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A taldlmény targyat Gj, kristdlyos alakban eld&llithatd

alfa-interferon-fém-komplexek képezik, mindenekeldtt monoklin

kristalyos cink-alfa-2-interferonok (cink-IFNa,) — eldénydsen
cink-alfa-2b-interferon — vagy kobalt-alfa-interferonok,
mindenekeldtt kobalt-alfa-2-interferonok (kobalt—IFNaz),

ezek eldidllitdsa és olyan kristalyos IFNo készitmény, amelynek
a felezési ideje a szérumban legaldbb 12 6ra, ha egy fdemlés-
nek szubkutdn injekcidé formdjéban beadjak, ezért lehetdvé te-

szl szabalyozott kioldddast gydgyszerforma eldallitidsat.
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A taldlmany targyat 4j, kristdlyos alakban eldallithatd
alfa-interferon-fém-komplexek, kiildndsen interferonok cinkkel
vagy kobalttal képzett kristdlyos komplexei képezik, vagyis a
taldlmany fehérjék, mindenekeldtt interferonok kristalyosita-
séval foglalkozik.

' A humdn alfa-interferonock a fehérjéknek egy legaldbb 24
altipusbdl 4116 csalddjat alkotjdk [K.C. Zoon: Interferon 9, 1
(1987), szerkesztd: I. Gresser, Academic Press, New York].
Ezek eredetileg olyan anyagokként irtdk le, amelyek képesek a
sejtekben a virusok szaporoddsdt meggdtolni, mai tudasunk
szerint azonban az mondhatjuk, hogy az immunrendszer tdbb kii-
1énbdzd funkcidjat befolydsold pleiotropids limfokinekrdl van
szb [Opdenakker et al.: Experimentia 45, 513 (1989)]. Az in
vitro bioldgiai hatasuktél fluggetlentil a humén alfa-
interferonok jelenlegi alkalmazédsi terliletei k&zé tartozik a
tliskéssejtes leukémia, a Kaposi-szarkdéma, a hegyes szemdlcs
(verruca acumiﬁata), a hepatitis B és hepatitis C kezelése.

Tisztitott, steril, liofilezett rekombindns interferonbdl
készlil az alfa-2b-interferon néven ismert készitmény. Jelentds
igény mutatkozik az alfa-interferonok, elsdsorban az alfa-2b
tipusli rekombindns alfa-interferon kristdlyos alakjai iréant,
egyrészt a szerkezet felderitésével kapcsolatban, masrészt
kildénbdzd alkalmazadsi formdk — beleértve a szabdlyozott ki-
0ldéast készitményeket — kifejlesztése cé&ljabdl.

Mind ez ideig a kristdlyos humdn alfa-interferon két for-
madjat Irtdk le [Miller et al.: Science 215, 689 (1982); Kung

et al.: U.S 4 672 108 szaml szabadalmi irat; Weissmann: "The
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Cloniong of Interferon and Other Mistakes", in: Interferon
1981, szerkesztd: Ian Gresser, Academic Press, New York, 101-
134; Weissmann: Phil. Trans. R. Soc. Lond. B299, 7 (1982):;
Nagabhushan et al.: "Characterization of Genetically
Engineered alpha-2-Interfron", in: Interferon: Research
Clinical Application aﬂd Regulatory Consideration, Zoon et
al.: Elsevier, New York 79 (1982)]. A publikdcidkban ismerte-
tett eljarasok az alfa-2-interferon kristdlyositdsat polieti-
lénglikolbdl, alacsony hémérsékleten, illetve foszfatpufferrel
készlilt oldatbdl, a pH és a hémérséklet bedllitasidval végzik.A
Miller és munkatdrsai neve alatt megjelent kdézleményben
emlités toérténik arrdl is, hogy az alfa-2-interferon
kristdlyai hasdb alaklak. Az alfa-2-interferon monoklin haséb
alakd kristdlyai elddllitésanak kdérllményeit — amménium-szul-
fat-oldat, gbézdiffiazidés fuggdcsepp mbédszer, 22 °C — a
PCT/US91/03660 szami nemzetkdzi szabadalmi bejelentésbdl
ismerhetjik meg.

Az alfa-interferont (a nemzetkdzi szakirodalomban
hasznalt roéviditéssel: (IFNwa) altaldban szubkutidn vagy intra-
vénas 1injekcidé formdjdban alkalmazzdk, rendszerint kérhézak-
ban vagy rendeldintézetekben. Az (IFNa) felezési ideje a szé-
rumban 2-6 6ra, ha a bdr ald fecskendezzlk, intravéndsan bead-
va azonban minddssze néhany perc, és ha az iddébeni lefutést
vizsgdljuk, a vérszintgdrbe lokésszerd, hullamzd profilt mu-
tat, azaz a szérumkoncentracid gyors emelkedését gyors csok-
kenés koveti. Eppen ezért, hogy a hatdanyag koncentricidjat

terdpidsan hatékony szinten tartsuk a szérumban, a fehérje



megfeleld adagjainak gyakori beaddsdra van szlkség. A klinikai
gyakorlat szempontjdbdl azonban sokkal eldnydsebb lenne, ha
sikerilne az IFNa hatdanyagot tartalmazd olyan gydgyszerfor-
mét kifejleszteni, amelybdl a fehérje folyamatosan szabadul
fel és kerll a vérdramba, midltal a szérumban a hatbanyag kon-
centracidja elér egy bizonyos értéket, &s huzamosabb ideig e-
zen a szinten marad, vagyis a vérszintgdrbe platdszerd szaka-
sza Jellemzi a kinetikai képet. Az ilyen készitményeket a
gybgyszerészetben szabdlyozott kioldédasi gydgyszerformdnak
nevezik.

Napjainkig az ismert kristdlyos alfa-interferonok egyike
sem bizonyult alkalmasnak arra, hogy szabalyozott kioldddasd
gydgyszerformdt lehessen késziteni beldlik, ugyanis ilyen cél-
ra megfeleld tulajdonsagld anyagok szikségesek, nevezetesen
korlatozott oldékonysag 37 °C-on, és megfeleld stabilitds az
injekcidéként beadhatd gydgyszerkészitmény esetében, amely ki-
elégiti a nemzetkdzi szakirodalomban "GRAS" néven ismert kate-
goria Génerally Recognized as Safe) 4altaldnos gydgyszerbizont-
sdgi kovetelményeit. Mindazondltal a szabdlyozott kioldddasa
gybgyszerforma potencidlis eldnyei jél ismertek. Eldszdr is,
szabadlyozott kiolddédasi készitmény formdjdban kisebb ddézisban
kaphatja a beteg a gydégyszert, amely igy azonos vagy jobb ha-
tékonysadag ellett nagyobb biztonsagot jelent. Azonfellll a
bioldégiai hozzdférhetdség iddbeni megndvelése kdvetkeztében Gj
terapias alkalmazasi terlletek feltarasdra is lehetdség
addédik, mivel ilyen médon javul a hatdanyag eloszlidsa é&s a

szervekbe vagy szdvetekbe vald bejutdsa. Az elmondottakbdl



nyilvanvald, hogy igény mutatkozik IFNo hatdanyagot tartalmazd
szabalyozott kiolddédasi gydgyszerkészitményre.

A fentiek alapjén a taldlmany targyadt mindenekeldtt a
morfoldgiailag monoklin kristalyos cink-IFNa,, azaz az alfa-
-2-interferonbdl készllt cinkvegyllet képezi. Ugyancsak a ta-
lalmany targyat képezi a kristdlyos kobalt-IFNa,, tovabba a
taldlmany targya olyan kristdlyos IFNa,, amelyet valamely £8-
emlésnek szubkutdn injekcid formédjdban beadva, a felezési
ideje a szérumban legaldbb 12 déra.

A taldlmadny targya azonkivil eljdras kristalyos IFNo, e-
1l64llitaséra, ami abbdl &4l1ll, hogy alfa-2-interferonbdl old-
haté fémkomplexet képezink, és az oldhaté IFNa,-fém-komplexet
oldatban a fém ecetsavas séjaval egyensilyba hozzuk, olyan k&-
rilmények koézdtt, ami azt eredményezi, hogy az IFNa,-fém-
-komplex-oldat tGltelitetté valik, és kristdlyos IFNa,-fém-
-vegylulet keletkezik. |

A taladlmény egyarant vonatkozik az alfa-interferonbdl
készllt fémvegyllet monoklin, lemezes vagy tlkristdlyos forma-
ira.

