacidés lépés soran. Az alfa—interferon. aktiv
centruméban hérom lizin tal&lhatdé, és a polipeptidnek ezek a vi-
szonylag pozitiv tdltésd régidi valamiféle védelem nélkil nagyon
is aktivan vesznek részt a konjugatumképzésben, ha oldatban megy
végbe a folyamat, és ez a bioldégiai aktivitds jelentds csokkené-
sét vagy teljes elvesztését eredményezi. A szurfakténsok meglepd
médon szelektiven gatoljdk, hogy ez a régid a polimerrel torténd
konjugécidban részt vegyen, mikdzben a polipeptid méas részein
taladlhatd lizin-amino-csoportokon végbemegy a kapcsolddéas.

A konjugécids vagy kapcsolasi reakcid — egyes esetekben
pegilacids reakcidnak 1is, a mlveletet pedig pegilezésnek nevez-
zUk a polietilénglikol roéviditéseként haszné&lt PEG betlszdbdl

képezve ezeket a kifejezéseket — kivitelezése rendszerint oldat-

A =
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ban térténik, tekintet nélkul arra, hogy a polimer a fehérje me-
lyik részén valt ki reakcidét. Ez a mobdszer azonban semmiképpen
nem megfeleld az alfa-interferon-konjugdtumok eld&&llitéasara.
Amint azt fentebb mar téargyaltuk, a legfontosabb szempont, hogy
a biolégiai aktivités megmaradjon, és ehhez az kell, hogy a po-
limerrel vald &Esszekapcsolddasbdl teljesen vagy Jjelentds mérték-
ben kimaradjanak azok a lizin-részek, amelyek az aktiv centrum-
ban taldlhatodk.

A taldlmédny szerinti eljaréas azzal, hogy a konjugécids reak-
cié kivitelezése valamilyen szurfaktans jelenlétében, és a poli-
mernek az alfa-interferonra szamitott viszonylag kis feleslegé-
vel tdrténik, megvaldsitja a fenti célkitdzést. A talalmany sze-
rint tehéat az alkalmazott moléaris felesleg 1-8-szoros, elédnydsen
1,5-7-szeres, és legeldnydsebben 1,7-5-sz6rds. Egy mésik megol-
dast vélasztva; eljarhatunk azonban ugy 1is, hogy a konjﬁgéciét
az aktivalt polimer kis moléris feleslegével, szurfaktans nélkul
hajtjuk végre.

A talé&lmédny szerinti eljédras soridn — eldénydsen — az QlIFN-
cldathoz hozzdkeverjik a szurfaktédnst, mielétt beadagolnank az
aktivalt polimert. A konjugacids reakcid kivitelezése szobahd-
mérsékleten, azaz 20 és 25 °C kozétti hémérsékleten torténhet. Az
is eldényds, ha a kapcsolésli reakcidra viszonylag rovid 1idét,
példaul 1-2 6rat hagyunk, majd a reakcidt ledllitjuk.

A taldlmény szerinti eljdréssal eldallitott konjugatumban a
poli(alkilén-oxid)-szubsztiticid foka kilonbdzd, és a reakciod-
elegvben jelen lehet elreagédlatlan poli(alkilén-oxid) (PRO) vagy

oIFN is. A reakcidelegy tipikus esetben egy pufferoldat, amely
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egy vagy tobb foszfat-, klorid- és hidrogén-karbonadt-aniont tar-
talmaz. A poli(alkilén-oxid)-ot (PRO), alfa-interferont (aIFN)
és konjugatumot (PAO-QIFN) tartalmazé elegyet eldnydésen 1-10
mg/ml PAO-aIFN konjugétumot tartalmazo pufferoldatban frakcio-
naljuk. A megfeleldé oldatok pH-ja 7,0 és 9,0 kézott, eldnydsen
7,5 és 8,5 kdzdétt van. Az oldat elénydsen egy vagy tobb
pufferhatéast sét, peldaul kdlium-kloridot, natrium-kloridot,
dikalium-hidrogén-foszfatot, k&dlium-dihidrogén-foszfatot, dinéat-
rium-hidrogén-foszfatot, rnatrium-dihidrogén-foszfatot, nadtrium-
-hidrogén-karbonéatot, nadtrium-boratot, amménium-karbonatot vagy
glicin-ratrium-sét tartalmaz. A natrium-foszfat pufferek eldnyo-
sek.

