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(57) Kivonat

A talalmany olyan folyékony készitményre vonatkozik,
amely interferont és 0,3%-5% (t/tf) mennyiségben egy
aminosav-stabilizaloszert tartalmaz, melyet savas jel-
legii aminosavakbal, argininb&l és glicinbdl allé amino-
savcsoportb6l valasztanak ki, ahol a folyékony készit-
mény nem liofilizalt interferonbdl van eléallitva, és a

A leiras terjedelme 20 oldal (ezen beliil 3 lap abra)

folyékony készitmény utélag sem keriil liofilizélasra.
A taldlmany a fenti készitmények el6allitasara is vo-
natkozik. A folyékony készitményt elnydsen egy
olyan tartaly tartalmazza, melynek legaldbb az egyik
felillete egy, az interferonra nézve inert anyaggal van
bevonva.
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A taldimany a human béta-interferon stabilizalasara
szolgalo eljarasokra és stabil béta-interferon folyékony
készitményformakra vonatkozik.

Az interferonok olyan proteinek, amelyek szdmos
biolégiai hatast fejtenek ki, példaul antiviralis, immun-
modulalé és antiproliferativ hatast. Az interferonok faj-
specifikus, viszonylag kis, egylanct polipeptidek, ame-
lyeket emlGssejtek termelnek kiildnbozé induktiv anya-
gok — mint a virusok, polipeptidek, mitogének és ha-
sonldk — hataséara adott valaszként. Az interferonok az
allati szoveteket és sejteket megvédik viralis tamada-
sok ellen, és fontos szerepet téltenek be a gazda véde-
kezémechanizmusaban. A legtébb esetben az interfe-
ronok jobb védelmet biztositanak azon faj széveteinek
és sejtieinek, amely az interferonokat termeli, mint mas
tipusu szdveteknek és sejteknek, és ez azt jelenti,
hogy a human eredetii interferon sokkal hatasosabb-
nak bizonyul az emberi betegségek kezelésében, mint
a mas fajokbol szarmazé interferonok.

A human interferonoknak tébb megktilénbdztethetd
tipusa van. Ezeket altalaban leukocita (alfa-interferon),
fibroblaszt (béta-interferon) és immun (gamma-interfe-
ron) interferonként osztalyozzak, nagyszama varian-
saikkal egyiitt. Az interferonok altaldnos ismertetése
megtalalhaté kiildnféle kdzleményekben és monogra-
fiakban. Példaul: ,The interferon System” [W. E. Ste-
wart, Springer Verlag, N. Y., 1979] és ,Interferon The-
rapy” [World Health Organization Technical Report Se-
ries 676, World Heaith Organization, Genf, 1982], me-
lyet referencianak tekintiink.

Az interferon alkalmazasanak mddja lényeges té-
nyez6 ezen fontos terdpias szer klinikai fethasznalasa-
nal. Az interferont leggyakrabban szisztémasan adjak
be, intravénas, intramuszkularis vagy szubkutan injek-
ciéban némi eredménnyel olyan rendellenességek ke-
zeléseben, mint a hajas sejtes leukémia, szerzett im-
munhianyos szindréma (AIDS) és az ezzel 6sszefiiggs
Kaposi-szindréma. Ismeretes azonban, hogy a protei-
nek tisztitott formaban kilénésen hajlamosak a degra-
daciora. Ami a béta-interferont illeti, az interferondegra-
dacié primer mechanizmusa(i) oldatban az aggregacio
és a dezamidacié. Az interferon instabilitdsa oldatokban
és mas termékekben korlatozza a felnasznalhatésagat.

A Klinikai hasznélatra elGallitott interferon-gyogy-
szerkészitmények az interferont szokasosan liofilizalt
(azaz fagyasztva szaritott) készitmény formajaban tar-
talmazzak komplex szerves vivéanyagokkal és stabili-
zatorokkal egyiitt, ilyenek példaul a nemionos feliilet-
aktiv anyagok, a killonb6z4 cukrok, szerves polialkoho-
lok és/vagy a human szérumalbumin. llyen liofilizlt ke-
szitményeket ismertetnek példaul az alabbi szabadal-
mi dokumentumokban.

A WO 88/09674 szamu nemzetkézi kbzzétételi irat-
ban gamma-interferon stabilizalt készitményeit ismer-
tetik, amelyek laktobionsavat és egy acetat/glicin puf-
fert tartalmaznak. A laktobionsav hozzaadasa megels-
zi a magasabb rend(i aggregatumok képz6dését a liofi-
lizalt készitmény rekonstitucioja soran.

Az EP 0 163 111 szdmu eurdpai szabadalmi leiras-
ban olyan aminosavakat ismertetnek, mint péidau! az
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arginin és glutamin, melyek képesek novelni a liofilizalt
interferonkészitmények oldhatésagat vizben a rekons-
titucié soran.

Az EP 0284 249 szaml eurdpai kdzrebocsatasi
iratban olyan liofilizalt interferonkészitményeket irnak
le, melyek glicint vagy human szérumalbumint (HSA),
egy puffert (példaul acetat) és egy izotdnias szert (pél-
daul NaCl) tartalmaznak. Ezek mindegyike sziikséges
egy stabil, liofilizalt készitmény Iétrehozasahoz.

A US 4,496,537 szamu egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirasban liofilizalt interferonkészitményeket is-
mertetnek, melyek foszfat-puffert, glicint és human
szérumalbumint tartalmaznak. A kitanitas szerint a gli-
cin és a human szérumalbumin egyiittes alkalmazasa
megnoveli a liofilizalt készitmény rekonstiticiéjat, azaz
Ujra oldatba vitelét.

A liofilizalt készitményeknek az a hatranya, hogy
komplex csomagolast igényelnek, mivel kiilén hozzajuk
kell csomagolni az injekcidhoz valé steril vizet. Ezenki-
vill a liofilizalt készitmények hasznalat eltt szamos
manipulaciét igényeinek, ennélfogva az injekcié elké-
szitése sorén ndvekszik a tliszlrasok eshetésége és a
komponensek elcséppenése. Ezek a manipulaciok kii-
Ibnésen azokndl a betegpopulacioknal problematiku-
sak, amelyeknél gyenge az izomzat és rossz a koordi-
naciés keszseg, ilyenek a szklerdzis multiplexes (multi-
ple sclerosis=MS) betegek. Az MS betegek sajat ma-
guknak is beadhatjak az interferont, ezért egy olyan
adagolasi forma, amelyet sokkal kdnnyebb beadni,
mint a jelenleg forgalmazott liofilizalt termékeket, fon-
tos hozzaadott értéket jelent a megcélzott betegpopu-
laci6 szamara. Az interferon egyszer(i folyékony készit-
ményformai szerfelett kivanatosak azért, hogy elkeriil-
juk a készitmény feloldasat, ami akkor sziikséges, ami-
kor liofilizalt készitmények hasznalatara keriil sor.

Az interferont tartalmazd, nemliofilizalt készitmény-
formak szintén tartalmazhatnak komplex vivéanyago-
kat, példaul human szérumalbumint, polialkoholokat,
cukrokat és anionos feliiletaktiv stabilizaléanyagokat.
Lasd példaul: WO 89/10756 szamu nemzetkozi kdzzé-
tételi irat (Hara et al.; polialkohol és p-hidroxi-benzoat
hasznalatat ismertetik).

A taldimany a fenti problémakat annak a felisme-
résnek a nyoman oldja meg, hogy ugyanis a béta-inter-
feron stabilizalhato, amennyiben olyan pufferolt olda-
tokban készitik el, amelyek pH-ja 4-7,2 kdzé esik, és
az oldatok stabilizalészerként aminosavat tartalmaz-
nak, és néhany esetben sét is (ha az aminosav nem
tartalmaz toltéssel rendelkezd oldallancot). A béta-in-
terferont nem liofilizaljuk, hanem mihelyt az altalanos
gyakorlattal rendelkez6 szakemberek az ismert eljara-
sok alkalmazasaval az alapanyagokbél elsalitjak, koz-
vetlenil a talalmany szerinti készitményformaba
vissziik be.

A talalmany targyat tehat — egyik kiviteli alakban —
egy olyan folyékony készitmény képezi, amely egy in-
terferont és egy stabilizalészert — kériiibelil
0,3-5 t/tf-szazalék kozotti mennyiségben — tartalmaz.
A stabilizaloszer egy aminosav, amelyet savas jelleg(i
aminosavak, arginin és glicin kozul valasztunk ki. A fo-
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lyékony készitményt utdlag nem liofilizaljuk. Ezenkiviil
elényds, ha a folyékony készitmény egy olyan tartaly-
ban van — példaul fecskendben — amelynek a folya-
dékkal érintkezd felillete olyan anyaggal van bevonva,
amely inert az interferonra nézve, mint példaul a szili-
kon vagy a poli(tetrafluor)-etilén. Az eldnyds készitmé-
nyek béta-interferont vagy rekombinans technikaval
eldallitott interferont tartalmaznak olyan pufferben,
amelynek a pH-ja koriilbellil 4,0 és korilbeliil 7,2 kdzott
van. A taldlmany szerinti tovabbi készitményformak
példaul a kdvetkezdk:

(1) 20 mM acetatpuffer (pH 5,0) - a puffert el6zéleg
nem liofilizaljuk — amely béta-interferont plusz egy to-
vabbi alkotérészt tartalmaz, amelyet a kévetkezdk ko-
ziil valasztunk ki: a) 150 mM arginin.HCI; b) 100 mM
natrium-klorid és 70 mM glicin; ¢) 150 mM arginin.HCI
és 15 mg/mi human szérumalbumin; d) 150 mM argi-
nin.HCI és 0,1% Pluronic F-68; ) 140 mM nétrium-klo-
rid; f) 140 mM natrium-klorid és 15 mg/ml human szé-
rumalbumin; és 140 mM natrium-klorid és 0,1% Pluro-
nic F-68.

(2) béta-interferont 170 mM L-glutaminsavat és
150 mM natrium-hidroxidot tartalmazé oldat (pH 5,0),
az oldatot el6zbleg nem liofilizaljuk;

(3) 20 mM foszfatpuffer (pH 7,2) — a puffert el6zéleg
nem liofilizaljuk — amely béta-interferont plusz egy to-
véabbi alkotorészt tartalmaz, amelyet a kdvetkezok k-
z0l valasztunk ki: a) 140 mM arginin-HCl és b) 100 mM
natrium-klorid és 70 mM glicin.

A talalmany egy masik kiviteli alakjat egy folyékony
interferonkészitmény-forma parenteralis bevitelre al-
kalmas készlete képezi. A készlet egy folyékony készit-
ményformat — pH 4-6 kozott - tartalmazé tartalybdl alf,
amelyben az emlitett folyadék a béta-interferon — ame-
lyet elézbleg nem liofilizaltunk — gydgyszerészetileg
hatasos mennyiségét és egy aminosav-stabilizalészer
5 tdmegszazaléknyi mennyiségét vagy ennél kisebb
mennyiségét tartalmazza; tovabba hasznalati utasita-
sokat tartalmaz.

A talaimany egy tovabbi kiviteli alakjaban egy emls-
s6knél parenteralis bevitelre alkalmas gy6gyszerké-
szitményt ismertetiink, amely Iényegében a béta-inter-
feron — amelyet el6zéleg nem liofilizaltunk — hatasos
mennyiségét tartalmazza egy olyan pufferben, amely a
pH-t 4,0-6,0 kdzétti tartomanyban tartja és egy amino-
sav-stabilizdloszert tartalmaz, megfelels ionerésség
mellett. A) készitményt tarolotartaly — példaul fecsken-
d6 - tartalmazza. ElSny6s, ha a tarolétartalyban nincs
oxigentartalmu gaz/folyadék hatéarfeliilet (azaz az inter-
feronoldat nem lehet kitéve oxigént tartalmazé gaz ha-
tasanak a készités és a tarolas alatt). A béta-interferon
lényegében megtartja antivirdlis aktivitasat koriilbelil
2 °C és korlilbellll 25 °C kozotti hémérsékleteken vald
tarolas alatt legalabb 3 hénapig.

Folyékony gydgyszerkészitményekben a béta-in-
terferon stabilizalasara szolgalo talalmany szerinti elja-
ras — amikor is a készitmény lényegében legalabb
3 honapig megtartja fizikai stabilitasat kérilbell
2-25 °C kozétti hdmersékleten vald tarolas alatt — ab-
bdl all, hogy a koévetkezd alkotdrészeket keverjik
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Ossze: a) a béta-interferon hatasos mennyiségét; b)
egy puffert, amely a pH-t 4,0-7,2 k6zébtt tartja megfele-
16 ioneré mellett; és c) egy aminosav-stabilizalészert.
A) készitményben lévé folyadékot elézéleg nem liofili-
zaljuk és nem tessziik ki oxigéntartalmi gaz hatasanak
a készités és tarolas alatt.

A folyékony készitményformaknak szamos elénye
van a liofilizalt készitményformakhoz képest. Az el6-
nydk a kdvetkezok: (i) a folyekony készitményforma-
hoz sziikséges kisebb injekcios térfogat kevesebb ké-
nyelmetienséggel jar, mint egy nagyobb térfogat; (ii) a
komplex vivéanyagok helyettesitése egyszerii amino-
savakkal lehetévé teszi, hogy a késztermék mindségét
szigorubban ellendrizziik; (iii) a csomagolést nagymér-
tekben egyszeriisiti, hogy kikiiszdbélhetd kiilon oldé-
szer (injekcidhoz vald desztillalt viz=water for injec-
tion=WFI), valamint kiilén fecskendé és livegcse hoz-
zacsomagolasa; (iv) az adagolas pontossaga javul,
ugyanis kevesebb folyadék atvitelére van sziikség; és
(v) a termék biztonsagos volta javul, mivel az egyszer(i
beadas csokkenti a tliszirasok eshetbségét és az in-
jekcio elkészitésekor a komponensek elcsdppenését.

A taldlmany targyat képezi tehat, hogy rendelke-
zésre bocsatjuk a béta-interferon bioldgiailag aktiv, sta-
bil, folyékony készitményformajat injekciés alkalmaza-
sokban val6 felhasznalasra.

A talalmany egy mésik targyat egy olyan készit-
ményforma képezi, amely nem igényli a béta-interfe-
ronkészitmény eldzetes liofilizalasat.