Az 1. abran vérszintgdrbéket lathatunk. A 10-es szammal
jeldlt gérbe a foszfatpufferrel készllt oldatban beadott alfa-
-2-b-interferon vérszintjét mutatja az idé fluggvényében, mig a
12-es szammal megjeldlt gdrbe a protamin-szulfat hordozdval
befecskendezett alfa-2b-interferon-cink-komplex vérszintérté-
keit mutatja.

A taldlmany tehdt mindenekeldtt 4j, kristdlyos fém-IFNo-

-komplexekre, és kildndsen interferonok cinkkel vagy kobalt-



tal képzett, kristadlyos komplexeire vonatkozik. Ezeknek a
kristalyos anyagoknak az oldhatdésdga megfeleld a gydgyszerké-
szitményekhez kivanatos mértéknek, ami annyit tesz, hogy 37
°C-on korlatozottan oldhatdak, a részecskeméret alatta marad a
200 upm-nek, és a vegylletek oldatban, szobahdémérsékleten elég-
gé stabilnak bizonyultak az injekcids alkalmazdshoz. Egyetlen
adagban 34x10° NE kristalyos cink-IFNa,p,-szuszpenzidét a bér ala
fecskendezve, a szérumkoncentridcid alapjén mértik az elimina-
cid sebességét, és azt taldltuk, hogy a felezési idd 12 6ra,
ami lényegesen magasabb a nem kristdlyos IFNo,p,-t tartalmazd
INTRON A (R) (Scering-Plough, Kenilworth, New Jersey) esetében
kapott értéknél. Ennél a készitménynél a szérumban mért
felezési idé 2-3 dra, tehdt a ndvekedés mintegy 4-6-szoros.

A fém-interferon-komplex tiltelitett oldatdbdl a krista-
lyosodéds meginditédsdra tobb mbédszer is ismeretes, ilyen
példaul a gdbzdiffazid, a folyadékdiffidzid, az &llandd hémér-
sékletd és a hémérséklet-indukcids eljédréds, valamint ezek kom-
bindcidi. A kristalyosodas csak akkor indul meg, ha a fehérje-
koncentracidé, a pufferkoncentracid, a fémionok koncentricidja,
tovabbad a hdémérséklet egy meghatirozott, szlk tartomdnyba e-
sik. A felsorolt paraméterek tekintetében a tilltelitettség el-
éréséhez szlkséges kérlilmények megteremtéséhez alkalmas lehet
a f6zdiffdzid (flggbdcsepp wmddszer), a folyadékdiffiazid
(dializis és ultraszirés), az allandd hdémérsékletd eljaras, 4
°C és 22 °C ko6zdétti tartomanyban, illetve a hdémérséklet-induk-
cidés eljdras (a hémérsékletet bizonyos idé alatt 4 °C-rdl 22

°C-ra ndéveljik). Eldnydsen az alfa-2b-interferonbdl toérténd



komplexképzéshez hasznalt fémsé valamilyen kobalt- vagy
cinksd, és az egyensilyba hozdst &llandé hémérsékleten vagy
hémérséklet-indukcidval végezzuk.

Az IFNa-fém-komplex oldata egy fém-acetidt-sdét tartalmaz.
A fém-acetat-sbé eldnydsen a cink- kadmium-, kd&lium-, litium-,
magnézium- vagy kobaltsdék valamelyike, de legeldnydsebb a
cink-acetat, és az oldatbdl a kristdlyosoddst vagy az lUgyneve-
zett &lland® hdémérsékletd eljdrdssal vagy hémérséklet-induk-
cibds eljéarassal valtjuk ki. A gbzdifflzidés és folyadékdiffi-
z16s kisérleti elrendezés esetében az oldatot tdéményebb cink-
-acetat- vagy kobalt-acetat-oldattal szemben hozzuk egyensily-
ba. Egyensiulyba hozds alatt itt azt a folyamatot értjuk, ami
dltal az egyik, az alacsonyabb sdkoncentracidéji oldatbdl ozmd-
zis kovetkeztében az olddszer diffdzid Gtjan a mésik, a maga-
sabb sdékoncentracidji oldatba vadndorol, és ez azt eredményezi,
hogy a két oldat koncentracidja kiegyenlitddik, azaz egyensi-
lyi helyzet joén létre.

Az IFNay-oldatban a kristdlyosodds meginduldsakor az
acetdtsd eldnydsen 60 mM és 140 mM kozdttl értéknek megfeleld
koncentriacidban van jelen, illetve még eldnydsebb, ha az ace-
tdtsd koncentracibdja a 80 mM és 100 mM koézdtti tartomanyba
esik. Amint azt késdbb még targyaljuk, az egyensilyba hozéas
folyamatanak megkezdésekor, gbézdiffizids vagy folyadékdiffdzi-
6s kisérleti elrendezés esetén az acetédtsd koncentracidja ala-
csonyabb, mintegy 20-70 mM.

Az IFNo, eldénydsen alfa-2b-interferon, illetve még eld-

nydsebben humdn, rekombindns alfa-2b-interferon. A taldlmény



esve

egyik megvaldsitott formédjdban a hatdanyag alfa-2b-interferon,
amelynek az aminosav-szekvencidja az 1. adatlapon felirtnak
felel meg. Magdtdl értetddik azonban, hogy hatdanyagként az
IFNo,, ugyancsak haszndlhatdé. Az alfa-2a-interferon primér
aminosav-szekvencidja az 1. adatlapon bemutatott szekenciatél
abban kilénbdézik, hogy a 23-as szami aminosav arginin helyett
lizin.

Az alfa-2-interferon acetdtsdval készult oldata puffer-
rolt oldat, amelynek a pH-ra 5,0 és 7,0 kdézé, eldnydsen 5,5 és
6,5 ké6zé esik, példaul 6,0-os pH-ju, pufferolt 35 mM nétrium-
acetat-oldat.

Amint azt fentebb mar jeleztlk, a taldlmany szerinti el-
jaras magaban foglalja egy fém-IFNa,-komplex-oldat eld-
allitédsat, amely oldat bizonyos kérlUlmények koézdtt tldltelitet-
té valik, és megindul a kristdlyosodds. Az oldat tdltelitetté
valasat kulonbdzd kristalyositidsi mddszerekkel é&rhetjuk el,
igy gdzdiffiazidval, allandd hémérsékleten kivitelezett folya-
dékdiffdizidéval, dGgynevezett hémérséklet-indukcids eljdréssal
vagy ezek kombinadcidéjaval. A gdzdiffdzids mddszernél a cink-
-IFNa,-komplexet egy acetatsd-oldattal hozzuk egyensilyba, ami
azt eredményezi, hogy a cink-IFNa, tekintetében az oldat tdl-
telitetté valik, és allandd hémérsékleten megindul az alfa-2-
-interferon-kristilyok kivaldsa. A folyadékdiffidzidés mbdszer-
nél a cink—IFNa2—komplex pufferolt cink-acetat-oldatban van,
és ezt az oldatot &llandd hdémérsékleten, ugyancsak pufferolt,
de tdéményebb cink-acetdt-oldattal szemben dializisnek vetjlk

alda. A hémérséklet-indukcids eljards esetében a pufferolt



fém-acetat-oldattal készllt fém-IFNa-oldatban dgy inditjuk meg
a kristdlyosodast, hogy a hdémérsékletet 4 °C-rdél 22 ©°C-ra
emeljik.

A taldlmany szerinti eljaradshoz barmilyen megfeleld IFNa,
felhaszndlhaté, 1Igy példdul az IFNa,, és IFNo,y,, eldnydsebb
azonban humdn, rekombinans IFNo,, (r-h-IFNo,,) vagy IFNoyy,
(r-h-IFNwoyy,) alapanyagb6l  kiindulni. A kereskedelemben a k&-
vetkezd IFNa, készitmények kaphaték: A Hoffmann-La Roche
ROFERON@ és a Schering-Plough INTRON® nevld készitménye;
tovdbbad a Burroughs-Wellcome Corporation WELLFERONS(:D nevd
készitménye, amely tulajdonképpéen tiszta interferonok IFNa,-t
tartalmazd keveréke. A humdn alfa-interferonok nagyfoka
szekvenciaazonossagara tekintettel, a talalminy szerinti
eljaréas mindegyik altipusra alkalmazhatd.