A reagéltatéshoz hasznalt puffertél fuggéen a PAO-alFN
konjugatum oldatat eldszdr puffercserének és/vagy ultraszlrésnek
vethetjik ald. A PAO-aIFN konjugatumoldat ultraszlrését Qégez—
hetjuk példaul molekulatdmeg-szelektiv (10 000 - 30 000 dalton)
membrénon, igy a legtdébb szurfakténst is eltavolithatjuk a ter-
mék melldol.

A konjugatum frakcionalaséat, ami a kivant terméket eredmé-
nyezi, elénydsen olyan anioncseréld anyagokkal végezzik, amelyek
képesek szelektiven megkétni az 1-4 PAO-lancot hordoz6é PAO-olEN
konjugétumokat; a PAO feleslegét, valamint a véaltozatlan aIFN-tT.
A frakciondlas alapijat az képezi, hogy a xilonbozd szubsztituci-
6s foku oIFN-molekulak izoelektromos pontja bizonyos fokig eldre
meghatarozhaté moédon véaltozik meg. Az oIFN izoelektromos pontjat
példaul a fehérje felililetén elhelyezkedd szabad aminocsoportot

hordozé lizinek szama déntden befolyasolja, marpedig ugyanezek a
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lizin-amino-csoportok szolgdlnak kapcsolddasi pontként a kon-
jugétum képzdédése soran. Kovetkezésképpen, ahogyan a poli(al—
kilén-oxid) -szubsztiticié foka noévekszik, ugy csokken .az izo-
elektromos pont, és a konjugdtum és az anioncseréld gyanta ko-
zott kialakuld kotéserdsség ezzel parhuzamosan gyengil.

Kuldénoésen eldnydsnek bizonyult erdsen polaris anioncseréld
gyantadk haszndlata a talélméany szerinti eljaréashoz, ezért alta-
lédban kvaterner amin tipust anioncseréldéket alkalmazunk. A
kvaterner amin tipust gyantat felvihetjik valamilyen polimer
hordozéra, illetve szilikagélre is, de a polimer hordozé eldnyd-
sebb. Szamos tetrametil-amin vagy més kvaterner metil-amin tipu-
s anioncseréldé gyanta kaphatdé a kereskedelemben, valamilyen
hordozéra felvitt forméban. Ezek koézil a kereskedelmi arukéent
beszerezhetd kvaterner amin tipusu gyantak kozul néhany, a ta-
ldlmédny szerinti eljéréshoz kildéndsen 361 hasznalhatd készit—
ményt itt név szerint is felsorolunk. Ilyenek tehdt a Q-HD, a QA
TRISACRYL®, és a QMA-SPHEROSI1®, amelyek polimer hordozéra fel-
vitt kvaterner amin tipust gyantédk, és az IBF of Garenne
(Franciaorszaqg) gyartja ezeket a Spracor of Marlborough
(Massachusetts) szémara; a TMAE650M7, amely polimer hordozdra
felvitt tetrametil-amino-etil-gyanta, és az EM-Separators of
Gibbstown (New Jerseay) terméke; a QAE550C® és a SUPERQC@, mind-
ketté polimer hordozdéra felvitt kvaterner amin tipusu gyanta, és
a TosoHaas of Montgemeryville (PA) gyértja. A fentieken kivul
361 hasznélhatdé még a QMA Accell, a Millipore o¢f Millford (MA)
terméke, és a JT Baker of Phillipsburg (NJ) &ltal gyartott PEI

gyantak.

5
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Az anioncseréld gyantéaval toltott oszlopot a szokésos mdbddon
egyensulyba hozzuk, olyan pufferoldatot haszndlva, amelynek a
pH-ja és az ozmolalitédsa azonos a konjugédlt oIFN-oldatéval. Ezt
kovetden a konjugédtumot tartalmazd oldatot felvisszik az oszlop-
ra, majd az adszorbedlddott poli(alkilén-oxid)—alfa-interferon
konjugétumot grédienselticidét alkalmazva, novekvé  sékoncent-
racidju pufferoldattal, a kivéant frakcidk forméjédban leoldjuk az
oszloprdl. A frakcidk alapvetden azonos molekulatdmegl és
szubsztitGciés fokl anyagot tartalmaznak.