A talalmany tovabbi targyat egy olyan eljaras képe-
zi, amellyel meggatoljuk egy béta-interferon folyékony
készitményforma stabilitisanak megsziinését azaltal,
hogy a) elkerilljiik kavitacio (cavitation) és/vagy légtér
(head space) képz6dését a folyékony készitmény els-
aliitasa folyaman vagy b) a folyékony készitményfor-
mat olyan légtérrel taroljuk, amely inert gazbél — ilyen
az argon vagy a nitrogén — all.

A talalmany targyat képezi ezenkiviil egy olyan fo-
lyékony készitményforma, amely folyékony allapotban
hosszu ideig val6 tarolast tesz lehetdvé, és ezzel meg-
kénnyiti az alkalmazas el6tti tarolast és szallitast. A ta-
lalmany masik targyat olyan folyékony készitményfor-
ma képezi, amely — tekintve, hogy kikiiszébéljiik a liofi-
lizalas és a feloldas lépéseit — kdnnyen elkészitheté és
beadhatd.

Vonatkozik a taldimany az egyszerii aminosavak-
nak, mint alternativ stabilizatoroknak a hasznalatara,
az altalanosan alkalmazott szérumalbumin helyett vagy
mellett, ami kdnnyebbé teszi a termék mindségének el-
lenérzését.

A taldlmany vonatkozik még olyan gyégyszerkészit-
meény elbéllitasara, amely nemliofilizalt béta-interferont
tartalmaz, és ezért kisebb koltséggel allithaté els.

A talalmany tovabbi elnyei részben megtalalhatok
az alabbi leirasban, részben a leirasbdl valnak nyilvan-
valokka, vagy a taldlmany szerinti gyakorlatbdl lesznek
megismerhetSk. A mellékelt dbrak — amelyek az ismer-
tetéshez tartoznak és ennek részét képezik — a talal-
many elvét szemléltetik, és a leirassal egyiitt annak
magyarazataul szolgalnak.
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Az aldbbiakban az abrak révid ismertetése kovet-
kezik.

1. ébra: A diagram a bulk-ban elgallitott folyadék-

ban maradt béta-interferonmonomer sza-
zalékat mutatja a folyadékban oldott oxi-
gén szazalékanak fiiggvényében.
A diagram a proteinkoncentraciét abrazol-
ja a kiindulasi anyag koncentraciéjanak
szazalékaban a BG9589-1 folyékony ké-
szitményforma tarolasi idejének fliggvé-
nyében. A 4 °C" (betdltétt négyszogek)
jeli mintakat 2-8 °C kodzott inkubaltuk.
A tobbi mintat 25 °C-on (betditétt kérdk),
33 °C-on (betoitott haromszdgek) és
40 °C-on (betdltétt rombuszok) inkubaltuk.
A diagram a proteinkoncentraciét abrazol-
ja a kiindulasi anyag koncentraciéjanak
szazalékaban a BG9589-3 folyékony ke-
szitményforma tarolasi idejének fiiggve-
nyében. A 4 °C” (betltdtt négyszégek)
jeld mintakat 2-8 °C kozoétt inkubaltuk.
A t0bbi mintat 25 °C-on (betdltott kérok),
33 °C-on (betdltétt haromszégek) és
40 °C-on (betdltdtt rombuszok) taroltuk.

A talalmany a jelenlegi stratégiakkal és konstruk-
ciokkal kapcsolatos problémakat és hatranyokat lekiiz-
di, és az interferon stabilizalasara egy egyszerii elja-
rast és egy javitott tarolasi stabilitassal rendelkezd egy-
szer(i interferonkészitmény-format bocséat rendelke-
zésre. A taldlmany részben azon felismeréseinken ala-
pul, miszerint

a) a béta-interferon kiildnésen instabil, és aggrega-
I6dik amikor oxigénnel érintkezik, akar, amikor aktivan
atbuborékol a folyadékon, akar, amikor statikusan
érintkezik vele, példaul egy légtérben (head space);

b) a folyékony béta-interferonkészitmények, ame-
lyekben nincs vivéanyag ~ példaul human szérumalbu-
min — kiildndsen hajlamosak Uvegfelillethez adszor-
bealodni (akar kémiai reakcio, akar fizikai kotGdés ré-
vén); és

c) a béta-interferon alacsony ioner mellett aggre-
galodik, folyékony allapotban pedig ionos kdzegre van
szilksége a stabilitashoz.

A talaimany ezért human béta-interferon stabilizala-
sara szolgal¢ olyan eljarasokra vonatkozik, amelyek el-
keriilik ezeket a kelepcéket, és stabilizalt béta-interfe-
ronbdl elallitott folyékony készitményformakra.

2. abra:

3. ébra:

A) Definiciok

A ,puffer” kifejezés gyenge sav és egy s6 oldataira
vonatkozik, amelyek a sav anionjat tartalmazzak vagy
egy gyenge bazis és séjanak oldataira. Pontosabban,
az ,acetat” kifejezés — amikor ebben a leirasban hasz-
ndljuk (lasd még az 1. tablazatot) — egy olyan puffer-
rendszerre vonatkozik, amely elénydsen natrium-ace-
tatot és ecetsavat tartalmaz és a ,foszfat” kifejezés egy
olyan pufferrendszerre vonatkozik, amely elénydsen
dinatrium-hidrogén-foszfatot (7 H,0), illetve natrium-di-
hidrogén-foszfatot (1 H,0) tartalmaz. Ezenkiviil a 2.
tablazatban szereplS azon oldatokat, amelyek egy sa-
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vas jellegli aminosavat tartalmaznak natrium-hidroxid-
dal kombindlva, noha olyan értelemben nem tekintjiik
puffereknek, mint ahogy ez a kifejezés a szakteriileten
ismert, mégis ehhez a definiciéhoz soroljuk.

A ,vivbanyag" kifejezés minden olyan vegyiiletre
vonatkozik, amelyeket a feldolgozas és/vagy tarolas
alatt hozzaadunk egy folyékony készitményhez abbél a
celbdl, hogy megvaitoztassuk a bulk tulajdonsagait, no-
veljlik stabilitasat és/vagy beéllitsuk ozmolalitasat.

A ,stabilizalészer” kifejezés egy olyan vivéanyagra
vonatkozik, amely javitja vagy mas médon fokozza a
stabilitast.

A ,stabilitas” kifejezésnek sziikségbdi formai defini-
ciéja van, és az interferonaktivitas — példaul anti-viralis
aktivitas — és/vagy interferonstruktira viszonylagos
id6beli llandosagat jelenti.

A kavitaciés” (,cavitated”) kifejezés barmilyen
olyan folyékony interferonkészitmény-formara vonatko-
zik, amely nyomasvaltozasok vagy fizikai razas miatt
oxigént tartalmazé buborékokkal (példaul levegével)
érintkezett, legalabbis a termelés és tarolas folyaman.
A ,kavitacio” (,cavitation”) kifejezés arra vonatkozik,
hogy oxigéntartalmu géaz/folyadék hatarfeliilet képz6-
détt a folyékony interferonkészitmény-forma elGallita-
sa, tarolasa és felhasznalasa néhany pontjan. A ,kavi-
tacios” kifejezés azt is jelenti, hogy a folyékony interfe-
ronkészitmény-formakban az oldottoxigén-szintek tul-
Iépik a koriilbeliil 10%-os légkori egyensulyi értékeket
olyan h&mérsékleteken, amelyek altalaban eléfordul-
nak legalabbis az elGallitas és tarolas folyaman.

A ,parenteralis” kifejezés ebben a leirasban maga-
ban foglalja a szubkutan, intravénds, intramuszkularis,
iontraszternalis, intraperitonedlis, oftalmikus, intraspi-
nalis injekcids vagy inflzids technikakat.

A ,gyogyszerészetileg elfogadhats s6” kifejezés
minden olyan szerves vagy szervetlen hozzaadott séra
vonatkozik, amelyek viszonylag nem toxikusak, és be-
tegre nézve artalmatlanok olyan koncentraciokban,
amelyek dsszhangban vannak az effektiv aktivitassal
gy, hogy a sénak tulajdonithaté mellékhatasok ne ve-
szélyeztessék az interferon jétékony hatasat.

Egy vegyiilet ,hatdsos mennyisége” az a mennyi-
seg, amely eredményre vezet, vagy amely a kezelendd
specialis allapotra befolyast gyakorol. Egy ,hatasos
mennyiség” azt is jelenti, hogy az antiviralis aktivitasra
vegzett CPE-tesztben pozitiv eredményt ad (azaz anti-
virélis hatast fejt ki).

Az interferon ,gy6gyszerészetileg hatasos mennyi-
sége” ebben a leirdsban egy olyan szernek a koncent-
racidjat jelenti (szazalékban), amely az orvos- és
gyogyszerésztudomany ismerete szerint specidlis alla-
potok kezelésében biztonsagos és hatasos.

A ,vérrel izoténias” (valtakozva az ,izotonicitas” ki-
fejezést is hasznaljak) kifejezés olyan folyékony inter-
feronkészitményre vonatkozik, amelyben a komponen-
sek koncentracidja elégséges ahhoz, hogy ozmotikus
tulajdonséaga lényegében azonos legyen a vérével,
azaz a készitményformaval érintkez6 sejtek megtartjak
alakjukat, és ozmézisnyomas kdvetkeztében lényegé-
ben nem szenvednek el netto viztranszportot.
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A ,poliionos szerkezet(i” (valtakozva a ,polielektrolit
tulajdonsagl” kifejezés is haszndlatos) kifejezés egy
olyan nagy molekulatdémegii anyagra vonatkozik,
amely, amennyiben a talalmany szerinti készitményfor-
makban hasznaljuk, elektrolitként viselkedik, és maxi-
malizdlja az ioner6t egy adott ozmolalitashoz. Ez a
meghatarozas azon alapul, hogy felismertiik, miszerint
a béta-interferont a magas ionerésség stabilizalja, am-
bér az dsszionerdt behatarolja, hogy az oldatnak izot6-
niasnak kell lennie a vérrel (lasd a 7. példat). Az ionerd
adott ozmolalitas melletti maximalizalasanak el6ny6s
mddja egy olyan vivbanyag haszndlata, amely poli-
ionos szerkezettl.

Egy anyag, amely ,inert az interferonra nézve” egy
olyan anyagot jelent, amely legalabb olyan tulajdonsa-
gu, hogy fizikailag és/vagy kémiailag nem reagal az in-
terferonnal.

B) Interferonok eléallitasa

A talalmany minden interferontipusra altalaban al-
kalmazhato, beleértve a természetes interferont, a re-
kombinans DNS-technikaval eléallitott interferont és a
kémiai szintézissel vagy médositassal elallitott inter-
feront. A taldlmany fibroblasztokbdl, leukocitakbdl és
limfocitakbdl szarmazd, vagy emberi vagy barmilyen
mas megfeleld fajbdl szarmazé interferontartalmud vagy
interferontermelé szoveteredet(i nyers, részlegesen
tisztitott és tisztitott interferonra alkalmazhatd. A talal-
many a legelénydsebben human fibroblasztinterferonra
(béta-interferonra) alkalmazhato.

A legel6nydsebb béta-interferon a rekombinans for-
ma. A proteinek — beleértve a kiilénbdz6 interferonokat
— termelésére hasznalt rekombinans DNS-technikak is-
mertek, és semmilyen médon nem korlatozzak a talal-
manyt. Lasd példaul a 4,399,216, 5,149,636,
5,179,017 (Axel et al.), és 4,470,461 (Kaufman) szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasokat.
A béta-interferon rekombinans technikaval valo terme-
lése vonatkozasaban lasd példaul: 042313 szamu
eurépai szabadalmi leiras (Fiers; béta-interferonex-
presszid); 4,966,843 szamG amerikai egyesilt allamok-
beli szabadalmi leiras (McCormick et al.; interferon
expresszibja CHO-sejtekben); 5,326,859 szadmu ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras (Sugano et
al.; béta-interferonkédold DNS). A béta-interferon akar
rekombinans technikaval, akar kémiailag modosithato
és akar szérumtartaimu, akar szérummentes taptalaj-
ban termelhetd. A béta-interferonformak variansokat is
magukban foglalnak, ilyenek a ciszteinre kimeritett mu-
tansok [4,588,585 és 4,737,642 (Mark et al.) szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasok] és
a metioninra kimeritett mutansok (EP 260 350 szamu
eurdpai szabadalmi leirds; Wang et al.). A protein el-
s6dleges aminosavszekvenciaja megndvelheté cukor-
részekkel (glikozildlas) végzett médositassal vagy mas
kiegészité molekulékkal. Egyéb médosulasok mehet-
nek végbe a gazdasejt poszttranszlacios feldolgozo-
rendszerei révén. A lancban 1évé individualis amino-
savmaradékok tovabb moédosithatdk oxidacidval, re-
dukciéval vagy masféle modositassal, és a protein el-
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hasithato aktiv fragmentumok el6allitAsa céljabol. Egy
specidlis rekombinans béta-interferon valédi kémiai
szerkezete ennélfogva szamos faktortdl fiigg, és ez
nem Korlatozza a taldlmany oltaimi korét. Az itt leirt ké-
szitményekben felhasznélt minden ilyen béta-interfe-
ronprotein megtartja bioaktivitasat, amennyiben ezeket
alkalmas kornyezeti feltételek kézé helyezziik.

A rekombinans béta-interferontermelés egyik maod-
szere szerint gy jarunk el, hogy human béta-interfe-
rongénnel transzfektalt kinaihércsdgpetefészek-
(CHO=Chinese hamster ovary) sejteket tenyésztiink.
A CHO-sejtek, amelyek fetalis borjiszérumot tartaima-
26 szuszpenzids allétenyészetben ndvekednek, re-
kombinans béta-interferont szekretalnak. A sejtek ko-
rilbeliil 35 °C hémérsékletli CO,-inkubatorban (5%
CO,) elhelyezett hengeres palackokban is tenyészthe-
ték. Tobb hengeres palack tartalmat egyesithetjik, és
ezzel nagyméretii fermentorokat olthatunk be,
amennyiben megkivant a léptéknévelés. Egy adott fer-
mentorban a tenyésztést koriilbelil 6 napig folytatjuk,
és ekkorra az aktiv béta-interferontermék felszaporodik
a taptalajban. A tenyészetet ezutan learathatjuk, majd
a sejteket eltavolitjuk a terméket tartalmazo taptalajbdl,
példaul tangencialis folyadéksziréssel.