A human IFNa, altipusokat rekombinans DNS-technolégiaval
dllithatjuk eld, illetve természetes forrasbdl szarmazd anyag
(példaul human periférids vérlimfocitdk vagy humdn limfoblasz-
toid sejtvonalak) tisztitdsaval is hozzdjuthatunk ilyenhez,
példaul a Pestka és munkatdrsai [Ann. Rev. Biochem. 56, 727

(1987)] &ltal leirtakat ko&vetve. Mindazondlt az IFNo, kiin-

duléasi anyag vonatkozasaval az r-h-IFNoyy, bizonyult
eldnydsnek, amelynek az aminosav-szekvencidja az 1. adatlapon
léathatd.

A természetres eredetll alfa-interferonokhoz kildnbdzd
forrasokbdl, igy teljes vérbdl izolalt leukocitakbdl, neonata-
lis fibroblasztokbdl, limboflasztoid é&s kuldénbdzd leukémias

sejtvjonalakbdl szarmazd fehérjék tisztitdsdval juthatunk. Az



elsé, klinikailag hozzaférhetd, humdn leukocita-interferon ké-
szitményt. K. Cantell és tdrsai fejlesztették ki Finnorszag-
ban. Ugy jartak el, hogy a szokdsos donoroktdl vett, centri-
fugalt vért interferonnal bekezelték, majd Sendai-virus hoz-
zdadasaval kivaltozzdk az IFNa-termelést, azutdn a centrifu-
géléssal nyert fellllszdét kdlium-tiociandttal precipitdltat-
tédk, etanollal extrahdltdk, végul egy pH-precipitacidt kdve-
téen foszfattal pufferolt nitrium-klorid-oldattal szemben dia-
lizist végeztek, aminek eredményeképpen megkaptdk a tisztitott
alfa-interferont [K.E. Morgensen et al.: Pharmacol. Ther. 1,
369 (1977)1].

C.Weismann és munkatdrsai [Science 209, 1343 (1980)], va-
lamint més kutatdcsoportok is a rekombindns alfa-interferont
kldénoztdk és E. coli-ban expresszidltdk. A rekombindns alfa-in-
terferonok tisztitdsat szintén leirta tdbb kutatdcsoport is. A
tisztitds altaldban kromatografids lépések és ammédnium-szulfa-
tos kicsapés kombindcidhjaval tdérténik, a kromatogrédfids elja-
rasok kd&zdtt egyardnt megtaldlhatd az affinitdskromagotrifia,
az ioncseréld kromatogrdfids és a gélszlrés, amint példiul C.
Weissmann [Phil. R. Soc. (London), b299, 7 (1982)] 1leitra.
Egy mésik lehetséges tisztitdsi mbédszer a rekombindns alfa-
-interferonok elddllitésa sordn az immuno-affinitdskromatog-
rafia, amelynél immobiliz&lt antitesteket haszndlnak [P.P.
Trotta et al.: Developments in Industrial Microbiology 72, 53
(Elsevier, Amsterdam 1987)]. A rekombindns alfa-interferonok
esetében alkalmazhatd tisztitdsi eljardsokrdl jé A4ttekintést

nyGjtanak T.L. Nagabhushan és P.P. Trotta [l4dsd Ullman's En-



cyclopedia of Industrial Chemistery Al4, VCH:372 (Weinheim,
Federal Republic of Germany, 1989)].

Eldénydsen a taldlmidny szerinti eljdradshoz felhasznilt
IFNa, tisztitésa hagyomdnyos médszerekkel (lasd Ullmann's
Encyclopedia of Industrial Chemistry] térténik, majd a végsd
tisztitdst forditott fazisd nagynyomdsi-folyadékkromatografi-
ds eljaréassal végezzik.

Az IFNo kristdlyositasndl alkalmazhatd gdézdiffidzidés el-
jdrds soran 4ltalaban cseppekkel dolgozunk, mint példaul a
fliggbcsepp médszer vagy a szendvics mbédszer esetében. Az ace-
tatsd-oldattal készllt IFNa,-oldat egyensillyba hozdsdhoz egy
mésik acetdtsd-oldatot haszndlunk, amely azonban az acetdtot
nagyobb koncentrécidban tartalmazza, mint az elsd oldat. E-
lénybsen az egyensily létrejdtte lassiG folyamat, példaul 1
6ratdél 30 napig terjedd iddtartamd lehet.

Nagyobb mennyiségl kristidlyos termék eld41llit&dsandl més,
a gbzdiffdzids eljardshoz hasonld médszert alkalmazhatunk a
tiltelitettség 1létrehozdsdhoz, és ez a mbédszer példaul a
folyadékdiffizién alapuld dializis vagy ultraszlrés lehet. A
kristdlyosodas meginditédsa szintén té&rténhet hdéméréklet-in-
dukcids eljéréssal, amikor is a nem kristdlyos fém-interferon-
-vegyllet szuszpenzidja vagy oldata a hdémérséklet emelésével
valik tiGltelitetté&, majd ezt koévetden megindul a gdcképzddés,
és krisatlyok keletkeznek. A klinikai gydrtéds folyamatidban a
nagyléptékd kristalyositast tisztitdsra vagy téményitésre
haszné&lhatjuk.

Az IFNa, végsd koncentricidja az acetidtsd-oldatban a



kristdlyosodds meginduldsakor, azaz az elsd kristdlyok megje-
lenésének 1iddpontjaban, az 5 és 80 mg/ml kdézdtti tartominyba
eshet, de még eldnydsebb, ha az IFNw, koncentrdciéja mintegy
5-50 mg/ml. Elénydsen az IFNa,y kiinduldsi koncentrdcidja hoz-
zadvetdleg 40 mg/ml.

A g&zdiffiazids eljarasndl az IFNa,-oldatban a fém-ace-
tat-sé koncentraciéja kezdetben —_ a kristalyosodéas
megindulédsa elétti fazisban — 10 és 70 mM kdézdtt lehet, azon-
ban eldnydsebb, ha az alfa-2-interferon oldatban a fém-ace-
tadt-sé koncentdrcibja a 20 mM és 45 mM k&zd8tti tartomdnyba e-
sik. Az UGgynevezett ellenoldatban az acetdtsd koncentricidja
60 és 140 mM koézdtt, de eldnydsen 80 és 100 mM kdzdtt van a
kristalyosodasi folyamat meginduldsa eldtt.

Az IFNaj-oldat és az ellenoldatként szolgdld acetdtsé-
-oldat pH-jat eldnydsen egy adott értékre &dllitjuk be, amely
érték hozzavetdleg 4,0 és 7,0 koézdétt lehet, de még eldnydsebb
az oldat pH-jat 5,5 és 6,5 kdzdtti értéken tartani. A Ph
bedllitéasdhoz minden olyan puffer alkalmas lehet, amely fé-
mekkel nem képez keldtot, igy példaul haszndlhatunk ilyen cél-
ra natrium-acetdtot, HEPES-t [4-(2-hidroxi-etil)-1l-piperazin-
-etanszulfonsav] vagy MES-t (4-morfolin-etdnszulfonsav).

A kristdlyosités soran, mind a gézdiffizids, mind a fo-
lyadékdiffGziés eljards esetében, eldnydsen szabidlyozott hd-
mérséklet-gradienst alkalmazunk. A hémérséklet eldnydsen a 7
°C és 22 °C, illetve még eldnydsebben a 6 °C és 14 °C kdézdtti
tartomidnyba esik, mig a gdcképzddés rendszerint 9 °C-os indul

meg, példaul a gbzdifftzids eljardsnédl.



A hémérséklet-indukcids mbédszereknél a hdémérsékletet e-
1dnydsen 1 °C-t6l 40 °C-ig ndveljlik. A hdémérséklet-emelkedés
lehet pillanatszerd, de akdr néhdny napot is igénybe vehet. E-
1lénydsnek az eljédrdst tartjuk, ha a hdémérsékletet linedris
gradienst képezve 1-10 nap alatt 4 °C-rdl 22 °C-ra emeljiik,
illetve még eldnydsebb, ha a hdémérséklet felsd értéke 18 °C,
és 4 °C-r6l indulva az emelkedés 1-10 nap alatt megy végbe.