Az eldnyds poli(alkilén-oxid)—alfa-interferon konjugétum
frakcidk egy olIFN-molekulara szamitva 1-4 poli(alkilén-oxid)-
lancot, még eldnyodsebben 1-3, és legeldnydsebben 2 PAO-lancot
tartalmazd terméket képviselnek. Az eluens pufferoldat eldnydsen
egy vagy tobb sét tartalmaz a koévetkezdk koézul: kalium-klorid,
natrium-klorid, diké&lium-hidrogén-foszfat, kélium—dihiarogén—
foszfat, dinadtrium-hidrogén-foszfat, natrium-dihidrogén-foszfat,
nadtrium-hidrogén-karbonat, natrium-boradt és amménium-karbonat.
Ezek a frakcidk 1lényegében mentesek az Osszes toébbi kon-
jugédtumtdl. Barmely més nem konjugdlt termék ezutédn a szokésos
médon lemoshatd az oszloprdl.

Az elualéast végezhetjlk azonfellll tébb izokratikus lépésben,
szakaszosan novelve a koncentracidét. A tobblépcsds, izokratikus,
de szakaszosan ndvekvé koncentracid mellett végzett ellcid ered-
ményveképpen egymés utan kapjuk a PAO-olFN konjugétumokat. A
poli(alkilén-oxid)-szubsztiticid foka azonban minden egyes frak-
cién belll 1lényegében azonos, és az elUcids 1dd novekedésével

csbkken a konjugétumban taldlhatd poli(alkilén-oxid)-léncok szé-

(AN =
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ma. A PRO-oIFN konjugdtum ioncserés tisztitédsa torténhet még
példaul Q-HD oszlopon (Sepracor) hig nétrium-foszfét-oldattal
(10 mM NaPO,-ion). A mintat eldészdr 10 mM NaPO,-oldattal mossuk,
hogy eltévolitsuk az el nem reagédlt poli(alkilén-oxid)-ot, azu-
tédn lépcsdzetes gradienst képezve, natrium-kloridot hasznéalunk
az eluédléshoz. A 10 mM-nak megfeleld koncentrdcidéju natrium-klo-
riddal kapott <frakcidk olyan konjugdtumokat tartalmaznak, ame-
lyekben tobb, mint 3 polimer léanc jut minden egyes
interferonmolekulédra; 50 mM néatrium-klorid-koncentréaciénal ka-
punk 1-2 polimer léancot tartalmazdé konjugétumot; és 150 mM néat-
rium-klorid-koncentracié szlkséges ahhoz, hogy az elreagdlatlan
inzerferont lehozzuk az oszloprdl.

Az eludléast &ltalaban 4 °C és 25 °C kozott, de eldénydsen a 6
és 22 °C kozotti hémérséklet-tartoményban végezzik. Az eludtumban
a PRAO-aIFN frakcidkat UV-elnyelés alapjan, 254 nm-nél deﬁektél—
Juk. A frakcidkat egyszerlden icdegységenként szedjlik, majd azo-
kat, amelyek a kivant terméket tartalmazzak, oOsszedntjlk.

A taldlmény targya még tovabbé eljarads emldésoknél kiilonbozd
kéros allapotok kezelésére, ami abbdl all, hogy az ilyen keze-
lésre szoruld emldés egyednek az itt leirtaknak megfelelden eld-
allitott aIFN-polimer konjugétum hatékony mennyiségeit adjuk be.
A konjugatumot tobbek koézott alkalmazhatjuk interferon-érzékeny
kérokozdk ellen, valamint interferonra pozitivan reagéaléd, illet-
ve barmilyen kedvezd véltozas reményével biztatd allapotok keze-
lésére, az orvosi gyakorlatban, az interferon-gydgykezelés soréan
szokasos értelmezést tulajdonitva ezeknek a kifjezéseknek. Igy