C) Interferonok tisztitasa

Az interferontisztitasi sémak jél kidolgozottak és
rendelkezésre alinak a szakterileten atlagos gyakorlat-
tal rendelkez6k szamara. Ezek az eljarasok magukban
foglalnak egy- vagy tobblépéses eljarasokat, beleértve
a kiilonbdz6é kromatografids elvalasztasi lépéseket.
Léasd példaul az 5,015,730 szamu (Friesen et al.; affini-
taskromatografia és HPLC); a 4,541,952 szdmu (Hosoi
et al.; kelatképzéses kromatografia) amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirasokat.

Az egyik médszer példaul kihasznélja a béta-inter-
feronmolekula rendkiviil hidroféb és viszonylag bazikus
tulajdonsagat, valamint erds affinitdsat a fémionok
megkétéséhez. [Lasd példaul: Knight, Fahey: ,Human
Fibroblast Interferon, an Improved Purification”, J. Biol.
Chem., 256, 3609-3611 (1981) és Edy et al.: ,Purifica-
tion of Human Fibroblast Interferon by Zinc Chelate
Chromatography”, J. Biol. Chem., 232, 5934-5935
(1981); mindkét kdzleményt referencianak tekintjiik].

Roviden Osszefoglalva: az izolalasi és tisztitasi lé-
pések folyaman a béta-interferont egy sor Sepharose
oszlophoz (Pharmacia Biotech) kdétjiik, majd sokkal és
polialkohollal oldjuk ki. Mihelyt a végsé Sepharose
eluatumot felhigitottuk és alacsony pH-ra allitottuk, az
oldatban Iév6 béta-interferon SP Sepharose-hoz (Phar-
macia Biotech) kétédik. Az oszloptéltetben maradt pro-
teinek sokkal bazikusabbak, mint a monomer béta-in-
terferon, tehat sokkal szorosabban kétGdnek az osz-
lophoz, mint az interferon. A béta-interferont ez az osz-
lop elvalasztja a DNS-t6l és a virusoktél. Az oszlopot
ezutan egy sorozat natrium-klorid-tartalma pufferrel
mossuk.

Az interferonterméket most egy olyan kelatképz6
Sepharose oszlophoz (Pharmacia Biotech) kotjik,
amelyre el6zéleg cinket vittink fel (I4sd fentebb: Edy et
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al.). Ezt az oszlopot oxigénmentes atmoszféraban m-
kodtetjik, hogy a molekulaban lévé szabad szulthidril-
csoportot megvédje. Ugyanigy végezziik a tovabbi lé-
péseket is. A tisztitott interferont megsavanyitjuk és
alacsony pH-n tartjuk a visszamaradt virusok inaktiva-
lasa végett. Semlegesités utan az interferont atsziirés-
sel (cross flow filtration) koncentraljuk és a puffert sem-
leges pufferoldatra cseréljiik. A puffercsere csokkenti a
cink és a szerves vegyiiletek koncentraciéjat. Ezutan a
bulk interferon 70 °C-on tarolhatd a formulalasi l1épé-
sekig.

D) Interferonok formulalésa

A példakent fent leirt tisztitasi eljarasban, és az
els§ puffercsere utan, egy méasodik puffercserét indi-
tunk el, kivételt képez, ha a semleges pufferoldatot egy
olyan pH 4 és 7,2 kézétti pufferrel helyettesitettiik,
amely stabilizalészert tartalmaz. Részletesebb leirasat
lasd alabb. A kapott interferontartalmi készitményt
#gyartaskézi termék’-nek (,process intermediate”) ne-
vezziik és lefagyasztva taroljuk. Lasd a 7. példat.

Amennyiben fagyasztott allapotban taroljuk az iner-
feront (inert gaz — ilyen az argon vagy a nitrogén — at-
moszféra alatt), felolvaszthatjuk, majd atnyomhatjuk
0,22 mikronos sz{irén egy kitaralt edénybe, elénydsen
rozsdamentes acéledénybe, amelyben a gyartaskozi
termékhez egy el6z6leg sziiréssel sterilizalt olddszer-
bl annyit adunk, ameddig a kivant végterméksilyt el
nem érjiik. Az oldészer azonos azzal a pufferrel, ame-
lyet a masodik puffercseréhez hasznéltunk, a folyé-
kony végterméket ezutan sziiréssel sterilizaljuk —
aszeptikus korilmények melletti eljarasokkal, példaul
sorba kotott két 0,22 mikronos sziir6 hasznalataval —
és egy zart edénybe toltjiik le, elénydsen olyan rozsda-
mentes edénybe, amely az inert gaz szamara egy be-
meneti nyilassal, egy gaztalanit6 szelep/sziiré kombi-
naciéval és egy befolyd/kifolyd bemeriilécsével van el-
latva. A végterméket benyomatjuk a bemeriilécsévon
keresztill a zart edénybe. Inert gaz, példaul nitrogén
hasznalataval, nyomassal szallitiuk a végterméket egy
olyan készillékhez — a szivattylfejhez — amely alkal-
mas steril fecskenddk aszeptikus toltésére.

Steril fecskenddk aszeptikus téltéséhez tobb maod-
szer all rendelkezésre, és a hasznalt specialis mod-
szerrel nem szandékozzuk korlatozni a talélmany oltal-
mi korét. Az egyik modszer szerint példaul egy HYPAK
autoklavozhaté fecskend6tolts késziiléket (Becton Dic-
kinson Pharmaceutical Systems, Franklin Lakes, NJ)
hasznélunk. A fecskenddket hegyiikre helyezett sapka-
val autoklavozzuk. Az ilyen tipusu késziilék altalaban
magaban foglal egy vakuumkamrat, amely az interfe-
ronkészitménnyel megtoltendé fecskenddket tartal-
mazza. A kamrat aszeptikus kérmyezetben helyezziik
el. Minden fecskendd nyitott végével fiigg6legesen he-
lyezkedik el a kamraban, és egy dugattydszarral van-
nak parositva, amely a fecskenddhenger nyitott végé-
be illik. A szar igy van szerkesztve, hogy zaréelemet
vigyen be a hengerbe, hogy a folyadékot beliil tartsa.
A behelyezés utan egy kis légtér (head space) marad a
fecskendGben. A kamrat evakualjuk és inert, oxigén-
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mentes gazzal (példaul: argon, nitrogén) tébbszor
visszadblitjiik, és ha a végss vakuumot elérjiik, a sza-
rakat egy révid tavolsagra mechanikusan betoljuk a
nyitott fecskend6hengerbe, és a zar6elemek automati-
kusan bejutnak a megfelel6 fecskenddkbe. A kamrat
ezutan sziirt levegdvel szelléztetjilk at, hogy a kamran
beliili nyomas UGjra elérie az atmoszferikus szinteket.
A vakuum nagyséaga hatarozza meg az inert gazt tartal-
mazé légtér méretét.

Az altalanosan hasznalt specialis rendszerben a
fecskendék fiiggéleges helyzetiiek és egy forgétanyé-
ron lévé fog tartja Gket ebben a helyzetben. A fecsken-
dok elGszér egy tii ala keriiinek, amely behatol a fecs-
kenddbe. A til inert gazzal (példaul: argon, nitrogén)
tolti meg a fecskendd belsejét. A tii ezutan visszahGzo-
dik a fecskenddbdl. A fecskendd ezutan egy masodik
ti ala helyez&dik, amely behatol a fecskendébe. Ez a
tii egy olyan szivattyuhoz kapcsolodik, amely a termé-
ket a fecskenddbe tolti. A masodik ti ezutan visszahu-
z0dik a fecskend6bdl. A fecskendd ezutan egy harma-
dik tli ala keril, amely behatol a fecskendébe. A du-
gattyit (el6zGleg autoklavozva) ezutan inert, oxigén-
mentes gazzal (példaul nitrogénnel vagy argonnal)
nyomjuk be a fecskendébe, majd a ti visszahtzodik a
fecskendébdl. A dugattyi Ggy helyezkedik el, hogy
inertgaz-tér maradjon a folyadék teteje és a dugattyu
alja kozétt.

1. Viv6anyag

Elényds, ha a vivéanyag egy poliionos anyag,
amely maximalizalja az ioner6t egy adott ozmolalitas
mellett, példaul ilyen egy polielektrolit, amely heparint
vagy mas polimerféleséget is tartalmazhat. Amint ezt a
4. péidaban megtargyaljuk, a béta-interferont a magas
ioner stabilizalja, de az Gsszionerének hatart szab,
hogy az oldatnak a vérrel izoténiadsnak kell lennie.
Ezért egy adott ozmolalitasnal az ioneré maximalizala-
sanak elbnybs utja egy poliionos anyag hasznéalata.
A taldlmany szerinti béta-interferonoldatok a vérrel izo-
toniasak (koriilbelil 290 miliozmol/kg).

A taldlmany szamara legel6nydsebb stabilizalé-
szer egy olyan aminosav, amely barmelyik savas jelle-
gl aminosav (példaul glutaminsav, aszparaginsav) le-
het, vagy egy olyan aminosav, amelyet az arginin és
glicin koziil valasztunk ki. A legelényésebb amino-
sav-stabilizaloszer az arginin, amelynek savas jellegi
formajat (arginin.HCI) hasznaljuk pH 5,0 oldatokban.
Elényds a savas jellegli L-glutaminsav is. Anélkiil,
hogy barmelyik elmélethez kivannank csatlakozni,
tény, hogy a poliionos vivéanyagokat részesitik elény-
ben, és ennek val6sziniileg az az oka, hogy az arginin
és a lizin (harom toltéssel rendelkezé csoportot tartal-
maznak) jobban stabilizalja az interferont, mint a glicin
(két toltdtt csoporttal rendelkezik, masfel3l azonban
jobban stabilizal, mint barmelyik vizsgalt, toltés nélkili
anyag).

Amennyiben a vivéanyag arginin.HCI, koncentra-
cidja 0,5-5% (témeg/térf.) kozott lehet és a legeldnyo-
sebb koncentrécié a 3,13% (150 mM arginin.HCI-nak
felel meg). Amennyiben a vivéanyag glicin, koncentra-
cioja 0,5-2% (tomeg/térf.) kozott lehet, a legelonys-
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sebb koncentracitja pedig 0,52% (azaz 66,7 mM és
266,4 mM kdzott és legel6nyosebben 70 mM). Ha a vi-
véanyag glutaminsav, koncentraciojat 100 mM és
200 mM kozé allitiuk be. A legelnydsebb koncentra-
cioja 170 mM (azaz 1,47%-t0l 2,94%-ig (tdmeg/térf.)
terjedhet és a legelGnydsebb koncentracio a 2,5%.

Folyékony béta-interferonkészitmény-formak stabi-
lizalészereiként kiilonb6z6 vivéanyagokat analizaltunk
a kovetkezd pufferrendszert alkalmazva: 50 mM nat-
rium-acetat és jégecet 100 mM nétrium-kioriddal kom-
binalva (pH 5,0). A folyékony interferonmintakat vagy
hével terheltiik 37 °C-on 1-3 héten &t, vagy 1-3 napig
rotatorra helyezve, mechanikai terhelésnek tettilk ki.
A kezelt mintakat a béta-interferon stabilitAsara nézve
teszteltilk, mégpedig az 1. példaban leirt médszerek-
kel. Mint a 7. példaban részletesebben leirjuk, azok a
készitmények mutattak a legjobb stabilitast, amelyeket
pH 5,0 mellett aminosav vivanyagot (adott esetben
néatrium-klorid-tartalommal) tartaimazé natrium-acetat-
tal pufferoltunk.

2. Az interferon

Elényds interferon a fibroblaszt béta-interferon, a
legelénybsebb az emldssejtek altal termelt rekombi-
nans human interferon. A rekombinans human béta-in-
terferon egy szabad szulfhidrilcsoportot és legalabb
egy diszulfidkotést tartalmazhat. Egy kiionésen ked-
velt molekula egy szabad szulfhidrilcsoportot tartalmaz
a 17. poziciéban és molekulanként egy diszulfidkdtést
a 31. és 141. pozicio kdzott. Ismeretes, hogy a termé-
szetes human IFNp esetében N-glikozilacio fordul eld
az Asn-80-nal. A talalmany szerinti folyékony készit-
ményformak koncentraciotartomanya kériilbeliil
30 pg/mi-tél kordilbeliil 250 pug/ml-ig terjed. Az elnyds
koncentracidtartomany 48-78 pg/ml kézé esik, és a
legel6nydsebb koncentracié koériilbelil 60 pg/ml.
A nemzetkézi Standardértékekkel kapcsolatos kikdtés
szerint a Biogen bels6 standardot a Vilagegészségugyi
Szervezet nemzetkdzi interferonstandardjahoz (WHO
International Standard for Interferon; természetes
Gb-23-902-531) standardizaltuk Ggy, hogy a koncent-
racidtartomany 1U-ban (nemzetkdzi egység) kifejezve
(0,5 ml injekcio-térfogatra) kérilbellil 6 MIU-tSl
50 MIU-ig terjed és a legelénydsebb koncentracio a
12 MIU.

3. Puffer

A taldimany szerint hasznalandé szerves sav és
foszfatpufferek — amelyek a pH-t koriilbeliil 4,0-7,2 tar-
tomanyban, elénydsen kérlilbeliil 4,5-5,5 tartomany-
ban, a legelénydsebben pedig pH 5,0-en tartjadk — ha-
gyomanyos, szerves savakbol és ezek soibol készitett
pufferek lehetnek. llyenek a citratpufferek (példaul: mo-
nonatrium-citrat — dinatrium-citrat keverék; citromsav —
trinatrium-citrat keverék; stb.), szukcinatpufferek (pél-
daul: borostyankdsav — mononatrium-szukcinat keve-
rék; borostyankdsav — natrium-hidroxid keverék; boros-
tyankésav — dinatrium-szukcinat keverék stb.), tartarat-
pufferek (példaul: bérkésav — natrium-tartarat keverék;
borksav — kalium-tartarat keverék; borkésav — nat-
rium-hidroxid keverék; stb.), fumaratpufferek (példaul:
fumarsav — mononatrium-fumarat keverék; fumarsav —
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dinatrium-fumarat keverék; mononatrium-fumarat — di-
natrium-fumarat keverék; stb.), gliikonatpufferek (péi-
daul: glikonsav — natrium-glitkonat keverék; gliikkonsav
- natrium-hidroxid keverék; gliikonsav ~ kalium-gliko-
nat keverék; stb.), oxalatpufferek (példaul: oxalsav —
natrium-oxalat keverék; oxalsav — natrium-hidroxid ke-
verék; oxalsav — kalium-oxalat keverék; stb.), laktatpuf-
ferek (példaul: tejsav — natrium-laktat keverék; tejsav —
natrium-hidroxid keverék; tejsav — kalium-laktat keveré-
k; stb.), foszfatpufferek (példaul: egybazisi nat-
rium-foszfat/kétbazisu natrium-foszfat) és acetatpuffe-
rek (példaul: ecetsav — natrium-acetat keverék; ecet-
sav - natrium-hidroxid keverék; stb.).