A talalmany szerinti eljarassal elddllitott kristdlyos
IFNa, kiUldnbozé gydgyszerkészitmények alapanyagaként hasz-
nosithatd. A kristdlyos alfa-interferonbdl készithetiink pél-
daul szabadlyozott kiolddédédsd, dgynevezett depd készitményt,
amelye szubkutdn, intramuszkuldris vagy intraléziondlis in-
jekcidéként beadva, testtdémegkilogrammonként napi 0,1-1,0 ug-
nak megfeleld dbézis hozzdférhetdségét biztositja. A taladlmany
szerinti eljdrdssal kapott kristdlyos anyagbdl olyan depd
készitményt 4&llithatunk eld, amelynél a kioclddéddsi szebesség
szamottevden lasslbb, wmint az eddigi eljardsokkal, 4 ©°C-ndl
alacsonyabb hémérsékleten kinyert kristdlyok felhaszndlasaval
készllt gydgyszerkészitmények esetében. Kiléndsen a taldlmany
szerinti eljardssal szobahdémérsékleten (22 °C) kapott kristéa-
lyokrél &llithatjuk, hogy kevésbé hémérséklet-érzékenyek, mint
az alcsonyabb hémérsékletet igényld kristdlyositidsi médszerek-
kel eldallitott kristdlyok.

A gydgyszerkészitmények a fizioldgidsan hatékony meny-
nyiségi alfa-2-interferont a szokdsos gydégyszerészeti vivé-
anyagok valamelyikével egylttesen tartalmazhatjak. Elképzel-

heté olyan megoldas is, hogy a kristdlyos fehérjébdl gydgy-



szertechnoldgiai eljdrdsokkal — ilyen példaul a mikrokapszu-
las — készitunk szabdlyozott kioldédasi gybgyszerformit. Ez
esetben a kristdlyos fehérjét példaul DL-tejsavbél és glikol-
savbdl készllt kopolimer bevonattal lathatjuk el, vagy bea-
gyazhatjuk liposzdméba.

Az itt kdvetkezd részben a taldlmanyt példikon is bemu-
tatjuk, a megadott példdk azonban csak a szemléltetést szol-
galjak, és nem lehetnek a taldlmidnyra nézve korlatozd
érvénylek.

A példakban bemutatott kisérletek sorin rekombinins —
az expresszdlds E. coli-ban tdrtént, kévetve Weismann és
munkatarsai leirdsdt, ldsd Science 209, 1342 (1980) — human
alfa-2b-interferont hasznialtunk. A sejttenyésztést, a bio-
massza kinyerését &s az extrakcidt Leibowitz &s munkatarsai
mar kordbban publikdlt (lasd az US 4 315 852 szami szabadal-
mi iratot) eljédrasaval végeztﬁk. A kapott extraktum tiszti-
tdsa végett az aldbbi, egyébként dltaldnosan ismert tiszti-
tési lépéseket kombindltuk: etanolos extrakcid; immuno-
affinitaskromatografids (matrix gel blue ligand affinity
chromatography); ioncseréld kromatografia; és gélszirés. A
tisztitott IFNoyy, készitményt USP mindségl vizzel vagy 0,1 %-
os trifluor-ecetsav-oldattal dializ&altuk, majd az oldatot
liofilizaltuk, aminek eredményeképpen vagy a szabad bazis vagy

a megfeleld trifluor-ecetsavas sét kaptuk.
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1. példa

Morfoldgiailag monoklin kristalvos cink-IFNa2b eldllit&sa

Kenyon é&s munkatdrsainak az 1992. janudr 17-én benydj-
tott, 07/822 504 szdmd amerikai egyesllt &llamokbeli szabadal-
mi bejelentésben, tovabbid az 1992. oktdber 6-an benytjtott,
PCT/US92/08296 szami nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben le-
irt automata kristdlyositd rendszerét haszndljuk. A sziliko-
nozott kristalyositd kamra felsd feddlapjarédl a 20 mg/ml kon-
centracidban IFNa,,-t tartalmazd, 5,5 pH-jG, 17 mM natrium-
acetat- és 17 mM cink-acetdt-oldat 6 ul térfogati cseppcskéi
figgenek. A felsd lemez a lekent kristdlyositd kamra alsd ré-
szére ratéve, egy lUreg felett helyezkedik el, amelyben 1 ml
5,5 pH-j4, 35 mM natrium-acetdt- és 35 mM cink-acet&t-oldat
talalhatdé. A 22 °C-on folytatott inkubdlds 5. vagy 6. napjatdl

kezdve nagy monoklin kristdlyok valnak lathatéva.

2. példa

Morfoldgiajlag monoklin kristélvos cink-IFNazb elallitasa

Ezzel az eljarasvéaltozattal morfoldgiailag monoklin
kristalyos cink-IFNa,p-t &llihatunk eld. Ennél az eljardsnal a
18 mm-es, ko6r alak(, szilikonozott feddlaprdl a 20 mg/ml kon-
centrdcidban IFNo,,-t tartalmazé, 6,1 pH-jd, 2,5 mM natrium-
-acetat- és 37,5 mM cink-acetdt-oldatnak egy 10 pl térfogatd
cseppje 16g le. A kristdlyositd kamrdt, amely 1 ml 6,1 pH-jg,
5 mM ndtrium-acetdt- é&s 75 mM cink-acetit-oldatot tartalmaz, a
szilikonozott feddlappal lezdrjuk. A lezdrdst dgy végezzik,

hogy a kamra peremét egy morzsanyi nagyvdkuumzsirral lekenjiik,



.....

és vigydzunk arra, hogy a fliggd cseppecske a kristalyositd
kamra, vagyis az acetdtsd-oldat felett maradjon. 12 °C-on vé-
gezzlk ezt k&évetden az inkubdlast, amikor is mintegy 5 vagy 6

nap alat nagy, monoklin kristdlyok keletkeznek.

3. példa

Morfoldgiailag monoklin kristdlvos cink—IFNa2b elddllitédsa

Ezzel az eljarasvaltozattal elddllithatunk morfoldgiailag
monoklin kristdlyos cink-IFNa,p-t. Ennél az eljirdsndl egy 10
ul térfogatd, 20 mg/ml koncentracidban IFNoyp-t  tartalmazd,
6,1 pH-Jju, 45 mM cink-acetat-oldatbdl képzdddtt cseppecske 1ég
le a szilikonozott fed&laprdl. A kristdlyositd kamra 1 ml 90
mM cink-acetat-oldatot tartalmaz, amelynek a pH-ja 6,1. A
lezarast nagyvakuumban zsirral végezzik, vigydzva arra, hogy
lelégd cseppecske a kristdlyositd kamrdban a cink-acetat-ol-
dat felett helyezkedjen el. 12 °C-on végeze az inkubdlast, 5
vagy 6 nap utan nagy, monoklin kristdlyok keletkezése figyel-

hetd meg.

4. példa
Monoklin IENO oy, rontgendiffrakcids adatai

Rontgendiffrakcidés vizsgdlatokhoz az 1. példdban megadott
eljarassal elddllitott IFNa,,IFNay, monoklin kristdlyait dveg-
kapillarisba t6ltjik, majd 22°C-on CuKa-sugdrral besugdrozzuk.
A sugarforrds Rigaku RU-300 forgdé anddos generdtor, amelynek
az Uzemi paraméterei: 40 kV és 100 mA. Az alapadatokat egy

Nicolet X-100A tertletdetektorral régzitjlik, ugyanazt a sugéar-
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forrdst hasznalva.