pé.déaul, a korlatozéds szandéka nélkul azt mondhatjuk, hogy
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interferonkonjugétumokat alkalmazhatjuk olyan esetekben, amikor
az interferonra érzékeny virusok replikdcidéjanak géatléasaban
nyilvénul meg az elényds hatéas, tovébba olyan esetekben, amikor
a kiilénbozd immunreakcidk megvaltoztatasdval érhetiink el kedvezd
eredményt, beleértve példaul az antigének altal kivaltott immun-
vadlasz gatlésat, a tulérzékenységi reakcidk géatlasat, a termé-
szetes killersejtek (NK cell) aktivitésénak regulacidéja altal a
citotoxikus T-sejt-aktivitas fokozédsat, a prosztaglandintermelés
megvéltoztatidsat és a makrofégok fagocitdzisénak fokozését.

Az IFN-polimer konjugatumok alkalmazédsi tertletel kdze tar-
toznak még a tlskéssejtes leukémia, a veneredlis és genitéalis
papilloémék (condyloma acuminatum), az AIDS-szel Osszeflggd
Kaposi-fele szarkéma, a hepatitis és hepatitis-szerd virusos be-
tegségek, kéztlik a hepatitis-B és a kroénikus, nem A- é&s nem B-
vagy C-tipusi hepatitis.

A fenti 4&llapotok kezelése céljaval beadandé oIFN-polimer
konjugdtum mennyiségét az interferonaktivitéds alapjéan allapitjuk
meg. Altaladban olyan mennyiségekkel kell a kezelést végezni,
hogy annak eredményeképpen klinikailag értékelhetd pozitiv val-
tozds kovetkezzék be. Az emlésdknek — beleértve az embert 1s —
beadnaté maximélis doézis az a legnagyobb dézis, amely nem okoz
klinikailag jelentds mellékhatédsokat. A taldlmany esetében akkor
beszéliink klinikailag jelentds mellékhatdasokrdl, amikor a gydégy-
kezelést meg kell szakitani, mivel sulyos influenzaszerl tilne-
tek, kézponti idegrendszeri depresszid vagy komoly gasz-
trointesztindlis rendellenességek lépnek fel, illetve alopecia,

erés bdérviszketés vagy bdérkittés figyelhetd meg. Szamottevd fe-
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hér- és/vagy vordsvérsejtszam és/vagy méjenzimszint eltérések
vagy anémidhoz hasonld &allapotok szintén ddbziskorlatozd tényezdék
lehetnek.

Természetesen a kiUlonbézd alfa-interferont tartalmazd ké-
szitmények ddbzisaili kildnbdznek némileg a kivalasztott alfa-
interferontdél és a polimertdl figgden, mindazonaltal azt mond-
hatjuk, hogy a konjugatumot, az emlds egyed allapotidt figyelembe
véve, naponta 100 000 és néhany millid NE/m° kdzétti mennyiségben
adhatjuk. Ezek a szémok azonban csak téjékoztatasként szolgal-
nak, és a képzett szakember feladata, hogy a klinikai tapaszta-
lataira hagyatkozva, a kezelést kivaltd ok ismeretében meghaté-
rozza az optimélis adagolés koridlményeit.

A taldlmény szerinti alFN-polimer konjugé&tumokat hatdanyag-
ként hasznalhatjuk kilonbozd, emldsdoknek beadhatd gydgyszerké-
szitményekben. A megfeleld gydgyszerforma lehet példaul oldat,
szuszpenzid, tabletta, kapszula vagy ezekhez hasonld. Ezeket a
gybgyszerkészitményeket a szakteriilet mlveldéi eldétt jél ismert
eljaréasokkal &llithatjuk eld8. Megjegyezzik, hogy a taléalmany

zerintli gydgyszerkészitmények esetében féleg a parenteralis al-
kalmazéasi formakat kell eldtérbe &allitani, de adhatdk ezek a ké-
szitmények esetleg orélisan vagy inhalédcidés Uton 1is, a kezelést
végzOd szakember megitéléséetdl fuggden.