Az alabbi példakban kiilonb6z6 pufferkoncentracio-
kat hasznalunk és kilonboz6 pH-értékii natrium-fosz-
fat-, natrium-citrat-, natrium-szukcinat-, natrium-karbo-
nat- és natrium-acetat-puffereket alkalmazunk a leg-
megfelelébb puffer meghatarozasa érdekében. A bé-
ta-interferonmintakat vagy 37 °C-ra helyezziik 6 naptol
2 hétig, vagy rotétorra helyezziik 7-9 éréra, hogy siet-
tessiik a degradéciés folyamatokat. Ezutdn meghata-
rozzuk a mintak kémiai tulajdonsagait. A mintak vizsga-
latat optikai siirliségmeghatarozassal, peptidtérképe-
zéssel, méretkizarasos HPLC-vel, redukalo és nemre-
dukélé SDS-PAGE/Western-blot analizissel és izo-
elektromos fokuszalads/Western-blot analizissel (IEF)
végezzik. A vizsgalatok leirasat alabb, az 1. példa tar-
talmazza. Minden kisérleti béta-interferonmintat a kiin-
dulasi béta-interferonanyaggal vagy a 2—-8 °C kézé he-
lyezett béta-interferonmintakkal hasonlitottuk 6ssze.
Adataink azt mutattak, hogy a pH a legfontosabb fak-
tor, amely meghatarozza béta-interferonmintdink stabi-
litasat és hogy a mintak pH 4,0-5,0 kdzott stabilabbak,
mint pH 7,0-en, vagy ennél magasabb pH-n. Mind-
azonaltal szamos béta-interferonkészitmény-format
tudtunk kidolgozni fiziolégias pH (pH 7,2) mellett is.
Lasd a 6. példat.

4. Kavitacié

Magas pH-n (pH >8,0) a béta-interferonban a leg-
tobb szabad szulthidrilcsoport oxidalédik. Ezen a pH-n
a diszulfidkotések atrendezddnek. Bulk kodzti termé-
keinkben a béta-interferon némi aggregalodasat mutat-
tuk ki méretkizarasos kromatografiaval, nemredukalo
SDS-PAGE modszerrel és lézerfénysz6rasos mod-
szerrel. Ezutan észrevettiik, hogy az aggregalt béta-in-
terferon képzddése valdsziniileg az oldottoxigén-szint-
jetél fugg. Kidolgoztuk az eljards azon kritériumait,
amelyek biztositjak, hogy a folyékony interferonkészit-
meny-formékban ne forduljon el8 kavitacio, éspedig: a)
ha lehetséges, ne legyen jelen oxigéntartalma gaz/fo-
lyadék hatarfeliilet az elballitas és tarolas folyaman;
és/vagy b) ne képzédjenek buborékok az eldallitas és
tarolas alatt; és/vagy c) a készitményformakban az ol-
dottoxigén-szinteket az atmoszferikus egyensulyi hely-
zet 10%-a alatt kell tartani az el6allitas és tarolas hé-
mérséklete mellett. Lasd a 3. példat.

5. Az interferon adszorpcidja feliiletekhez

Azt is megallapitottuk, hogy az interferon bizonyos
fellletekhez adszorbealodik, és amennyiben (veg-
edényben tartjuk, az edénynek legalabb azt a fellletét,
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amely az interferonnal érintkezik, be kell vonni vagy va- BG9589-3
lahogyan be kell fedni egy olyan anyaggal, amely meg- Alkotérész (alapanyag) Mennyiség
gatolja vagy lényegében kikiisz6b6li az adszorpciét. Ez Arginin.HCI, USP 14,725 mg
a felilet az adszorpciéval szemben vagy kémiailag, Dinatrium-hidrogén-foszfat - viz (1/7) ~ 2,332 mg
vagy fizikailag lehet inert. Az erre a célra szolgalé 5 Natrium-dihidrogén-foszfat — viz (1/1) 0,359 mg
anyagokat a szakteriileten jartas szakemberek ismerik. Béta-interferon-1a 30 ug
llyenek példaul a porlasztott vagy égetett szilikon, poli- Injekcidhoz valé viz, USP 0,5 ml
propilén vagy poli(tetrafluor-etilén) (PTFE). Az altalunk BG9589-4
elénydsnek tartott 60 pg/mi-es folyékony készitmény- Alkotérész (alapanyag) Mennyiség
formakat (BG9589-1, 2, 3 és 4; lasd alabb az 1. tabla- 10 Dinatrium-hidrogén-foszfat — viz (1/7) 1,984 mg
zatot) 1 ml-es | tipusy livegbél készitett, porlasztott szi- Néatrium-dihidrogén-foszfat — viz (1/1) 0,359 mg
likonnal (Becton Dickinson) bevont fecskendékbe és Béta-interferon-1a 30 nug
0,75 ml-es | tipust Gvegfiolakba toltéttiik le. A mintakat Glicin 2,628 mg
ezutan reverz fazisi HPLC-vel (rpHPLC) analizaltuk Natrium-klorid 2,922 mg
proteinkoncentracié meghatarozas céljabol. Az adatok 15  Injekcidhoz valé viz, USP 0,5ml
azt mutattak, hogy kevesebb protein volt oldatban
azokban a mintakban, amelyeket az iivegfiolakba tol- 2. téb{ézat
tottiink, mint a szilikonnal bevont, letdltott fecskenddk- Alternativ keszitmenyformak
ben. Lasd az 5. példat.
6. Eldnyds készitményformék 20 pH-rendszer Vivéanyag Végs6 pH
Elvégeztiik a protein stabilitasanak kinetikai vizsga- - —
latat. Erre a célra négy folyékony készitményt hasznal- 20 mM acetét 150 mM arginin.HC 50
tunk, ezek vég§6 koqcenfréc'iéit'az alabbi 1. ta’!alé;at 15m g/rfj human
tartaimazza. Mindegyik készitmény 60 ug/ml béta-in- szérumalbumin
terferont tartalmazott. A 2. tablazatban egyéb médon 25
formulalt készitményeket ismertetiink, amelyek koziil 20 mM acetat 150 mM Zgginin-HCl 5,0
nehany"példétfl Pluromc’F—68-at (gyartja: BASF) tartal- 0,1% Pluronic F—68
magz feliiletaktiv anyagként.
20 mM acetat 140 mM néatrium- 50
1. tablazat 30 klorid
pH-rendszer Vivéanyag Végsé6 pH 20 mM acetat 1;25:;";232;" 5.0
20mMacetdt | 150 mMargi- | 5,0 (,BG9589-17) 140 mM nétrium-
nin.HCI klorid
20 mM acetat 70 mMglicin | 5,0 (,BG9589-2") 3% 20 mM acetat 0,1% Pluronic F—68 5,0
100 mM nat- 140 mM natrium-
rium-klorid klorid
20 mM foszfat 140 mM argi- | 5,0 (,BG9589-3") 170 mM L-glutamin- | 15 mg/ml human 50
nin.HCI| sav, szérumalbumin
— =1 40 | 150 mM nétrium-
20 mM foszfat 70 mM glicin 5,0 (,BG9589-4") . .
100 mM nat- hidroxid
rium-klorid 170 mM L-glutamin- | 0,1% Pluronic F~68 | 5,0
PO . - . e e s m sav,
A) keszntmenyforr{\ak allfotorejszev ySP-mnnosegu 150 mM natrium-
anyagok. A részletes dsszetételt lasd alabb. 45 hidroxid
BG9589-1
Alkotorész (alapanyag) Mennyiség A taladlmany szerinti készitményformakba mas
Arginin.HCI, USP 15,8 mg anyagokat is bevihetiink. llyenek lehetnek péidaul a ké-
Jégecet, USP 0,167 mg vetkez8 konzervaldszerek (az elényds szazalékok to-
Nétrium-acetat-viz (1/3), USP 0,972 mg 50 meg/térf.%-ot jelentenek): fenol (kériilbeliil 0,2%); me-
Béta-interferon-1a 30 ug til-parabén (0,08%); propil-parabén (0,008%); m-krezol
Injekciéhoz valé viz, USP 0,5mi (0,1%); klér-butanol (0,25%); benzil-alkohol (0,1%);
BG9589-2 Thimerosal (0,1%). A proteinaggregéacié és -dezami-
Alkotorész (alapanyag) Mennyiség nalédas meghatarozasara szolgald analizisre alapozva
Glicin, USP 2,628 mg 55 (az adatokat nem kézoltiik), a legelénydsebb konzer-
Jégecet, USP 0,185 mg valoszer a klér-butanol és a benzil-alkohol.
Natrium-acetat — viz (1/3), USP 0,932 mg 7. Készletek parenteralis alkalmazashoz
Béta-interferon-1a 30 ug A talalmany elényds kiviteli alakjai a folyékony ké-
Injekciéhoz val6 viz, USP 0,5 mi szitményforméak parenteralis alkalmazasahoz csoma-
Natrium-klorid 2,922 mg 60 golt készletet tartalmaznak. A csomag a kdvetkezdket
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tartalmazhatja: a talaimany szerinti folyékony készit-
ményformakkal elére megtéltétt fecskenddket, tobb al-
koholos tampont, legalabb egy tiit, egy vagy tobb tapa-
do kétszert és haszndlati utasitast. Ertékelendd az is,
hogy a taldlmany szerinti folyékony készitményformak
a hagyomanyos kevés tiit igénylé rendszerekben hasz-
nalhatok.

E) interferonok alkalmazésa

A taldlmany szerinti interferonkészitmények antivi-
ralis aktivitassal rendelkeznek. Lasd a 7. példat. Ami a
klinikai hasznalatot illeti, az interferon mennyisége,
amelyet barmilyen specidlis esetben beadnak, vala-
mint az interferon alkalmazasanak gyakorisaga bizo-
nyos faktoroktdl fligg, mégpedig a hasznalt interferon
tipusatdl, a kezelendd betegségtél és a beteg interfe-
ronkezelésre adott valaszatdl.

A folyékony interferonkészitményeket elényosen
hasznaljak sulyosbod6 szklerdzis multiplex kezelésére.
A természetes béta-interferon és a rekombinans bé-
ta-interferon liofilizalt folyékony (azaz feloldott) formait
olyan betegeknél alkalmaztak, akik sulyosbodd szkle-
rozis multiplextél szenvedtek. [Jacobs et al., Annals of
Neurology, 39, 285-294 (1966); lasd a cikkben idézett
referencidkat; Jacobs és Munschauer: ,Treatment of
multiple sclerosis with interferon” cimii fejezet
(223-250 old.) a ,Treatment of muitiple sclerosis: trial
design results and future perspectives” cim(i kiadvany-
ban (szerk.: R. A. Rudnick et al.) London; Speringer
(1992)]. A szklerézis multiplex kezelésére a jelen talal-
manyban leirt folyékony készitményformak hasznalata
ugyanazokat a kezelési médokat és rendszabalyokat
koveti, ugyanazon primer kdvetkezményvaltozatokkal,
mint amelyeket Jacobs és munkatarsai kézleményik-
ben (lasd fent) leirtak.

A talalmany szerinti folyékony készitményformak
hasznalhatésaganak meghatarozasa végett toxikolo-
giai vizsgalatokat végeztiink a folyékony készitmény-
forma alkalmazéasahoz tarsult szévetiirritacio megélla-
pitdséra. A talalmany szerinti folyékony készitményfor-
mak toxikoldgiai vizsgalatat nyulakon végeztik. Lasd a
8. példat.

Az aldbbi példakat a taldlmany kiviteli alakjainak
szemléltetésére szanjuk, és nem Ggy tekintenddék, mint
amelyek korlatoznak a talalmany oltalmi korét.

1. példa

Vizsgalati médszerek

Szamos jol ellenérzott médszert hasznaltunk, hogy
folyékony készitményformainkban meghatéarozzuk a
béta-interferon fizikokémiai tulajdonsagait. Ezek a
moédszerek mas interferonok tulajdonsagainak monito-
rozasara is hasznalhatdk.

Az oldhatatlan aggregatumok jelenlétét/hianyat
abszorpcioméréssel — 320 nm-en — és fényateresztési
méréssel — 580 nm-en — monitoroztuk. Az oldott pro-
278-280 nm-en (extinkcios koefficiens: 1,5), vagy re-
verz fazisu nagy teljesitmény( folyadékkromatografia-
val (HPLC) hataroztuk meg, standardként a formula-
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lashoz hasznalt pufferben oldott béta-interferon ismert
koncentracioit hasznaltuk. A folyékony készitményfor-
mak mintait a vizsgalat el6tt lecentrifugaltuk. Az old-
haté aggregatum szazalékat ugy hataroztuk meg,
hogy az aggregatumokat méretkizarasos kromatogra-
fidval — TSK-val G2000SWXL oszlop (Toso Haas,
Montgomeryville, PA) ~ valasztottuk el a béta-interfe-
ronmonomertél. A 280 nm-nél kapott csticsokat hasz-
naltuk az oldhaté aggregatum szazalékanak kiszami-
tasahoz.

A peptidgerinc stabilitasat natrium-dodecil-szul-
fat-poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) bizo-
nyitottuk. A béta-interferont merkapto-etanollal redu-
kaltuk natrium-dodecil-szulfat jelenlétében, a
10-20%-os gradiensgélben (MiniPlus Sepragel, Integ-
rated Separation Systems, Natick, MA) végzett elektro-
forézis el6tt. A proteineket ezutan elektroforetikus Gton
nitrocelluléz membranra vittiik at, majd immunolégiai
kimutatast végeztink antibéta-interferon-antitest és
torma-peroxiddzzal konjugalt kecske-antiegér antitest
hasznalatdval. Lasd példaul: Gel Electrophoresis of
Proteins, A Practical Approach, 2. kiadas; B. D. Ha-
mes, D. Rickwood, IRL Press.