A kristalyok a réntgendiffrakcids vizsgadlathoz stabilnak
bizonyultak, a diffrakcié 2,7 x 10710 @ (}) felbontasig 3jél
megfigyelhetd, de sokkal gyengébb a diffrakcids kép 3,2 x 10°10
() felbontdsndl. Kildnbdzd kisérletekbdl szdrmazd kris-
talyokat rdéntgensugdr-analizisnek aldvetve az eredmének a
morfoldgiai képpel Osszeegyeztethetdk voltak. A kristdlyok a
P2, tércsoportbatartoznak, az elemi cella paraméterei: a =
63,1 x 10720 m (&) b =76,6 x 10710 m (R); ¢ = 151,4 x 10°10
m (&); a = 90°; 5 91,2°; é&s 6 = 90°. Ezek az elsdként
kézzétett adatok morfoldgiailag monoklin kristdlyos fém-alfa-

-interferonrdl.

5. példa

Folyadékdiffizids kristdlvositdsi eljdrds (lemezek)

Ha szabalyozott kiolddédast készitményként, kristllyszusz-
penzidé formdjdban kivadnjadk alkalmazni a hatdanyagot, el kell
érntink, hogy a kristdlyok milligrammos vagy grammos tételben is
elddllithaték legyenek. Az ismertetett, gdzdiffdzidén alapuld

figgécseppes eljards nem alkalmas arra, hogy fehérjéket igy



nagyobb mennyiségben kristélyositsunk, ezért olyan kisérlete-
ket végeztlink, amelyek a gdbzdiffizids flggdcsepp eljaras
kérilményeinek az utdnzdsdval lehtdvé teszik kristdlyos IFNa,
elddllitasét. Kisérleteink sordn dolgoztuk ki a nagyobb anyag-
mennyiségek eldédllitdsidra alkalmas dializis médszert.

0,5 ml, 40 mg/ml koncentrécidéban IFNagy,-t tartalmazd, 5,5
pH-Jj4, 35 mM natrium-acetdt-oldatot belehelyeziink egy mikro-
dializdld zacskdba, amelynek a molekulatdmeg kiiszdbértéke 5000
kilodalton (Pope Scientific Inc., Menomonee Falls, Wisconsin),
és 22 °C-on, 2700 ml 5,5 pH—j&, 35 mM natrium-acetdt-oldattal
szemben dializdljuk. A hdémérsékletet 22 °C-on tartva, cseppen-
ként mintegy 2 nap alatt beadagolunk 0,3 M cink-acetdtot puf-
ferolt, 5,5 pH-ju oldat formdjdban. A cink-acetdt-oldat hoz-
zacsepegtetésének az a célja, hogy a cink-acetat koncentrdcid-
jat az IFNoyp-oldatban lassan 35 mM-nak megfeleld szintre
ndéveljik. A cink-acetat-oldat beadagolasat kévetden 1-2 bra
milva csapadék valik le, és szuszpenzid keletkezik. A szusz-
penzidét naponta mikroszkdp alatt megvizsgdljuk. 2 hét eltel-
tével néhany lemezke figyelmezd meg a szuszpenzidban. Az A&t-
lagosan 70 um méretd lemezek szdma a szuszpenzidban naponta
ndévekszik, 1gy 3 hét utan a szuszpenzid hozzavetdleg 90 %-ban

kristalyokat tartalmaz.

6. példa

Folvadékdiffizids kristalyositdsi eljdrés

0,5 ml, 40 mg/ml koncentrdcidban IFNoyp-t tartalmazd, 5,5

pH-j4, 35 mM natrium-acetdt-oldatot egy 5000 kilodalton



molekulatdmeg kilszdbértékd mikrodializald zacskdéban (Pope
Scientific Inc., Menomonee Falls, Wisconsin) 2700 ml 5,5 PH-
jd, 35 mM natrium-acetdt- és 35 mM cink-acetdt-pufferoldattal
szemben dializdlunk. A kapott szuszpenzidt 22 °C-on inkubil-
juk 3 héten a&t. A mikroszkdépos vizsgdlat 3-4 hét utdn lemezes

kristalyokbdl 4116 kristdlymasszat mutat.

7. példa

Hémérséklet-indukcids kristdlvositasi eljdrids (lemezek)

0,5 ml, 40 mg/ml koncentricidéban IFNa,n-t tartalmazd, 5,0
pH-jG, 35 mM natrium-acetdt-oldat pH-jat 4 ©°C-on, 1 M
natrium-hidroxid-oldattal 6,0-ra 4&llitjuk. Az igy kapott
szuszpenzidt Dbelemeritjik egy cirkulédcids hitdfiirddbe (RTE-
110, Neslab Instruments Inc., Newington, N.H.), és a vizflirdd
hémérskletét 1linedris grddiens mentén 4 nap alatt 22 ©°C-ra

emeljik. A mikroszkdpos vizsgdlat 4 nap utdn lemezes krista-

lyokbél 4116 kristédlymasszat mutat.

8. példa

Kristalyos cink-IFNo,y, elddllitdsa a gbzdiffizids eljdrds és a

hémérséklet-indukcids eljidrads kombinidlisaval

Morfoldgiailag monoklin kristdlyos cink-IFNa,p,-t &llit-
hatunk eld a gézdifflizids eljards és a hdémérséklet-indukciéds
eljards kombindléasaval. A 20 mg/ml koncentrdcidban IFNa,p-t
tartalmazd, 6,0 pH-ji, 40 mM cink-acetat-oldatbél 4 °C-on egy
10 ul térfogatd cseppecskét helyezink el a szilikonozott

fedblemezen. A kristdlyosité kamrat, amely 1 ml 6,0 pH-jq,
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80 mM cink-acetdt-oldatot tartalmaz, nagyvidkuumzsirt alkalmaz-
va a feddlemezzel lezdrjuk, Ugy azonban, hogy a cseppecske a
feddlemezen flggve maradjon. Ezt kévetden az egész kamrdt el-
helyezzik egy 12 °C-ra bedllitott inkubdtorba, ahol 12 °C hé-
mérsékleten folytatva az inkubdldst, 3-5 nap elteltével nagy,

monoklin kristalyok kezetkezését figyelhetjiik meg.

9-14. példik

Az eldadllitott cink-IFNa,y-kristdlyokkal kilénbodzd fi-
zikai és biokémiai vizsgdlatokat végeztunk, hogy igazoljuk a
molekula épségét, meghatarozzk a fehérje cinktartalmit, és
bizonyitsuk a szétesést kdvetden a bioldgiai aktivitds megma-

radasat.

9. példa

Fehérjetartalom meghatdrozisa

A 3. példadban leirtak szerint elddllitott cink-IFNayy,
kristaly mért mennyiségét 22 °C-on, 2000 ml 5,5 pH-jd, 35 mM
natrium-acetat-oldattal szemben dializdljuk 4 napig, hogy
eltavolitsuk a nem komplex koétésben levd cink-acetdtot. A
szuszpenzidt ezutan centrifugdljuk, és a mosdéfolyadékot
Pasteur-pipettaval eltédvolitjuk. A megmosott kristdlyokat 8 M
guanidin-hidriklorid-odlatban 22 °C-on Gjbdl feloldjuk, azutén
a fehérje koncentraciéjat mdédositott Bradford-eljardssal meg-
hatarozzuk, tiszta, humadn IFNo,,,-t haszndla referenciavegyt-
letként.

A Bradford-eljéras a strandad Coomassie blue festési el-
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jdrasnak egy médositott valtozata, ahol az abszorbancia k&éz-
vetlenll aranyos a fehérjekoncentracidval. A részleteket 1lasd

M.Bradford: Anal. Biochem. 72, 248 (1976).

10. példa

Nagynyomasu-folyvadékkromatogrifia

A 3. példaban leirtak szerint kapott IFNay,-kristalyok
Ujbéli felolddsaval kapott oldatbdl pontosan mért mennyiséget
analitikai nagynyomdsi-folyadékkromatografids vizsgdlatnak
(Waters Ass., Milford, MA) vetink ald. A mintdt révisszik egy
4,6 x 250 mm méretd, RAININ DYNaMIX(R) ¢, 300 x 10710 n
(R) oszlopra, é&s az oszlopot koncentracidgradienst képezve,
melynek sordn 0,1 %-os trfiluor-acetdt-oldatban az acetonitril
aranyat 30 perc alatt 27 %-rdl 72 %-ra ndveljik, eludljuk. A
detektdlast egy valtoztathatd hulldmhosszi, 280 nm-re bedlli-
tott Gilson-detektorral végezzik, amelynek az é&rzékenysége
0,02 abszorbanciaegység. A retencids idéd, valamint a kromatog-
rafids profil alapjén az Gjra feloldott kristalyos anyag, és
az eredeti, a kristdlyositast megeldzd a&llapotd IFNajyy, kb-

z&6tt semmiféle kGildnbség nem volt megdllapithatd.