A kovetkezdkben példadkat adunk meg a taldlmény tovabbi is-
mertetése végett, de felhivjuk a figyelmet arra, hogy ezek a

példék semmiképpen nem korlatozhatjdk a taldlmény oltalmi korét.
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1. példa

raIFN-PEG;,,, el8allitasa 0,1 % SDS jelenlétében

Ebben a példadban ismertetjlik a Schering Corporation (Ke-
nilworth, New Jersey) rekombindns aIFN-2b (raIFN) termékének
konjugélasat aktivadlt polietilénglikol-N-szukcinimid-karbonattal
(SC-PEG) az U.S. 5 122 614 sz&mi szabadalmi iratban leirtak sze-
rint. A polimer relativ molekulatdmege hozzavetédleg 5000.

36 mg roalFN-t 7,5-6s pH-ju, 0,1 M né&trium-foszfat-oldattal
szemben dializ&lunk egy Centricon-10 (az Amicon Corporation of
Beverly, Mass. terméke) berendezést haszndlva. Az ralFN vegsé
koncentraciéja hozzavetdleg 3 mg/ml. Ezt kovetden 0,1 ml 10 %-os
SDS-t adunk az roalFN-oldathoz, majd az elegyet 10 percig szcba-
hémérsékleten inkubaljuk. Ezutdn 42 mg SC-PEG;y,; reagenst adunk a
fehérjét és a néatrium-dodecil-szulféatot tartalmazé oldathoz, 2
6ra hosszat szobahdémérsékleten keveredni hagyjuk az elegye£, vé-
gl a reakcidét glicinnel le&llitjuk. A reakcidelegyet 8-as pH-
Jjua, 10 mM néatrium-foszfat-oldattal szemben dializdljuk egy
Centricon-30 berendezésben, hogy a pegilezett interferon frakci-

onaljuk.

2. példa

raIFN-PEG;,q00 €l8allitéasa 0,1 % SDS jelenlétében

Ebben a példidban megismételjik az 1. példadban megadott lépé-
seket, azzal a kiUldnbséggel, hogy itt a pclietilénglikol relativ
molekulatdmege hozzavetdleg 12 000. A pontosan megismételt reak-

ciblépések eredményeképpen megkapjuk a PEG..,qq konjugétumot.
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3. példa

A 2PEGs,,o—raIFN frakcionalasa

Ebben a példéaban kozdljlik azt az eljarast, ahogyan az 1.
példédban leirtak szerint eld&dllitott konjugétumokat frakcional-
juk, hogy megkapjuk a kivant 2PEGsqy, frakcidét. A natrium-foszfat-
-pufferben oldott PEG-aIFN konjugatumot felvisszik egy QHD
anioncseréld oszlopra. A 2PEG frakcidt ugy eluédljuk, hogy a 8-as
pH-ju, 10 mM foszfat-pufferben a natrium-klorid koncentracidjat,
gradienst képezve, 0-t6l 400 mM-ig néveljik. A 2PEG frakcid
szerkezetét méret-szelektiv kromatogréfiids eljaréssal (ismertebb
nevén gélszlrés) és SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-

Page) igazoltuk.

4. pelda

A 2PEG;,000-r0IFN frakcionalésa
A 2. példa szerinti polimer konjugdtumokat a 3. példaban
megadott mbédon frakcionaljuk, és azonos méddon elvégezzlk a szer-

kezetvizsgéalatot.

5-8. példak

Ezekben a példékban beszdmolunk arrdél, hogy az eldzb8ekben
leirtak szerint, de szurfaktédns  hozzadadasa nélkil tovabbi
PEG.,;,,~raIFN konjugatumokat &llitottunk eld, és megadllapitottuk
a visszamaradd aktivitést, wvalamint a polietilénglikol-lancok
szamat .

Az eredményeket az 1. tébléazatban ismertetiuk.
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1. tablazat

A példa |[Aktivitas a sejtkérositdé hatés (CPE)|A PEG-léancok
szama |gatlésa alapjén, a kontroll %-é&ban szama
6 26 1,2
7 26 1,3
8 24 1,0
9. példa

Osszehasonlité adatok

Ebben a példédban a 3. példéban leirtak szerint eldallitott
konjugatum (SDS-2PEGgq,—-raIFN), a szurfakténs alkalmazésa nélkul

eldallitott konjugéatum (2PEG:,,-ralFN) és a nem konjugélt-raIFN
6sszehasonlité vizsgalata soran kapott eredményeket ismertetjuk.
A biolégiai aktivitas meghatérozésa a sejtkarositdé hatas gatla-
san alapuld, ugynevezett CPE-assay-vel tortént (CPE = cytopathic
effect). Erre a célra az encephalomyocarditis-virust (EMC) hasz-
naltuk, és a kisérleteket A549 humén tudékarcindma-sejteken vé-
geztik. A keringési félidd&ket 3 patkanytdl vett vérminta atlaga-
bél szamitottuk. Az &allatok elézd8leg 1 millié egység hatdanyagot
kaptak, a mintavételt 7 napon at végeztuk.