Az effektiv feliileti toltésvaltozast, amelyet dezami-
déaci6 és mas kémiai valtozasok okoznak, poliakrilamid
gélen izoelektromos fokuszalassal (IEF 3—10 MiniPlus
Sepragel, Integrated Separation Systems) monitoroz-
tuk (lasd: Gel Electrophoresis of Proteins, A Practical
Approach).

A mentionin oxidaciéjat, az aszparaginsav dezami-
daciojat és az egyéb lehetséges kémiai valtozasokat is
monitoroztuk, éspedig peptidtérképezéssel. A béta-in-
terferont Endoproteinase Lys-C-vel (Wako Pure Che-
micals) emésztettik ditiotreitol jelenlétében, és a ka-
pott peptidfragmentumokat reverz fazisi HPLC-vel va-
lasztottuk el. Lasd altalanossagban: K. Kalgahtgi, C.
Horvath: ,Rapid Peptide Mapping by High Performance
Liquid Chromatography”, J. Chromatography, 443,
343-354 (1988).

Az N-en koétott oligoszacharidprofilt Fluoropho-
re-Assisted—Carbohydrate-Electrophoresis (FACE)
rendszerrel (Glyco, Inc., Novato, CA) hataroztuk meg.
Az aszparaginon kotdtt (N-en kétott) oligoszacharido-
kat Peptide N-glycosidase F enzimmel szabaditottuk
fel a gliikoproteinekbdl, ezutan fluoroforral jeleztiik a
redukalévégeken reduktiv aminalassal, majd poliakril-
amid gélen végeztiik az elvalasztast és a mennyiségi
meghatarozast.

Az interferonok antiviralis aktivitasat tobbféle maod-
szerrel hatarozzak meg. Ezek részletesebb leirasat
lasd W. E. Stewart, The Interferon System (Springer
Verlag, 2. kiadas, 1981) cimii kiadvanyban. A Cytopa-
thic Effect Inhibition Assay (CPE; citopatids hatas gat-
lasi vizsgalat) kilondsen jol hasznalhaté az interferon
antiviralis aktivitasanak meghatarozasara. Az altalunk
elényben részesitett médszer a WHO Technical Report
Series No. 725 (Annex 1, 1985) fiizetben van leirva,
amelyet referencianak tekintiink. Réviden dsszefoglal-
va: a CPE-mddszer azzal indul, hogy béta-interferon
hazi standard tdrzsoldatot készitlink, amelyet el6zéleg
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a WHO-referenciastandardhoz kalibraltunk. A térzsol-
datot, amelynek a koncentracidja 10 000 E/mi, 10%
magzati marhaszérumot és 4 mM L-glutamint tartalma-
z6 D-MEM+ taptalajban készitjik el. A vizsgalat napjan
a standardot, a kontrollt és a mintakat D-MEM+ tapta-
lajjal higitjuk, 3 kiilon higitasi sorozatban:

a) 32 E/ml-rel kezdink és 2-szeres higitasokkal
folytatjuk;

b) 12 E/ml-rel kezdiink és 1,5-szeres higitasokkal
folytatjuk;

c) 6 E/mil-rel kezdiink és 1,2-szeres higitasokkal
folytatjuk.

A higitasokbél 50 pl-eket mériink be 96 tartalyos
mikrotitralélemezek tartalyoszlopaiba. Higitasi soroza-
tonként egy lemezt hasznalunk. Ezutan A549 sejteket
(ATCC kataldgusszam: CCL-185, Rockville, MD) —
D-MEM+ taptalajpan 5x105 sejt/ml — mériink minden
tartalyba. A bemért mennyiség tartalyonként 50 ul,
amely mind a sejteket, mint a béta-interferont kétszere-
sére higitja. A sejteket és az interferont 37 °C-on inku-
baljuk 5% szén-dioxidban, 15-20 éran at. A lemezek
tartalmat fert6tienité vodorbe razzuk és a tartalyokhoz
hozzaadunk taptalajjal megfelelen higitott 100 ul EMC
(encephalomyo-carditis)-virust. A virust és a sejteket
37 °C-on 5% szén-dioxidban inkubdljuk 30 6ran at.
A lemezek tartalmat fertétlenitévodorbe razzuk, majd a
lemezekhez 0,75%-os kristalyibolya festéket adunk.
Ot-tiz perc mulva a lemezeket desztillalt vizzel mossuk
és hagyjuk megszaradni. Minden egyes lemez tartal-
maz sejtnévekedést kontrollalé tartalyokat, amelyek
sem interferont, sem EMC-t nem tartaimaznak, tovab-
ba virus-kontrolltartalyokat, amelyek EMC-t és sejteket
tartalmaznak, de interferont nem, valamint interferons-
tandard higitasi sort. A lemezeket vizualisan olvassuk
le, hogy meghatérozzuk minden oszlopban az éI6 sej-
teket tartalmazé utolsé tartalyt (>25% osszefolyt bibor
fest6dés). A kimutatasi hatart a standardnak az a leg-
alacsonyabb koncentracioja hatarozza meg, amely véd
a virus citotoxicitasatél. Az utolso pozitiv tartalyban
Iévé minta higitasat megszorozzuk a standardra meg-
hatéarozott kimutatasihatar-koncentraciéval és a minta
higitasi faktoraval, és igy megkapjuk a minta interfero-
naktivitasat (MU/ml). A geometriai kbzépérték megha-
tarozasahoz és a 95%-os konfidenciaintervallumok ki-
szamitdsahoz az egyes lemezeken kapott eredmeénye-
ket logaritmikus egységekre szamitjuk at.

2. példa

A pufferrendszer kivéalasztasa

Héarom pufferkészletet készitettiink, mindegyik
9-10 kilénboz6 alkotorészt tartalmazott. Az | készlet
egy sorozat natrium-foszfat és/vagy 100 mM nat-
rium-klorid-oldatot tartalmazott, pH 4,0-7,2 k6z6tt. A 1l
készlet natrium-citrat puffersorozatot tartalmazott pH
4,0-7,0 kdzott. A 1l készlet natrium-szukcinat-nat-
rium-acetat és natrium-karbonat pufferoldat-sorozatot
tartalmazott 100 mM natrium-kloriddal kombinalva, a
pH-értékek 4,0-t61 7,2-ig terjedtek. Két masik oldatban
a natrium-kloridot 50 mM natrium-szulfattal helyettesi-
tettiik, és az oldatok pH-ja 4,0 és 7,2 volt.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

A felolvasztott béta-interferon bulk-ot a kiilénb6zs
pufferekkel dializaltuk egy éjszakan at 2-8 °C-on, leg-
aldbb kétszeri puffercserével, majd hasznalat el6tt ste-
rilre szlirtik az oldatot. A proteinkoncentraciokat a
278 nm-en mért abszorpcioval (extinkcids koefficiens:
1,5 mg-'ml.cm~") hataroztuk meg. Minden minta
140 ug/ml vagy 150 ug/ml béta-interferont tartalmazott.
A mintékat megszirtik és négy készletre osztottuk
ugy, hogy 2,2 ml-es Eppendorf-csdvekbe toltottiik (a
csOveket nem toltottik tele). Az egyik készletet
2-8 °C-ra helyeztiik; a masikat 37 °C-on tartottuk
6 naptdl 2 hétig, a harmadikat rotatorra helyeztiik
7-9 ora hosszat, az utolso készletet zér6id6-kontroll-
nak hasznaltuk. Az oldhatatlan aggregatumoknak tulaj-
donithaté proteinveszteség szazalékat igy szamitottuk
ki, hogy a kulénb6z6 kezelések folytan bekdvetkezé
proteinkoncentracio-veszteséget elosztottuk a kiindula-
si koncentraciéval.

Eredmények

Az oldhatatlan aggregatumok miatt bekdvetkezett
proteinveszteseg szazalékat ugy szamitottuk ki, hogy a
proteinkoncentracio-veszteséget elosztottuk a kiindula-
si proteinkoncentracioval. Az dsszes adat statisztikai
analizise azt mutatta, hogy a pH 4,0 és 5,0 pufferekkel
készitett interferonmintékban az aggregacio miatti pro-
teinveszteség szdzaléka alacsonyabb, mint a maga-
sabb pH-érték(i mintaké. A 37 °C-on inkubalt interfe-
ronmintakban — pH 4,0 és 5,0 mellett - az aggregacié
miatti veszteség koriilbelil 10-15% kozott volt; 6,0-nal
magasabb pH-értékek mellett a veszteségek
40-50%-ra néttek. Kimutattuk, hogy az interferonmin-
takban 6,0-nal magasabb pH-értékek mellett tébb az
oldhaté aggregatum. Ezenfelil peptidtérképezéssel
meghataroztuk, hogy ahogyan a pH-t 4,0-t61 7,2-ig no-
veljiik, Iényegében linedrisan novekszik a dezamidalt
interferon mennyisége is; pH 7,0-en és magasabb
pH-n az interferon tébb, mint 85%-a dezamidalédott a
vizsgalat soran. A mintdkban Iévd proteinfajta izoelekt-
romos pontjat (pl; azaz azt a pH-t, amely mellett a pro-
tein nem vandorol elektromos térben és a proteinen a
toltés kozépértéke zérd) IEF/Western-blot médszerrel
mértiik. A blotok azt mutattak, hogy a natrium-citratos
mintakban extra pl savok vannak, és hogy a nat-
rium-szukcinatos mintakban a savintenzitas eltolddott.
A foszfatnak nem volt pufferkapacitdsa pH 5,0-6n.
A natrium-acetat natrium-kloriddal pH 5,0 mellett nem
mutatott valtozast a sdvmintazatban vagy savintenzi-
tasban.

3. példa

A kavitacio hatasa

A 2. példaban leirt pH-valtoztatasi kisérlet folyaman
felfedeztiik, hogy a tarolt csévekben |évd légtér lénye-
gesnek tiint néh&ny mintaban a proteinveszteség
szempontjabol. Amikor a 2,2 ml-es csévek 1,5 ml min-
tat tartalimaztak, nem észleltiink proteinveszteséget.
Ezzel szemben az 1,2 ml-es t6ltés jelentds aggrega-
tumnévekedést okozott. Ez egybevag azokkal a megfi-
gyeléseinkkel, miszerint a tisztitasi eljaraskor végzett
virusinaktivalasi lépés alatt az aggregalt béta-interfe-
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ronképz6dés az ezen lépés folyaman oldottoxigén-
szintjétdl fligg.

Réviden ésszefoglalva: a virusinaktivalasi lépés-
ben a kelatképzé Sepharose eluatum pH-jat (lasd a C
fejezetet) 7,85 (+0,25)-r6l 2,5-3,5-re allitjuk be
15%-o0s foszforsavval, a megsavanyitott eluatumot
120-135 percig ezen a pH-n tartjuk és ezutan 0,5 n
natrium-hidroxiddal visszaallituk a pH-t 6,7 (+0,7)-re.
Ezeket a Iépéseket 2-8 °C-on végezziik. Megtervez-
tink egy vizsgalatot annak meghatarozasara, hogy
van-e dsszefliggés a béta-interferon aggregatumkép-
z8dés és az oldott oxigén mennyisége kozott ebben a
lépésben.

Anyagok és modszerek

A kelatképz6 Sepharose oszloprél kapott eluatumot
50 mi-enként vagy 100 ml-enként 100 mi-es hengeres
plackokba osztottuk el. A palackokhoz 1 mi, argonnal
kevert, 15%-os foszforsavat adtunk. A palackokat ez-
utan 2 percig enyhén kevertettiik, majd keverés nélkiil
2 6rén at 2-8 °C-on tartottuk. Ezt kbvetéen a palackok-
hoz 6,5 ml argonnal kevert natrium-hidroxidot adtunk,
majd a mintakat méretkizarasos kromatografiaval ana-
lizaltuk kilénb6z6 idSpontokban. A folyadékban oldott
oxigént egy oxigénszondaval (Orion, Model 860) folya-
matosan mértiik és a bazis hozzaadasakor regisztral-
tuk. Azokban a mintakban, amelyekben az oldott oxi-
gén szintje 10% volt, vagy kevesebb, az argongaz at-
seperte a reakcioedény légterét.

Eredmények

Az adatok, amelyeket az 1. abran mutattunk be, vi-
lagos Osszefliggést mutatnak a natrium-hidroxid hoz-
z4adasanak idépontjaban jelen lévé oldott oxigén és a
béta-interferonmonomer kihozatala kdzétt a virusinakti-
valasi 1épés folyaman. A 10%, vagy ennél alacsonyabb
oldottoxigén-koncentracidknal kapott kinozatali értékek
jelentésen eltértek minden mas olyan kihozataltol,
amelyet mas oxigénkoncentracioknal kaptunk. Az agg-
regatumot is vizsgaltuk (ezeket az adatokat itt nem ko-
z6ljik) és megallapitottuk, hogy specifikus aktivitasa
30—40-szeresére csokkent a bulk kozti termékhez ké-
pest. Meghatéroztuk, hogy az aggregatum tébb, mint
koriilbellil 90%-a rezisztens az SDS denaturalé hata-
saval szemben, nemredukald koriilmények mellett, ami
kovalens keresztkotésre enged kdvetkeztetni. Reduka-
16 kérilmények mellett (2% béta-merkapto-etanol) az
aggregatum a monomerhez kézelit, és ez diszulfidko-
téseket tartalmazo keresztkéotést feltételez.