11. példa
Natrium-dodecil-szulfat—poliakrilamid gélelektroforézis
(SDS-PAGE)

Az 1.példdban leirtak szerint, gdézdiffizids flggdcsepp el-
jédrdssal kapott kristédlyokat centrifugdlunk, és néhéanyszor

mossuk a killepitett részt, hogy eltdvolitsuk az esetleges je-
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lenlévé oldhatd alfa-interferont. A killepitett kristalyokat
ezutdn natrium-dodecil-szulfitot tartalmazd pufferoldatban
feloldjuk, és az oldatot 12 %-os natrium-dodecil-szulfit—po-
liakrilamid-gélen elektroforézisnek vetjik ald (SDS-PAGE a
"sodium dodedyl sulfate-poliacrylamide gel electrophoresis"
réviditésébdl kialakult, nemzetkdzileg ismert révidités), re-
ferenciavegyliletként autenﬁikus IFNayp-t haszndlva. A mbdszer
részletes leirdsit léassd U.K. Laemmli: Nature 227, 680 (1970).
A vizsgdlattal semmiféle ktldnbséget nem tudtunk megdllapitani
a feloldott kristalyok és a referenciavegylletként szolgdld
IFNa,), kézdtt, ami azt jelenti, hogy az anyag molakulatdmege
nem valtozott. Az eredmények alapjédn kijelenthetjik, hogy
nincs ladthatdé jele annak, miszerint a kristdlyositds folyaman,
vegy az azt kdévetd felolddskor az anyag kémiai vagy
enzimatikus valtozason nem volna keresztll.

A 10. és 11. példakban leirt kisérletek eredményeibdl azt
a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a fehérje kristalyositésa
kdézben, valamint az eredeti &llapot helyredllitdsakor semmifé-
le kémiai &atalakuléassal, mint ahogy denaturidlddassal sem kell

szamolnunk.

12. példa

A cink-IFNas}, fizikail tulajdonsagai

Az 1. példadban megadottak szerint elddllitott kristidlyok
tulajdonsdgait olyan szempontbdl vizsgadltuk, hogy megfelel-
nek-e a szabdlyozott kioldddast gydgyszerkészitményekkel szem-

ben téamasztott k&évetelményeknek. A megfigyeléseket mikrosz-



képpal végzetlk, és vizsgdltuk a kristdlyok stabilitdsat 4
°C-on, valamint testhdmérsékleten, 37 °C-on. Ugyancsak vizsga-
latnak vetettik ald a kristdlyokat, hogy cinket nem
tartalmazd, kulénbdzd pH-ja pufferoldatokban, 18 Adras idétar-
tamot tekintve mennyire bizonyulnak stabilnak. Meg&llapitot-
tuk, hogy a kristdlyok mind 37 °C-on mind 4 °C-on, 5,0 &s 6,0
kézd6tti pH-értékek mellett 24 &6rdn &t stabilnak bizonyultak. E
tulajdonsdguk tekintetében jelentdsen kiildnbdznek a korabban
eldéallitott kristdlyos IFNoyp, készitményektdl, de kiildndsen a
Nagabhushan és munkatdrsai ("Characterization of Genetically
Engineered alpha-2 Interferon", in: Interferon: Research, Cli-
nical Application and Regulatory) &ltal leirtak szerint kapott
kristalyoktdl, mivel azok 6,0-ndl alacsonyabb pH-értéknél, to-

vabba 4 °C-on 6,0-0s pH-értéknél is koénnyen feloldhatdk.

13. példa

A komplexen kotdtt cink és az interferon mdlaridnva

Ezt a kisérletet azzal a céllal végeztik, hogy megalla-
pitsuk a komplexen k&étdtt cinnek az  IFNwayp-hez  viszonyitott
mélardnyat. A 3. példdban leirtak szerint elddllitott cink-
-IFNoy,-kristalyokbdl elklildénitett mintdt a nem komplex
kotésben levd cink eltdvolitdsa végett 2000 ml 5,5 pH-jd, 35
mM natrium-acetadt-oldattal szemben 4 napig dializdlunk. A ki-
mosott szuszpenzidhoz 8,0 M guanidin-hidroklorid-oldatot ad-
va, a komplexet feloldjuk, majd az oldatnak Bradford szerint

meghatdrozzuk a fehérjetartalmdt. Egyidejlleg ugyanannak a

szuszpenzidénak atomadszorpcidés analizissel meghatdrozzuk a



cinktartalmdt is, és a két eredményt &sszevetve kiszamithat-
juk, hogy a cinkionoknak az IFNa,p-re vonatkoztatott mdélara-
nya 3,1:1. Mas kisérletbdl kapott anyagokkal is elvégezve a
vizsgdlatot azt taldltuk, hogy a komplexben az IFNoyy, minden

méljara 2-4 mdl cinkion esik.

14. példa

Sejtkarositd® hatds gidtlasan alapuld aktivitidsmérés (CPE assavy)

Annak elddntésére, hogy vajon a kristdlyos IFNa,y, meg-
tartotta-e bioldégiai aktivitésat, a sejtkdrositd hatds (CPE =
cytopathic effect) gatlasan alapuld méréseket végeztlnk. Erre
a célra az encephalomyocarditis-virust (EMC; ATCC VR-129B
toérzs) haszndljuk, amelynek a szaporitdsit egyrétegd Vero-sejt
tenyészetben végezzlik, majd "A" tapoldatban lefagyasztva
taroljuk. [Az "A" tapoldat Osszetétele a kdvetkezd: 950 ml
Minimum Essential Medium Eagle, Earle-féle pufferolt, fiziold-
gids natrium-klorid-oldattal (Gibco Inc.), 100 ml magzati bor-
judszérum, 36 ml 7,5 %-os natrium-hidrogén-karbondt-oldat, 20
ml, fizioldgids natrium-klorid-oldattal készllt 1 M HEPES-puf-
feroldat, 20 ml 200 mM L-gluatmin-oldat és 10 ml penicillin—
sztreptomicin-oldat (10 000 egység K-penicillin/ml &s 10 000
Ug sztreptomicin-szulféat/ml)]. A tenyésztd palackban dsszeflig-
gé FS-71 sejtekbdl kialakult egysejtréteget Hank-féle puffe-
rolt, fizioldgids natrium-klorid-oldattal mossuk, majd 37 °C-
on, 10 percig 2,5 %-os tripszinoldattal inkubdljuk. A sejte-
ket tartalmazd tripszinoldatot ezutdn "A" téapoldattal olyan

mértékben higitjuk, hogy a koncentracidja 3,5 x 10° legyen, és



a sejtszuszpenzidt haszndljuk fel az aktivitésméréshez.

A virusellenes hatds meghatdrozdsira szolgdld bioldgiai
aktivitasmérés kivitelezése egy 96 kisérletihelyes mikrotit-
radld téalcadn toérténik. A vizsgdlandd mintdkat elhelyezzik a
megfeleld lyukakba, azutdn a talcan végig sorozathigitast vég-
zink 1:2 ardnyban. Minden egyes tédlcén 24 lyukba csak "A" té&p-
oldat keruil, ezek szolgdlnak a virus és a sejt kontrolljaként.
A laboratériumi standard alfa-2b-interfeon készitménybdl, a-
mely milliliterenként 600 NE alfa-2b-interferont tartalmaz, 1
NE/ml koncentrdcidénak megfeleld higitdst készitlnk, ugyanis ez
a koncentracidé szlkséges ahhoz, hogy 50 %-os védelmet nydjt-
son a virusfertdzés ellen, és ennek a higitott oldatnak minden
kisérleti helyre térténd eljuttatdsa azt eredményezi, hogy i-
lyen médon a mint&k relativ virusellenes hatdsat tudjuk meg-
hatdrozni, illetve &sszehasonlitani, végig a teljes tdalcéan.
Ezt kdévetden minden egyes kisérletihelyre 0,1 ml "An
tdpoldatban 3,5 x lQ4 sejtet juttatunk, igy ezeket a mikro-
tenyészeteket beoltjuk. A talcat lefedjik és 5 % szén-dioxi-
dot tartalmazdé atmoszféréban, 37 °C-on, 4 O6rén a4t inkubdljuk.
Az inkubdlast koévetden az egyes lyukakban taldlhatd tenyésze-
teket, kivéve a kontrollként szolgdldkat, EMC-virussal befer-
tézzik. E célra a virusszuszpenzidt olyan koncentricidban
haszndljuk, hogy az 16-18 dra elteltével 90-100 %-os fertdzb-
dést 1idézzen eld — ez hozzavetdleg 1,54 x 10% pfu/ml (pfu =
plagque forming unit; a virusszuszpenzid fertdzdképességét,
azaz a titerét mutatd mérdszam). A tadlcdkat ismét lefedjlik, és