Az eredmények a 2. téblazatban lathatodk.
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2. tablazat

A vizsgalt Aktivitas (%) Virusellenes Keringési fél-
anyag hatés ICq idé a-fazis
(pg/ml) (6ra)
SDS-2PEGegqo— LFN 69 2,2 5,8
PEG,, oo~ IFN 30 4,0 6,8
IFN 100 1,5 0,17

A tébléazat adatai viladgosan mutatjdk a taldlmény szerinti
eljaras eldényds voltét. A megtartott aktivitas kétszeres felet-
tinek bizonyult az eddig ismert médon el&allitott konjugatuméhoz

képest.

10. példa

Ebben a példéban ismertetjik a kilénbozd 2PEG—raIFN
konjugatumok egyes farmakokinetikal adatait. A konjugéatumokat a
fentebb megadott eljarasokkal &allitottuk eldé. A mintakra vonat-
kozé adatokat a 3. téblézatban, a vizsgélat kérilményeit pedig a
mellékelt Farmakokinetikai Vizsgalati Jegyzdkoény-ben adjuk meg.

3. tablazat

Minta A PEG relativ Aktivités (CPE-assay)
molekulatomege a kontroll %-aban
A 5000 35
B 5000 69
C 12000 26
D 12000 26

<
i
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A B minta eléallitasa tortént SDS jelenlétében.

Farmakokinetikai Vizsgalati Jegyzdkonyv

Allat: Sprague Dawley (iddpontonként 3 patkény

D6zis: 10 x 10° E IFN/patkany

Alkalmazéas: Szubkutén (s.c.)

Hatdanyag: 2PEG-aIFN, a PEG relativ molekulatomege 5000 és
12000

Idépontok: 0 perc, 5 perc, 15 perc, 30 perc, 1 6ra, 2 ora, 4

bra, 8 bra, 24 ora, 48 déra, 5 nap és 7 nap a ha-
tbanyag beadaséat kovetden.
Mérési médszer: CPE-assay a szérummintakkal, EMC-virust és
A549 humén tuddékarcindma-sejteket hasznédlunk
a méréshez.

A mintdk farmakokinetikal adatait a 4. és 5. tablézat tartalmaz-

za.
4. tablazat
Minta IC;, (pg/ml) %-0s AUC Crex

aktivitéas (NE/m1)

Nativ IFNa 1,52 100 145 720 60 000
(n = 6)

A 4,0 35 348 920 24 433
(n = 3)

B 2,2 0,5 69 351 037 -

(n = 3)

C 58 t+ 2,2 26 1 574 682 62 750
(n = 3)
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5. tablazat

Minta Trax (Ora) T,,, a—fazis T,,, B-fézis
(éra) (6ra)
Nativ IFNa 1 0,17 -
A 4 6,8 48
B 2-3 5,8 -
C 8 12,1 33
AUC (Area Under Curve = a gdrbe alatti terilet, C..,, T,,,00 és T,

4ltaldnosan hasznalt farmakokinetikai paraméterek, Jjelentésik

itt is a szakteriilet miivel&i &ltal jol ismert jelentésnek felel

meg.
A fenti adatokbél az alébbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