4. példa

Vivbanyag kivéalasztasa

Készitettlink egy sor béta-interferon (60 ng/ml) ké-
szitményformat kiilénbdzé vivéanyagokkal egy elényds
pH 5,0 pufferben, amely 50 mM natrium-acetatot és
100 mM natrium-kioridot tartalmazott. A vivéanyagok
glicint, arginin.HCl-ot, lizin.HCI-ot, szachardzt, glicerint,
PEG3350-et, glutationt és Pluronic F-68-at tartalmaz-
tak. A béta-interferon bulk kozti terméket 50 mM nat-
rium-acetatot és 100 mM natrium-kloridot tartalmazé
oldatban (pH 5,0) dializaltuk egy éjszakan at
2-8 °C-on, legalabb kétszeri puffercserével, majd
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hasznalat el6tt megszlrtiik. A béta-interferonkoncent-
racidkat a 278 nm-en mért abszorpciobdl — a hattér le-
vonasaval — hataroztuk meg. A mintakat a végsé inter-
feronkoncentraciéra — kériilbeliil 60 pg/mi — higitottuk.
Az elkeszitett mintakat megszirtik, 2 ml-enként
4 mi-es lvegfiolakba (nem szilikonozott) toltéttik, a
légteret argonnal sepertiik ki és a fiolakat lezartuk.
A mintak egy részét 2-8 °C-ra és 37 °C-ra helyeztilk
2 hétig. A mintak masik részét mechanikai stressznek
vetettilk ala ugy, hogy szobahSmérsékleten forgattuk
3 napon at.

A mintakat az 1. példaban leirt modszerek szerint
analizaltuk. Ezenkivil mértiik az oldott oxigén szazalé-
kat egy Ciba—Corning Model 248 vérgaz-analizatorral.
JKisérleti” érték: a mintak oxigén-parcialisnyomasa mi-
nusz a nitrogénnel kihajtott vakpufferben az oxigén
parcialis nyomasa. ,Kontroll-érték: a szobahémérsék-
leten tarolt vakpufferben az oxigén parcialis nyomasa
minusz a nitrogénnel kihajtott vak pufferben az oxigén
parcidlis nyomasa. Az oldott oxigén szazaléka (,kisér-
leti"/,kontroll”’) mindig kisebb 30%-nal.

Eredmények

A 37 °C-on két hétig inkubait mintdk IEF/Wes-
tern-blot és SDS-PAGE/Western-blot analizise savelto-
lédast és intenzitasveszteséget mutatott, valamint a
PEG3350-et és glutationt tartalmazdé mintakban interfe-
ronmultimerek jelenlétét. Egy tovabbi hét 37 °C hémér-
sékleten a glicerin vivBanyagnal extra sav mutatkozott
a blotokban. A szachardz vivéanyag sav-intenzitas
veszteséget mutatott. Ezen elsd szlrési eljaras lehet6-
vé tette szamunkra, hogy szamitasba vegyiik az argi-
nin.HCI, glicin, natrium-klorid és mannit részletesebb
vizsgélatat.

5. példa

Az interferon adszorpcibja

Felolvasztott béta-interferon bulk-ot dializaltunk a
BG9589-1, 2, 3 és 4 jell készitményformak elballita-
sahoz (lasd az 1. tablazatot) egy éjszakan at
2-8 °C-on, legalabb kétszeri puffercserével. A dializa-
tumokat hasznalat el6tt megsziirtiik. A proteinkoncent-
racidkat a 280 nm-en mért abszorpciobdl (extinkcids
koefficiens: 1,5 mg=1.ml.cm=1) hataroztuk meg. A min-
takat a végsé koncentraciéra — 60 ug/mi — higitottuk.
A higitott mintakat sziirtiik €s 1,0 ml hosszu, szilikon-
nal bevont BD fecskend6kbe (I tipusu Giveg) — a Iégte-
ret nitrogénnel 6blitettik at — toltéttik 0,5 mi-enként,
harom pérhuzamossal, vagy 0,75 ml-enként toltottik
le, harom parhuzamossal, 0,75 ml-es | tipusu tvegfio-
lakba, amelyek légterét argonnal oblitettiik at. A pro-
teinkoncentracidkat reverz fazisa HPLC-vel (1. példa)
hataroztuk meg.

Eredmények

Az alabbi 3. tablazat a reverz fazisi HPLC-vel
meghatarozott proteinkoncentracidkat tartalmazza. Az
adatok azt mutatjdk, hogy kevesebb protein van az
Uvegfiolakba toltott mintakban, mint a szilikonnal be-
vont letdltott fecskenddkben. Tehat szilikonozott fecs-
kend6ket hasznalunk a folyékony interferon formulala-
sahoz.
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3. tablazat
Uvegfiola (ug/ml) Szilikonozott
(S.D.) fecskendd
{(ug/ml) (S.D.)
BG9589-1 59,3 (2,6) 63,3 (2,5)
BG9589-2 58,3 (0,7) 61,7 (0,1)
BG9589-3 56,4 (0,4) 58,8 (1,1)
BG9589-4 55,5(0,7) 59,3 (0,5)
6. példa
Készitményformék fiziologias pH-n
ioneré/foszfat

Elézetes vizsgalatokat végeztiink valtozé puffer-
komponens-koncentraciok mellett foszfat/natrium-klo-
rid (pH 7,2) pufferrendszerekben, amelyekben a fosz-
fatkoncentracié 10, 50 és 75 mM ko6z6tt valtozott, 0,2,
0,4 es 0,6 ionerd (I=2c¢Z, ahol ¢, és Z, az | ionfajta mo-
mellett, amelyet natrium-klorid hozzaadasaval allitot-
tunk be.

Részletes munkatervet (full factorial design) hasz-
naltunk a foszfatkoncentracio (10, 50 és 75 mM) és az
ionerd (1=0,2, 0,4 és 0,6) valtozatok vizsgalatara. A puf-
ferekben a natrium-dihidrogén-foszfat, dinatrium-hidro-
gén-foszfat és natrium-klorid osszetételeket egy olyan
tablazat (spreadsheet) felnasznalasaval szamitottuk ki
(a kivant ionerd elérése céljabol), amelyet Ellis és Mor-
rison: ,Buffers of Constant lonic Strength for Studiying
pH-dependent Processes” [Methods Enzymol., 87,
405-426 (1982)] cimi kdzleményébdl vettiink at. Az
egyenletek lehet6vé tették, hogy adott pH-hoz, foszfat-
koncentracidhoz és ioner6héz az egyes pufferkompo-
nensekbdl szikséges mennyiségeket meghatarozzuk.
A kisérletben hasznalt kilenc oldat mindegyikét agy
kaptuk, hogy a béta-interferon bulk félkésztermékben
puffercserét végeztink Pharmacia PD-10 sétalanitd
oszlopokon. A kapott oldatok pH-ja 7,20 (10,15) volt.
A koncentracidkat a 280 nm-en mért abszorpciokbdl
szamitottuk ki, majd a megfelel6 pufferrel valé higitas-
sal 150 ng/mi béta-interferonra allitottuk be. A kapott
oldatokat argon alatt, 0,22 mikronos szirékon sterilre
szlirtik és 1,3 ml-enként 5 ml-es livegfiolakba toltottitk
argon légtérrel. A mintakat 37 °C-on 6 napon &t inku-
baltuk. A vizsgalatot harom parhuzamossal végeztiik.
A mintakat az 580 nm-en mért fényateresztés szazalé-
ka, a kinyert protein szazaléka és |[EF-PAGE/Wes-
tern-blot vizsgalata alapjan analizaltuk.

Eredmények

A szézalékos fényateresztés analizise az ionerds-
ség valtoztatasa vonatkozasaban az ateresztés névek-
v6 tendenciajat mutatta (azaz az oldhatatlan protein-
aggregatumok csokkend mennyiségét) ndvekvd ion-
er6sség mellett. A kinyert proteinszazalék hasonlo ten-
denciat mutatott, jollehet az IEF-PAGE/Western-blot
analizis nem mutatott trendet az ioner valtoztatasatol
fliggden a dezamidaciéban, minthogy minden minta
egyforman dezamidalédott. Tehat, 37 °C-on 6 napig
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valo tarolas utan a mintak csokkend foszfatkoncentra-
cié és novekvs ioner6sség mellett, kevésbé mutattak
hajlamot aggregacidora. Azok a kisérleti eredmények,
amelyeket a szazalékos fényateresztésre és a szazalé-
kos proteinkinyerésre kaptunk a valtozé foszfatkon-
centraci6 fuggvényében (nem mutatjuk be), azt mutat-
tak, hogy ndvekvd foszfatkoncentraciéval csokken a
szazalékos fényateresztés trendje, de egy variancia-
analizis kimutatta, hogy a kiilénb&zé foszfatkoncentra-
cidju mintak koézépértékeiben nincs szignifikans kii-
I6nbség. A szazalékos kinyerésre vonatkozé adatok ja-
vulé proteinkihozatalt mutattak alacsony foszfatkon-
centracioknal (szignifikdns kildnbség volt 94% konfi-
denciaszint mellett). A foszfatkoncentracio valtoztata-
saval |IEF-PAGE/Western-blotokon nem mutatkozott
észrevehet6 trend.

Vivéanyag/sé arany

Elézetes vizsgalatok (nem kozoljiik) arra mutattak,
hogy néhany vivbanyaghoz feltehetéen sékat kell hoz-
zaadni (példaul natrium-kloridot), hogy fennmaradjon a
magas ionerd és hogy stabilizaléhatast fejtsenek ki pH
7,2 mellett. Olyan (factorial) tanulmanyt terveztiink,
amelyben vivGanyagokat (glicin, lizin, arginin, szacha-
réz és mannit) és a natrium-klorid tort részeit (frakcidit)
— amelyek az izotonicitast befolyasoljadk — hasznaltuk
(fs6=0,025, 0,75 és 1,0). A frakciét a kovetkez6 egyen-
lettel szamitottuk ki: fs5=046/(Ogs*Oyivganyag), a@mely-
ben Ogs €s Oyivganyag @ Natrium-klorid, illetve a vivé-
anyag ozmolalitdséat jelenti az oldatban, mOsm/kg-ban
kifejezve. A sofrakcio eszkdziil szolgal a s6 hatasainak
Osszehasonlitasara kiildbnbdz6 vivbanyagok esetén.
Minden minta tartalmazott adalékot az izotonicitas vé-
gett, killénbdzd vivéanyag:sé hanyadossal (meghata-
rozva az Fg4 egyenlettel).

Az egyes vivoanyagokbol 10%-os (tdmeg/térfogat)
térzsoldatot készitettiink 20 mM foszfatpufferben (pH
7,2). Az oldatokat gaztalanitottuk, majd argonnal at-
szelldztettiik. Készitettlink egy 250 mM natrium-klorid,
20 mM foszfat dsszetételli (pH 7,2) térzsoldatot, ame-
lyet géztalanitottunk, majd argonnal atszell6ztettiink.
Egy béta-interferon bulk kozti terméket argonnal at-
szellbztetett 20 mM foszfatpufferrel (pH 7,2) szemben
alaposan kidializaltunk. A kapott oldat béta-interferon-
koncentraciéjat a 280 nm-en mért abszorpciobdl hata-
roztuk meg és foszfatpufferrel és a megfelel6 vivéanya-
got és sét tartalmazé térzsoldattal higitottuk 60 pg/mi
béta-interferonkoncentraciéra és a kivant s6 és vivé-
anyag feltételek elérése végett. A kapott mintakat sz{-
ressel sterilizaltuk (0,22 mikronos sziir6vel) és
1,0 ml-es — porlasztott szilikonos — Becton Dickinson |
tipusu Uvegfecskendébe toltottiik 0,5 ml-enként, nitro-
gén gaztérrel. A mintakat 40 °C-on taroltuk.

A 6. napon az arginin-, glicin- és szacharézmintakat
abszorpcioméréssel — 320 és 280 nm-en — analizaltuk.
Mindkét mérést a 0,22 mikronos sziirén vald sziirés
el6tt és utana is elvégeztiik. A 2. héten az arginin-, li-
zin- és mannitmintakat hasonléan analizaltuk, IEF-PA-
GE, redukalé SDS-PAGE és nemredukalé SDS-PAGE
segitségével. A kontrollmintakat 2-8 °C kozott taroltuk
és hasonldan analizaltuk.
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Eredmények

Az la-béta-interferonkihozatal (a kontroll szazaléka-
ban) névekszik a szachar6zra és mannitra vonatkozé
ndvekvd fgy értékkel és a maximalis kihozatalt fi4=1
(130 mM natrium-klorid) értéknél éri el. Argininre és li-
zinre vonatkoztatva a kihozatal novekvd fgs-val csok-
ken. A maximalis kihozatal a glicines készitményfor-
maknal pH 7,2-nél korlilbeliil f,;=0,75-nal érhetd el.

A vivéanyag sziirésére végzett tanulmany, amely-
ben egy pH 7,2 foszfatpuffert hasznaltunk kiildnbdzd
vivbanyagokkal — mint glicin, lizin, arginin, mannit és
szachar6z, amelyeket izotonicitasig adagoltunk — az
Gsszes toltéssel nem rendelkezé vivéanyag esetén
gyenge kihozatalt mutatott. A dezamidalédas mértékét
nem befolyasoltak ezek az adalékok. Példaul: a redu-
kalé és nemredukéalé SDS-PAGE mindegyik készit-
ményformaban a nem glikozilalt tipust béta-interferon
veszteségét mutatta ki, és nagyobb multimersavokat
mutatott ki izotnias natrium-klorid egyediili hasznélata
és mannit hasznalata esetén. Osszefoglalva, szoros
Osszefiiggés van a vivéanyag ionos karaktere és azon
tulajdonsaga kozott, hogy mennyire képes stabilizalni
ezekben a pufferrendszerekben a béta-interferont az
aggregécidval szemben, fiziologias pH mellett. A nem-
ionos adalékanyagok, mint a szachar6z és a mannit,
ugy tlnik, nem adnak védelmet, vagy pedig ténylege-
sen el6 is segithetik a proteinveszteséget fiziologias
pH-n. A natrium-klorid — oldott formaban egyetlen tol-
téssel rendelkezik — jobban megfelel, mint akar a man-
nit vagy a szacharéz. Az aminosavak fiziologias pH-n
molekulanként két téltéssel rendelkeznek. A glicin ese-
tében, a molekula zwitterionos tulajdonsaga egymaga
nem latszik elégségesnek a béta-interferon stabilizala-
séara. Az arginin és a lizin — molekulanként mindegyik
harom toltéssel rendelkezik — jobban stabilizélja a bé-
ta-interferont, mint a csak natrium-klorid vagy a gli-
cin/natrium-klorid tartalmd készitményformak.