5 % szén-dioxidot tartalmazd atmoszférdban, 37 °C-on folytat-



juk az 1inkubdlast mindaddig, amig a kontrollkisérletet
tartalmazé 1lyukak alapjén legaldbb 90 %-os citopatids hatast
(CPE) lehet megdllapitani. A tépoldatot ekkor 1leszivatjuk a
lyukakbdl, és az egysejtréteget 0,1 ml kristdlyibolya-oldattal
megfestjik, mintegy 30 percig rajta hagyva az oldatot. A kris-
tdlyibolya-oldatot aekantéljuk, majd a taclat évatosan lemos-
suk és levegdn hagyjuk megszdradni. A virus- és sejtkontroll-
ként szolgadld kisérleti helyeken a fertdzddést az egysejtré-
teg mikroszképpal vagy mikroszkdép nélkul tdrténd vizudlis
vizsgdlataval meghatéarozzuk, és az eredményt 1-tdél 4-ig ter-
jedd pontozdssal értékeljiuk (1 pont 10 % alatti CPE; 4 pont =
90 % feletti CPR). Ezutdn kovetkezik a vizsgadlati minté&kat
tartalmazd kisérleti helyek értékelése, a kontrollal &sszeha-
sonlitva elvégezve a pontozast. Minden egyes minta esetében a
kontrollal &sszevetve, vizualisan tdrténik a kiértékelés. Az
50 %-os gatldst a minték esetében Ggy 4dllapitjuk meg, hogy a
strandard mintdk koézll kdzvetlen Osszehasonlitassal kivdlaszt-
juk azokat a kisérletihelyeket, amelyekhez a kapott kép
alapjan a legkdzelebb &llnak. Igy az 50 %-os gatlést okozd
helynek a standardhoz viszonyitott eltolddasdbdél megdllapitha-
té a standardhoz viszonyitott titer értéke. Ha az eltolddas X
szami kisérletihelynek felel meg, akkor ez annyit jelent, hogy
a standardhoz viszonyitott hatékonysdg a standard 2¥-szere-
se, mivel X = (50 %-os mintaszam) - (50 %-o0os standard minta-
szam) .

A vizsgalat menepérél S. Rubinstein, P.C. Familetti és S.
petska [J. Virol,vgjL 755 (1981)] részletes ismertetést ad-

nak.



15. példa

A cink-alfa-2b-interferon-komplex alkalmassidga szabalvozott

kioldddasi gydédgyszerkészitmény elddllitdsdhoz protamin vivda-

nyaggal

Megterveztlink egy in vivo kisérletet annak megadllapit&séa-
ra, hogy a kristdlyszuszpenzid alkalmas-e a "GRAS" kategdria-
nak megfeleld, szabadlyozott kioldddast, szubkutdn injekcids
készitmény elddllitasdhoz. A 7. példéban leirtak szerint ka-
pott IFNa,y, felhaszndldsadval 5,5 pH-jd, 10 mM natrium-acetét-
10 mM cink-acetdt- és 0,4 mM protamin-szulfdt-oldatban steril
IFNo,,-szuszpenzidt készitettunk, amely 34 x 106 NE/dézis
koncentracidénak felelt meg. A szuszpenzidt két majom (Macacus
cynomolgus) héatsd részében, vesetdjékon a bdr ala befecsken-
deztuk, és 1, 3, 6, 10, 24, 48 és 72 Ora elteltével vérmintat
vettlink, amelybdl aktivitdsméréssel (CPE assay) meghatdroztuk
a szérum interferonszintjét. Ilyen mddon az iddé fuggvényében
megkaptuk a vérben taldlhatd IFNa koncentracidjat, ezeket at-
lagoltuk, és grafikusan abrazoltuk. Az 1. &brén a 12-es szam-
mal jeldlt godrbe a két majomban mért atlagos alfa-interferon-
szintet mutatja az idé fluggvényében, a sejtkdrositd hatéds gat-

lasa alapjén végezve a meghatérozéast.

16. példa

Kontrollvizsgalat

A 15. példdban leirtak szerint elvégzett kisérletben

kapott eredmények jelentdsen eltérnek a jelen kisérlet ered-



ményétdl, amikor 1is nem kristdlyos IFNa,p,-bél fiziolégias
natrium-klorid-oldattal és foszfatpufferrel allitottuk eld az
injekcids készitményt. Egy majom (Macacus cynomolgus) a vese-
tdjékon bdr alad fecskendezve 50 x 10® NE dézist kapott, az-
utédn 0, 1,3, 6, 10, 24, 48 és 72 6ra milva mértik a vérszérum
interferonszintjét. A mérést ez alkalommal is a sejtkérositd
hatéds gatlasan alapuld aktivitdsméréssel (CPE assay) végeztuk,
és a kapott koncentracidértékeket az idd fuggvényében grafiku-
san A&brazoltuk. Az 1. dbran a 10-es szammal jeldlt gdrbe mu-
tatja az eredményt.

A 15. és 16. példadban leirt kisérletek eredményébdl azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy kristalyos cink-alfa-inter-
feront protamin ivdanyaggal beadva, a szérumban lényegesen
hosszabb ideig kimutathatdé az IFNw¢, mint a technika jelenlegi
dlldsat reprezentdld, a 16. példdban megadott kisérleti el-
rendezésben. Mind ezeken tidlmenden a kisérleti eredmények ala-
tdmasztjak azt a lehetdséget, hogy a cink-interferon krista-
lyos formadjabdl készllt szuszpenzid szabalyozott kioldddasi
készitményként nyerhet alkalmazdst. A kristédlyos komplex a be-
mutatott, dializisen vagy hdémérséklet-indukcidn alapuld elja-
rasokkal nagyobb mennyiségben is gyarthatd. A gyartasi elja-
rasokkal eldallitott kristalyok mérete az 1 és 200 um koézdtti
tartomdnyba esik, ami éppen megfeleld injekcids termék eld-
d4llitasdhoz, az ilyen szemcseméret ugyanis tuberkulin-fecsken-

dével beadhatd.



1. Tablazat
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Kristdlyos IFNa-szuszpenzuid &s nem kristdlyos IFN farmako-

kinetikai profilja majokban

Az 1. abra szerinti
10-es szammal jeldlt
gbrbéhez tartozéd

Az 1.abra szerinti
12-es szammal je-
181t gd&rbéhez tar-

adatok: tozd adatok:

Crnax 8 000 1 500

Thax 3 3

AUC (tf) 20 225 16 812

tf 6 24

Crax NE/ml = maximdlis plazmakoncentricid

Tnax 6ra = a maximélis_p%azmakoncentrécié eléréséig
eltelt idd

AUC (tf) NE.6ra/ml = a plazmakoncentricidé—id&-gdrbe alatti
tertilet 0 &6ratdl az utolsd mérhetd minta
idépontjaig

tf ora = az eltelt idé az utolsd mérhetd minta le-
vételéig.