A 2PEG-raIFN konjugatumok, akar 5000, akadr 12000 relativ mo-

lekulatémegli polietilénglikollal készultek, hatérozottan eldnyo-

sebbnek bizonyultak emldésdkben a konjugélatlan interferonnal. A

bSér alad fecskendezett (s.c.) készitmény esetében a T,.,, Jjelentd-
sen megndvekszik., ha a fehérjéhez hozzavetdleg 2 poli-
etilénglikolt kapcsolunk. Krénikus &llapotoknal kivanatos a

hosszabb T,.,,, mivel a kezeld8orvos a nyujtott hatasnak koszonhe-
téen a kezelések kdzé nagyobb id&kozsoket iktathat be. Sokkal
meglepdbb azonban az a tény, hogy a 2PEG ,; konjugatumokkal tel-
jesen varatlanul 10-szeresnél nagyobb mértékben novekedett meg a
gérbe alatti terulet (AUC) értéke. Az AUC értékének minden véara-
kozdst felilmild novekedése egydltaldn nem volt arédnyos a hatast

kivalté tényezdédvel, nevezetesen a polimer relativ molekulatome-
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gének a megnovelésével. Nem kétséges, hogy ez a varatlan ered-

mény a terdpidban hasznosithaté eldédnydket jelent.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras alfa-interferont tartalmazd, nyujtott hatast
gybgyszerkészitmények el8&llitéséra, azzal jellemezve, hogy az
alfa-interferont valamilyen szurfakténs jelenlétében éerintkezes-
be hozzuk egy alapvetden nem antigén tulajdonsadgu polimerrel,
olyan koértlményeket alkalmazva, amelyek megfeleldek ahhoz, hogy
az alfa-interferon és a polimer osszekapcsolddésa végbemenjen.

2. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett polimer a reakcibelegyben molarisan feleslegben wvan
jelen az alfa-interferonhoz viszonyitva.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
mondott moléris felesleg hozzavetéleg 1-8-szoros.

4. A 3. igénypont szerinti eljéaréas, azzal jellemezve, hogy a
mondott moléris felesleg hozzavetéleg 1,5-7-szeres.

5. A 4. igénypont szerinti eljéaréas, azzal jellemezve, hogy a
mondott moléaris felesleg hozzavetdleg 1,75-5-s520rds.

6. Az 1. igénypont szerinti eljéréas, azzal jellemezve, hogy
a szbébban forgd polimer egy poli(alkilén-oxid).

7. A 6. igénypont szerinti eljéaras, azzal jellemezve, hogy a
széban forgd poli(alkilén-oxid) egyik lancvégén egy alkilcsoport
talalhato.

8. A 6. igénypont szerinti eljéarés, azzal jellemezve, hogy a
poli(alkilén-oxid) polietilénglikol.

9. A 7. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve, hogy a
széban forgd poli(alkilén-oxid) egy polietilénglikol-monometil-

-éter (mPEG).

10. Az 1. igénypont szerinti eljéaréds, azzal jellemezve, hogy

€2.3e9/BE
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az emlitett, alapvetden nem antigén tulajdonségl polimer relativ

molekulatdmege 200 és 35 000 kozott van.

11. A 10. igénypont szerinti eljéarés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett alapvetdéden nem antigén tulajdonségu polimer relativ
molekulatdmege 1000 és 15 000 kozott van.

12. A 11. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett, alapvetden nem antigén tulajdonsadgi polimer relativ

molekulatdmege 2000 és 12 500 kozdott van.

13. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett polimert a kovetkezdk kozul valasztjuk: dextréan,
poli(vinil-pirrolidon)-ok, péliakrilsavamidok, poli(vinil-al-
kohol)-ok és szénhidrat alapi polimerek.

14, Az 1. igénypont szerinti eljéréds, azzal jellemezve, hogy
az emlitett szurfakténs eqgy ionos szurfaktans.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az emlitett szurfaktans néatrium-dodecil-szulfatbél (SDS) &all.

16. A 14. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett ionos szurfaktanst a kovetkezd8k kozul wvalasztijuk:
litium-dodecil-szulfat, kvaterner amméniumvegyliletek, taurokdl-
sav, oktansav, deké&nszulfonsav és ezek keverékei.

17. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy az emlitett szurfakténst a kovetkezdk kozuil vélasztjuk:
poli(oxi-etilén)-szorbitéanok, poli (oxi-etilén)-éterek és ezek
keverékei.

18. A 14. igénypont szerinti eljéréds, azzal jellemezve, hogy
az emlitett szurfakténs hozzavetdleg 0,01 és 0,5 % kozotti meny-
nyiségben van jelen. n

Qdf A meghatalmazott:
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