7. példa

Stabilitasi és kinetikai vizsgalatok

A) készitményformakat aszeptikusan toltottuk le,
inert atmoszféraban. A fecskendéket kilénb6zé hé-
mérséklet-tartomanyban vaitoz6 idétartamokig inkubal-
tuk és a fecskenddk tartalmat analizaituk. Roviden
Osszefoglalva: a felolvasztott bulk béta-interferont
BG9589-1, -2, -3 és -4 oldatok készitése végett egy éj-
szakan at 2-8 °C-on dializaltuk legalabb két pufferval-
tassal. A proteinkoncentraciokat a 280 nm-en mért ab-
szorpciokbdl hataroztuk meg (abszorpcids koefficiens:
1,6 ml/mg/em). A mintédkat egy végsd, koriibeliil
60 ng/ml-nek megfelelé la-béta-interferon-koncentra-
ciéra higitottuk. Az 1. tablazat szerinti négy la-béta-in-
terferonkészitmény-format megsziirtik és 0,5 mi-en-
ként 1,0 ml-es Becton Dickinson (BD) fecskenddkbe
toltttiik, amelyeknek a belsé feliilete égetett szilikon-
nal vagy porlasztott szilikonnal volt bevonva. A minta-
kat OD, méretkizarasos HPLC (SEC=sice exclusion
chromatography), izoelektromos fokuszald gélelektro-
forézis (IEF)/Western-blot, redukalé néatrium-dodecil-
szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PA-
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GE)/Western-blot, peptidtérképezés, Fluorophore As-
sisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE) és CPE
bioassay segitségével analizaltuk. A fecskendé légte-
rét nitrogéngaz toltétte ki. A fecskendbket 2—-8 °C-on,
25 °C-on és 40 °C-on inkubaltuk 90 napig. A mintakat
az 1. példaban leirt médszerekkel analizaltuk.

Eredmények

Mintdink proteinkoncentracidjanak analizisekor a
koncentraciokat a kiilénbozé hémérséklet mellett 90 na-
pig tartott kiindulasi anyag koncentraciéihoz viszonyitot-
tuk. A 2. abran lathato, hogy a BG9589-1 teljes protein-
stabilitast mutatott (nem volt proteinveszteség) 3 hénap
milva 2-8 °C hémérséklet-tartomanyban (k6zépérték
4 °C) és 25 °C-on inkubalva. Egy testhdmérsékletet
megkozelitd tarolasi hémérsékleten (33 °C) a protein k-
riilbelil 18%-a degradalodott. A testhGmérsékletet meg-
haladé tarolasi hémérsékleten (40 °C) a harmadik hénap
végén a protein koriilbeliil 30%-a degradalédott. Lénye-
gében azonos eredményeket kaptunk BG9589-2-nél is
(nem mutatjuk be). A 3. abra a BG9589-3 2 hénapos ta-
rolasi vizsgalatanak eredményeit mutatja. A proteindeg-
radacio 4-25 °C mellett minimalis volt, de gyorsan elére-
haladt magasabb hémérsékleteken. A BG9589-4 készit-
ményformaval kapott eredmények lényegében azonosak
a 2. és 3. abran lathatoé eredményekkel. Ezeket az ada-
tokat a redukalé SDS-PAGE/Western-blotok alatamasz-
tottak.

Az égetett” fecskenddkben a vizsgalat id6tartama
folyaman nem voltak kimutathaté oldhaté aggregéatu-
mok. Nem észleltiink jelentds valtozasokat a protein-
koncentracidban, a citopatias hatasban (CPE assay),
oxidalt AP6 szazalékaban és a szénhidratprofilban.
Nem voltak észlelhet6 valtozasok a mintakban reduka-
16 SDS-PAGE/Western-blot és IEF/Western-blot vizs-
gélatok szerint. A dezamidalédas szazalékaban némi
novekedés mutatkozott a kezdeti idépontokhoz viszo-
nyitva. Azonban a fecskenddk téitésére hasznait bulk
koztitermékben 37%-os volt a dezamidalodas, amely
magasabb, mint az anyag fecskendébe valé téltése
utdn mért 33,8%-os érték. Ez utdbbi alacsony érték va-
l6szinlileg a vizsgélat variabilitdsanak tudhato be.
A ,porlasztott” fecskendSkben a vizsgalat idétartama
alatt nem tudtunk kimutatni oldhaté aggregatumokat.
Nem észleltiink szignifikans valtozasokat a proteinkon-
centracidban, a CPE assay-ben, a dezamidacié szaza-
lékaban, az oxidalt AP6 szazalékaban és a szénhidrat-
profilban. A mintakban nem voltak kimutathatd valtoza-
sok redukalé SDS-PAGE/Western-blot és IEF/Wes-
tern-blot analizis szerint. Réviden 0sszegezve, az eddi-
gi eredmények azt mutattak, hogy a BG9589-1 végter-
mék 3 honapig stabil 2-8 °C-on ,égetett szilikonos”
fecskenddkben és 6 hénapig 2-8 °C-on ,porlasztott
szilikonos” fecskend6kben.

Elvégeztiik a BG9589-1 és BG9589-2 készitmény-
forméakkal (lasd az 1. tablazatot) az antiviralis CPE as-
say-t, miutan a fecskenddket aszeptikusan letéltottiik.
Mind a BG9589-1-re, mind a BG9589-2-re koz6lt aktivi-
tas erteke 12,0 MIU/ml. Az antivirdlis CPE assay-t a
mintak 2-8 °C-on 3 honapig vald tarolasa utan meg is-
mételtik. BG9589-1-re kozOlt aktivitas értéke
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11,6 MIU/mi (n=8), 10,2-13,3 MIU/ml 95%-o0s konfi-
denciaintervallummal.

Az 5 hénapig 2-8 °C-on és 6 hénapig =70 °C-on
tartott BG9589-1 bulk koztitermék stabilitasat is mér-
tik. Kisérleti diaszlrési vizsgalatokbdl szarmazo
BG9589-1 mintakat analizaltunk az 1. példaban leirt
moddszerekkel. Az eddigi eredmények azt mutattak,
hogy a BG9589-1 gyartaskdzi anyaga 2—-8 °C-on 5 ho-
napig és —70 °C-on 6 hénapig stabil.

Ezen specialis kisérlet idGtartama alatt nem mutat-
tunk ki oldhaté aggregatumokat. Nem észleltlink szig-
nifikans valtozasokat a dezamidaci6 szazalékaban és
a szénhidratprofilban. (A dezamidacié szazalékaban
kapott kilénbségek az assay variabilitdsan beliil vol-
tak.) A mintdkban nem észleltiink valtozasokat reduka-
16 SDS-PAGE/Western-blot és IEF/Western-blot mod-
szerrel végzett analizis szerint. A proteinkoncentracio-
ban csekély csokkenés jelentkezett. A —70 °C-nal ka-
pott proteinkoncentracié csokkenésének az lehet az
oka, hogy a minta egy lefagyasztas/felolvasztas ciklu-
son ment at. A proteinkoncentracié csokkenés a kez-
dékoncentracié 15%-an belll volt.

8. példa

Preklinikai vizsgalatok

Egyetlen intramuszkularis (IM) dozis helyi tlirhets-
ségét vizsgdltuk nyulakon. Ezzel értékeltilk az interfe-
ron lokalis toxicitasat, amikor tobb készitményforma-
ban alkalmaztuk. A jelenlegi folyékony készitményfor-
ma alkalmazasanak vagy a liofilizalt és feloldott interfe-
ronkészitmény-formak alkalmazasanak tulajdonithatéd
helyi injekcios reakciok a normal-konyhasooldat alkal-
mazasat kdvetben megnyilvanuld reakcidkhoz voltak
hasonl6ak.

1. Négy béta-interferonkészitmény-forma egyetlen
IM-dézisban valo alkalmazasat kéveté irrita-
cios/biolégiai alkalmassagi vizsgalat nyulon

Husz him Gjzélandi fehér nyulat hasznaltunk. Mind-
egyik nydl egyetlen 30 pg la-béta-interferontartaimq int-
ramuszkularis (IM) injekciét kapott a kdvetkez6 6t ké-
szitményforma egyikébdl: BG9589-1 (pH 5,0; acetat-
puffer; glicin/NACI stabilizator, 0,5 ml/dézis); BG9589-2
(pH 5,0; acetatpuffer; argininstabilizator; 0,5 mi/dozis);
BG9589-3 (pH 7,2; foszfatpuffer; argininstabilizator;
0,5 ml/ddzis); BG9589-4 (pH 7,2; foszfatpuffer, gli-
cin/NaCl stabilizator; 0,5 mi/dézis); és egy liofilizalt bé-
ta-interferonkészitmény-formabdl (pH 7,2; 1,5% HSA;
1,0 ml/dézis) (Jacobs et al.; lasd fentebb).

Négy allat minden kezelést megkapott. Azok az al-
latok, amelyek a BG9589-1-et vagy a liofilizalt készit-
ményformat kaptak, azonos mennyiségli normal-kony-
hasodinjekciot kaptak ugyanazon az oldalon, negativ
kontrollként. Az injekcio utan 72 éra mulva vérmintakat
vettlink a szérumok béta-interferonaktivitdsanak anali-
ziséhez. Az injekci6 utan 6, 12, 24, 48 és 72 6ra mulva
makroszképosan vizsgaltuk a borteritéma és heg kép-
z8désére. Az injekcio utani 72. éras vérvétel utan az al-
latokat ledltiik, az injekciék helyét makroszkdposan el-
lendriztiik szévetkarosodas jeleire, majd 10%-os, sem-
legesre pufferolt formalinban fixaltuk. Az izommintakat
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(injekcidhelyenként harmat) mikroszk6posan vizsgaltuk
gyulladasra, elhalasra, bevérzésre és lézidkra.

Eredmények

A Primary Irritation Index pontjai (EPA Dermal Clas-
sification System) szerinti értékeléssel a fenti folyékony
készitményformak csekély borirritacion kivil mast nem
okoztak. A BG9589-4 injekcio helyének makroszképos
ellendrzése egyik allatnal csekély irritaciot (bevérzést)
mutatott, a mikroszképos vizsgalat azonban semmi je-
Iét nem mutatta bevérzésnek, és megallapitottuk, hogy
a makroszképos megfigyelés mesterséges elvaltozast
hatarozott meg. Rdéviden: a mikroszkdpos vizsgalatok
megallapitottak, hogy a folyékony készitményforma
vizsgalati mintainak injekciéjaval kapott helyi reakciok
kévetkezetesen enyhék voltak, és hogy egyetlen reak-
ci6 sem volt komolyabb azoknal, amelyeket a liofilizalt
készitményforma vagy a normalkonyhasé alkalmazasa
okozott.

Ezenkivil a folyékony készitményformak ismételt
IM alkalmazasa utan a nyul bérének irritacidja
kdnnyen tesztelheté tébb nyulcsoport hasznalataval,
amelyek minden masnap 8 napon at a folyékony ké-
szitményformakbdi vagy normal-konyhasooldatbdl int-
ramuszkularis injekciokat (6sszesen 6t adagot) kap-
tak. A adagokat az egyes allatok hatan egy el6re meg-
hatarozott terileten adtuk be, hogy a vizsgalati minta-
nak valé helyi expozicié maximalis legyen. A bér mak-
roszképos leolvasasat mindegyik kezelt csoportban az
alkalmazasok utan 4-6 6ra mualva végeztiik és az utol-
s0 alkalmazas utan 24 6ra mulva. Naponta teljes meg-
figyelést végeztiink a bérkiértékelések idején. Az utol-
86 dézis utan 24 éraval végzett makroszkopos vizsga-
latot kdvetSen az allatokat ledltiik, hogy az injekcidk
helyét szovetkarosodas jeleire ellendrizhessiik. A szd-
veteket semlegesre pufferolt 10%-os formalinban fixal-
tuk. A konzervalt széveteket mikroszkdposan vizsgal-
tuk gyulladasra, nekrézisra, bevérzésre és lézidkra.
Vérmintakat is vettiink, kézvetlenil az elsé vizsgalati
minta beadasa elétt és az allatok ledlésének idejében,
hematoldgiai vizsgélat és a szérum kémiai vizsgalata
céljara.

9. példa

Klinikai vizsgalatok

A taldlmany szerinti folyékony készitményformak
jelentésen kuldnbdznek az el6z6 interferonkészit-
mény-formaktol. Barmelyik klinikai indikacié esetén
fennall annak lehet&sége, hogy megvaltozik az interfe-
ron farmakokinetikai és farmakodinamikai tulajdonsa-
ga, ha embereknél alkalmazzak. Sajnéalatosan a bé-
ta-interferon hatasai nagymértékben fajspecifikusak,
és helyes farmakoldgiai informaciok human sejtek te-
nyészetein, embereken és — kisebb mértékben — Rhe-
sus majmokon végzett vizsgalatokb6l szarmaznak.
Farmakoldgiai valtozasok — ha egyaltalan vannak —
tesztelésének eldénybe helyezett médja egy human bio-
ekvivalenciavizsgalat elvégzése.

A béta-interferon antiviralis szintjét szérumban a ci-
topatids hatasra (CPE) iranyuld bioassay-vel hataroz-
hatjuk meg, péidaul az 1. példaban leirt médon. A hu-
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man bioekvivalenciavizsgalatot barmennyi folyékony és
liofilizalt interferonkészitmény-forman elvégezhetjiik.
Szérum analizisével a gbrbe alatti terillet (area under
the curve=AUC) és a Cp,,, aktivitasi paraméterekbdl
barmely normaljartassaggal rendelkez6 szakember
meg tudja hatarozni, hogy vajon a liofilizalt és a folyé-
kony készitményformak bioekvivalensek-e. Egy bioekvi-
valenciavizsgélati protokollra példaképpen leirunk egy
kettds-vakkal, egyetlen dozissal végzett cross-over
vizsgalatot, hogy szemléltessiik egy taldimany szerinti
folyékony készitményforma és egy liofilizalt béta-interfe-
rontermék bioekvivalencidjat egészséges 6nkéntese-
ken.