2. Tablazat

Aktivitidsmérés (CPE assay) alapjdn meghatdrozott szérum-
szintek az idé flggvényében

Az 1. abra szerinti

Az 1.abra szerinti

Idé (6ra) 10-es szammal jeldlt 12-es szammal je-
gbrbéhez tartozd 181t gbrbéhez tar-
adatok: tozd adatok:

0 0 0

1 0 676

3 8 000 1 500

6 150 900

10 0 114

24 0 0

48 0 0

72 0 0




17. példa

Kristalvos kobalt;alfa—2b—interferon—komplex elbllitdsa

Kenyon és munkatdrsainak az 1992. janudr 17-&n benydj-
tott, 07/822 504 szami amerikai egyesltilt &llamokbeli szaba-
dalmi Dbejelentésében, tovdbba az 1992. oktdber 6-4n Dbenydj-
tott, PCT/US92/08296 szami nemzetkdzi szabadalmi bejelentés-
ben leirt automata kristalyositd rendszerét haszndljuk. A szi-
likonozott kristdlyositd kamra felsd takardlapjdra 20 mg/ml
koncentrédcidéban alfa-2b-interferont tartalmazd, 4,6 pH-ja 17
mM natrium-acetdt- és 22 mM kobalt-acetdt-oldat egy 6 pul tér-
fogatG cseppjét helyezzik, majd a feddlapot megforditva ra-
tesszlk a 1lekent kristdlyositd kamra alsd részére, hogy a
cseppecske a fedblaprdl lefelé légjon. A kamra alsd részében
egy Ureg taldlhatd, amely 1 ml 4,6 pH-j4, 35 mM natrium-ace-
tdt- és 45 mM kobalt-acetdt-oldatot tartalmaz. A 22 °C-on
folytatott inkubdléas 5. vagy 6. napjatdl kezdve a mikroszkdpos

vizsgalat kristdlyok jelenlétét mutatja.

18. példa

Kristdlvyos cink-IFNay, elédllitdsa litium-acetdtot tar-

talmazd kristdlyvositd pufferoldatban

A szilikonozott feddlap alsd felére 20 mg/ml koncentra-
cidéban IFNo,,-t tartalmazd, 6,1 pH-jé, 37,5 mM cink-acetdt- és
2,5 mM litium-acetdt-oldat egy 10 ul térfogati cseppjét
helyezzik. A kristalyositdé kamra 1 ml 6,1 pH-jG, 75 mM cink-
-acetdt- és 5,0 mM litium-acetdt-oldatot tartalmaz. A feddlap-

pal nagyvakuumzsirt alkalmazva zarjuk le a kamrat, és 12 °C-on



folytatjuk az inkubdlast, aminek eredményeképpen 5-6 napon be-

1l monoklin kristdlyok jelennek meg.

19. példa

Kristalvos cink—IFNazb elddllitisa kalium-acetitot tar-

talmazd kristialyvositd pufferoldatban

A szilikonozott feddlap alsd felére 20 mg/ml koncentra-
cidban IFNa,p-t tartalmazd, 6,1 pH-jd, 37,5 mM cink-acetat- és
2,5 mM kélium-acetat-oldat egyetlen 10 pl térfogatd cseppecs-
kéjét helyezzilk, majd a feddlappal, nagyvékuumzsirt haszndlva,
lezarjuk a kristdlyositd kamrét, amely 1 ml 6,1 pH-jG, 75 mM
cink-acetat- és 5,0 mM kdlium-acetiat-oldatot tartalmaz. A 12
°C- on folytatott inkubadlds 5. vagy 6. napjdn nagy monoklin
kristalyok megjelenését észleljuk.

A fenti példakban a taldlmany megvaldsitdsdnak specidlis
eseteit irtuk le, é&s teljesen nyilvanvald, hogy a téméban jar-
tas szakember szamos valtoztatsdt vagy mdédositast, esetleg
Gjabb eljarasvaltozatokat tudna javasolni, mindazondltal ki
kell jelentenlnk, hogy az ilyenféle mdédositdsok vagy valtozta-
tasok a taldlmény lényegét nem érintik, ezért mindenképpen an-

nak oltalmi kdrébe tartoznak.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Morfoldgiailag monoklin kristalyos cink-IFNoyy,.

2. Az 1. igénypont szerinti kristédlyos cink-IFNa,,, a-
melynek a kristdlysai rdntgensugdr-analizisnek aldvetve a
réntgensugarakat hozzavetdleg 3 x 10°10 m (R) hullamhossz- ig
téritik el.

3. A 2. igénypont szerinti cink-IFNo,y, amelyben az in-
terferon komponens IFNojyy, vagyis a kristdlyos komplex cink-
-IFNo,y, .

4. A 3. igénypont szerinti kristadlyos IFNwo,, amelynek a
kristdlyai a P2, tércsoportba tartoznak, és az elemi cella
paraméterei a kévetkezdk: a = 151,4 x 10710 n (R) b =
76,6 x 10710 m (R); ¢ = 63,1 x 10720 m (R); a = 90°; B 91,2°;
és 1= 90°.

5. A 4. igénypont szerinti cink-IFNoy,, amelyben az in-
terferon komponens IFNa,,, azaz a kristdlyos komplex cink-

- IFNo5y, .

6. Az 1. igénypont szerinti kristalyos cink-IFNasy, a-
mely kristdlyos cink-IFNag, egy gydgyszerészetileg elfogadha-
td pufferben, 37 °C-on legaldbb 24 6ran at stabil.

7. Az 1. igénypont szerinti kristdlyos cink-IFNayy,, a-
mely kristdlyos cink-IFNasy, egy olyan gydgyszerészetileg el-
fogadhatd pufferben, amelynek a pH-ja 5 és 6 kozdtt van, 4 °C
és 37 °C kozdtti hdémérsékleten legaldbb 24 Sran at stabil.

8. Kristdlyos IFNo,, amely kristalyos IFNo, egy olyan

gydgyszerészetileg elfogadhaté pufferben, amelynek a pH-ja 5
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és 6 kozdtt van, 37 °C-on legaldbb 24 6ran at stabil.

9. A 8. igénypont szerinti kristdlyos IFNa,, amely kris-
tdlyos IFNoa, egy olyan gydgyszerészetileg elfogadhaté puffer-
ben, amelynek a pH-ja 5 és 6 kdézdtt van, a 4 °C és 37 °C-on
ké6zé esd hémérséklet-tartomdnyban legaldbb 24 &ran 4t stabil.

10. Kristalyos cink-IFNwo,, amelyben a cinkionok és az
IFNoa, egy mbél IFNo,y-re 2-4 mél cink jut.

11. A 10. igénypont szerinti cink-IFNo,, amelyben az
interferon komponens IFNa,,, azaz a kristdlyos komplex cink-
-IFNoo}, .

12. Kristalyos kobalt-IFNa,.

13.A 12. igénypont szeriti kobalt-IFNo,, amelyben az in-
terferon komponens IFNw,p, azaz a kristdlyos komplex kobalt-
-IFNoy, .

14. Kristalyos IFNa,, amelynek a felezési ideje a szé-
rumban legaldbb 12 6ra, ha egy fdemldsnek szubkutdn injekcid
formajaban beadjuk.

15. A 14. igénypont szerinti kristdlyos IFNa,, amely
kristdlyos IFNa, kristalyos cink-IFNo,.

16. A 15. igénypont szerinti kristédlyos cink-IFNa,, a-
melyben az interferon komponens IFNa,y,, azaz a kristéalyos
komplex cink-IFNayy,.

17. Eljards kristalyos fém-IFNa, eldallitdsdra, azzal
jellemezve, hogy IFNa,y-bdl oldhaté fémkoplexet képezlink, és az
oldhatdé fém-IFNa,-komplexet oldatban a fém ecetsavas sdjaval
egyensilyba hozzuk, olyan koérilmények kézdtt, ami azt

eredményezi, hogy a fém-IFNa,-komplex-oldat tdltelitetté va-



lik, és kristdlyos fém-IFNa, keletkezik.

18. A 17. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy fémkomplexben a fém cink vagy kobalt.

19. A 17. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az oldatok egyensilyba hozédsat g6zdiffizids mdédszerrel,
folyadékdiffizidés mddszerrel vagy hémérséklet-indukcids mdd-
szerrel, illetve ezek kombin&lisaval végezzlk.

20. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal Jjellemezve,
hogy a kristédlyosodds meginduldsdnak iddépontjdban a fém-IFNa, -
-komplex koncentricidéja az oldatban az 5 mg/ml és 80 mg/ml ko&-
zO6tti tartomanyba esik.

21. Morfoldgiailag lapkristdlyos cink-IFNos,.

22. Morfoldégiailag tidkristdlyos cink-IFNa,.

A meghatalmazott
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