Kivitel: A) készitményformakbol minden személy
azonos adagot (példaul 60 pg/12 MIU) kapott egy ket-
tés-vak, kétperiédusu cross-over vizsgalatban (4. tab-
lazat). A személyek kora 18 és 45 év kdz6tt volt és ma-
gassagukra és testalkatukra nézve a normal-testto-
megtartomany 15%-on beliil volt. Hematoldgiai és ké-
miai vizsgalatra, valamint a szérum béta-interferonakti-
vitdsanak és farmakodinamikai profiljanak meghataro-
zasahoz vérmintakat vettiink kbézvetlenil a beadas
elétt és kildnbdzé idépontokban a beadasok utan
144 6ran at. Az injekcio okozta fajdaimat és az injekcié
helyi reakcidit mindvégig figyelembe vettiik.

Intézkedés: Az interferonnal tarsult nathaszindréma
elleni profilaxisként minden személy acetamidofént ka-
pott kézvetlenlil az injekcidzasi periddusok elétt és alatt.

Farmakokinetika

Szérum-béta-interferonmeghatarozasok

A szérumszinteket antiviralis egységekben mértuk,
CPE assay-vel. A szérum antiviralis szinteket AUC,
Crax. értékekre analizaltuk és a T,,,, .AUC értékeket
az adas idejébdl szamitottuk ki az utolso kimutathaté
szintig (AUCOgq_1) és az adas utan 144 ¢6ran at
(AUCq_144)- A kezelés adatainak standard leiréanalizi-
sét SAS program hasznalataval végeztiik (version
6,08, SAS Institute, Cary, North Carolina).

4. tablazat
Adagolasi séma a mintatanulmanyhoz

Dézis- | Adagolas | Dézis Kezelési Kezelési

csoport modja (MIU) periédus periédus
1 2

1 M 12 Liofiliza!lt | Folyékony
(60 ng) (60 ng)

2 M 12 Folyékony | Liofilizalt
(60 pg) (60 pg)

Farmakodinamika

Vizsgaltuk az interferon aital indukalt GTP ciklohid-
rolazenzim termékét, a neopterint. Ez a biol6giai mar-
ker a makrofag- és T-sejt-aktivalast jelzi [C. Huber et
al., J. Exp. Med., 160, 310-314 (1984); 1996, szeptem-
ber 20; D. Fuchs et al., Immunol. Today, 9, 150-155
(1988)). A rekombinans béta-interferonnak Ugy a nem
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klinikai, mint klinikai vizsgalata azt mutatta, hogy a
neopterin indukcidja a kilébnbdzd rekombinans human
béta-interferonkezelések alkalmazasa utan kapott szé-
rumaktivitas-szintekkel van osszefiiggésben.

A neopterin standard laboratériumi eljarasokkal
mérhetd. A béta-interferon farmakodinamikus profilja
harom szérumneopterin-paraméter kiszamitasaval
kvantitativ médon leirhaté. Az els6 paraméter — Eayc —
a neopterin vs id6gorbe alatti terlilet alapvonalszintre
korrigalva. A masodik paraméter az Eyay; €z a para-
méter a kapott neopterincsicsszint és a neopte-
rin-alapvonalszint koz6tti killdnbség; a harmadik para-
méter az indukcids hanyados: IR (induction ratio); ezt a
paramétert Ggy szamitjuk ki, hogy a neopterin-
csucsszintet elosztjuk a neopterin-alapvonalszinttel.

Statisztika

Két Wilcoxon—-Mann-Whitney-féle egyoldaliteszt-el-
jarast hasznaltunk az AUC-ra, hogy meghatarozzuk az
ekvivalenciat. Annak érdekében, hogy a folyékony ké-
szitményformabdl szarmazo interferonnak a liofilizalt
készitményformabdl szarmazé interferonhoz viszonyi-
tott relativ biologiai alkalmasséagat és 90%-os konfiden-
ciahatérait kiértékeljik, az AUC-t varianciaanalizisnek
(ANOVA) vetettiik ala logaritmusrendszerbe valé
transzformalas utan. A ,személyek koézotti® (,bet-
ween-subject”) variaciobol a szekvenciakat és a neme-
ket izolaltuk. A ,személyeken bellli” (,within-subject”)
variacidkbdl a periddusoknak és kezeléseknek tulajdo-
nithaté komponenseket izolaltuk.

Azok szamara, akik a szakterileten gyakorlattal
rendelkeznek nyilvanvald, hogy a talalmany itt eléadott
részletes leirasat és gyakorlatat tekintetbe véve, a ta-
lalmanynak mas kiviteli alakjai és alkalmazasai lehet-
nek. A leirasok és példak csupan a szemléltetést szol-
galjak, a taldimany valddi oltalmi korét és szellemét a
kovetkezd igénypontok tartaimazzak.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Folyékony készitmény, amely interferont és
0,3%-5% (t/tf) aminosav-stabilizalészert tartalmaz,
melyet savas jellegli aminosavak, arginin és glicin ké-
zill valasztunk ki, ahol a folyékony készitmény nem egy
liofilizalt interferonbdl rekonstitudlt készitmény, és uto-
lag sem kertill liofilizalasra.

2. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az aminosav-stabilizalészer arginin vagy gli-
cin, és a folyékony készitmény szérumalbumintél men-
tes.

3. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
melyet egy olyan tartaly tartalmaz, amelynek legalabb
az egyik feliilete az interferonra nézve inert anyaggal
van bevonva.

4. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferon béta-interferon vagy rekombi-
nans technikaval elballitott interferon.

5. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelynek pH-ja 4,0-7,2.
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6. Az 5. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelynek pH-ja 4,8-5,2.

7. A 6. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelynek pH-ja 5,0.

8. A 6. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben a savas jellegi aminosav glutaminsav.

9. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az arginin arginin.HCI.

10. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferonkoncentracié 6 MIU-50 MIU.

11. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferonkoncentracié 6 MIU-50 MiU/d6-
zis.

12. A 3. igénypont szerinti folyékony készitmény,
ahol a tartalynak legalabb az egyik feliilete szilikonnal
vagy poli(tetrafluor-etilén)-nel van bevonva.

13. A 12. igénypont szerinti folyékony készitmény,
ahol a tartaly egy fecskendd.

14. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferon béta-interferon, az amino-
sav-stabilizalészer 170 mM L-glutaminsav, és tovabba
egy pH 5,0 értékii puffert tartalmaz.

15. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amely aminosav-stabilizalészerként glicint, és tovabba
egy sot tartalmaz.

16. A 14. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amely tovabba 15 mg/mi human szérumalbumint
és/vagy 0,1 t/tf% Pluronic F-68-at tartalmaz.

17. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferon béta-interferon, az amino-
sav-stabilizalészer (a) 140 mM arginin vagy (b)
70 mM glicinnel kombinalt 100 mM natrium-klorid, és
amely tovabba 20 mM pH 7,2 értékii foszfatpuffert tar-
taimaz.

18. A 17. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyet egy olyan tartaly tartalmaz, melynek legalabb
a folyadékkal érintkez6 feliilete szilikonnal vagy
poli(tetrafluor-etilén)-nel van bevonva.

19. A 18. igénypont szerinti készitmény, ahol a tar-
taly egy fecskend®d.

20. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amely eml6soknél parenteralis beadasra alkalmas, in-
terferonként béta-interferont és tovabba a készitmény
pH-jat 4,0-6,0 k6z6tt tartd puffert tartaimaz.

21. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
melyet egy olyan tartaly tartalmaz, amelynek legalabb
az egyik felllete az interferonra nézve inert anyaggal
van bevonva.

22. A 21. igénypont szerinti folyékony készitmény,
ahol a taroldtartalyban a folyadék-hatarfeliilet oxigén-
tartaimu gaztol mentes.

23. A 21. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben a béta-interferon sem a tartalyban torténd ta-
rolas alatt, sem azt megel6z6en nem lett kavitacionak
alavetve.

24. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben a puffer citrat-, szukcinat-, tartarat-, fumarat-,
glukonat-, oxalat-, laktat- vagy acetatpuffer.

25. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelynek pH-ja 4,5-5,5.
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26. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelynek pH-ja 5,0.

27. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amely steril.

28. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amely a veérrel izotonias.

29. A 20. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az interferon human rekombinans béta-inter-
feron.

30. A 29. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben a human rekombinans béta-interferon aktivi-
tasa 6-50 MIU.

31. Az 1. igénypont szerinti folyékony készitmény,
amelyben az aminosav-stabilizalészer 0,3%-3,13%
(t/tf) mennyiségben van jelen, és a folyékony készit-
mény fagyasztott.

32. Folyékony gydgyszerkészitmény, amely (a) in-
terferont, (b) acetatpuffert és (c) arginin tartalmaz, a
készitmény pH-ja 4,0-6,0, és a készitmény szérumal-
bumintdl mentes.

33. A 32. igénypont szerinti folyékony gydgyszerké-
szitmény, amelyben az arginin arginin.HCI.

34. A 32. vagy 33. igénypont szerinti folyékony
gyégyszerkészitmény, amelyben az interferon béta-in-
terferon.

35. A 34. igénypont szerinti folyékony gyogyszerké-
szitmény, amely a béta-interferont 6-50 MiU-ban tar-
talmazza.

36. A 34. igénypont szerinti folyékony gyégyszerké-
szitmény, amely a béta-interferont ddzisonként
6--50 MiU-ban tartalmazza.

37. A 32-36. igénypontok barmelyike szerinti folyé-
kony gyégyszerkészitmény, amely 20 mM acetatpuffert
tartalmaz.

38. A 32-37. igénypontok barmelyike szerinti folyé-
kony gyégyszerkészitmény, amely 0,3%-5% (Vtf) argi-
nint vagy arginin.HCl-ot tartalmaz.

39. A 32-38. igénypontok barmelyike szerinti folyé-
kony gyogyszerkészitmény, amely tovabba egy feliilet-
aktiv anyagot tartaimaz.

40. A 39. igénypont szerinti folyékony gyogyszerké-
szitmény, amelyben a feliiletaktiv anyag 0,1% (t/tf) Plu-
ronic F—68.

41. A 3240. igénypontok barmelyike szerinti folyé-
kony gyégyszerkészitmény, amelyben az oldott oxigén
szintje alacsonyabb, mint a 1égkéri egyensulyi szintek
30%-a.

42. A 41. igénypont szerinti folyékony gyogyszerké-
szitmény, amelyben az oldott oxigén szintje alacsonyabb
vagy egyenl a Iégkéri egyensulyi szintek 10%-aval.

43. Eljaras interferon stabilizalasara egy folyékony
gyogyszerkészitményben, azzal jellemezve, hogy
bsszekeveriink (a) egy interferont, (b) egy puffert és (c)
0,3%~5% (t/tf) mennyiségben egy aminosav-stabiliza-
l6szert, melyet savas jellegli aminosavak, arginin és
glicin kéziil valasztunk ki, ahol a folyékony gyogyszer-
készitményt nemliofilizalt interferonbdl rekonstitualjuk,
és a készitményt utdlag sem liofilizaljuk.

44. Az 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az aminosav-stabilizalészer arginin vagy gli-
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cin, és a folyékony gydgyszerkészitmény szérumalbu-
mintél mentes.

45. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a folyékony gyogyszerkészitményt egy olyan
tartalyba helyezziik, amelynek legalabb az egyik feliile-
te az interferonra nézve inert anyaggal van bevonva.

46. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a folyékony gyégyszerkészitményt egy tartalyba
helyezziik, és az interferont sem a tartalyba helyezés so-
ran, sem azt megel6z6en nem vetjikk ala kavitacionak.

47. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy interferonként béta-interferont vagy rekombi-
nans technikaval eléallitott interferont alkalmazunk.

48. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy 4,0-7,2 pH-ju puffert alkalmazunk.

49. A 48. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a puffer pH-ja 4,8-5,2.

50. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a puffer pH-ja 5,0.

51. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy aminosav-stabilizaldszerként arginint, kiiléno-
sen arginin.HCl-ot alkalmazunk.

52. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az interferont 6 MIU-50 MIU koncentraciéban
alkalmazzuk.

53. A 45. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a tartalynak legaldbb az egyik feliilete szili-
konnal vagy poli(tetrafluor-etilén)-nel van bevonva.

54. Az 53. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a tartaly egy fecskends.

55. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy interferonként béta-interferont, pufferként
20 mM 7,2 pH-ju foszfatpuffert &és aminosav-stabilizalé-
szerként: (a) 140 mM arginint vagy (b) 100 mM nét-
rium-kloriddal egyesitett 70 mM glicint alkalmazunk.

66. Az 55. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a folyékony készitményt egy olyan tartalyba
helyezziik, melynek legalabb egyik folyadékkal érintke-
z8 felillete szilikonnal vagy poli(tetrafluor-etilén)-nel
van bevonva.

57. Az 56. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a tartaly egy fecskendd.
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58. Eljaras interferon stabilizalasara egy folyékony
gyégyszerkészitményben, azzal jellemezve, hogy
dsszekeveriink (a) egy interferont, melyet nemliofilizait
interferonbdl rekonstitualtunk, (b) egy acetatpuffert és
(c) arginint, és a folyékony gydgyszerkészitményt uto-
lag sem liofilizaljuk.

59. Az 58. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az argininként arginin.HCl-ot alkalmazunk.

60. Az 58. vagy 59. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy interferonként béta-interferont alkal-
mazunk.

61. A 60. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az interferont 6-50 MIU koncentraciéban al-
kalmazzuk.

62. A 60. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az interferont dézisonként 6-50 MIU-ban al-
kalmazzuk.

63. Az 58-62. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy 20 mM acetatpuffert hasz-
nalunk.

64. Az 58-63. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy az arginint vagy argi-
nin.HCl-ot 0,3%—5% (t/tf) mennyiségben alkalmazzuk.

65. Az 58-64. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy egy felliletaktiv anyagot is
keverunk a készitményhez.

66. A 65. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy feliiletaktiv anyagként 0,1% (t/tf) Pluronic
F—68-at alkalmazunk.

67. Az 58-66. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy szérumalbumint nem
adunk hozza.

68. Az 58-67. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a folyékony gyégyszerké-
szitményt egy tartalyba helyezziik, és a béta-interfe-
ront sem a tartalyban tortéené tarolas soran, sem azt
megeléz6en nem vetjik ala kavitacionak.

69. Az 58-67. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a folyékony gyégyszerké-
szitményt egy olyan tartalyban taroljuk, ahol nincs oxi-
géntartalmu folyadék-hatarfeliilet a folyékony gyogy-
szerkészitmény és a tartaly k6zott.
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Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tor6csik Zsuzsanna féosztalyvezet6-helyettes
Windor Bt., Budapest
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