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Pateikiamas zmogaus nervy augimo faktoriaus (NGF) stabilios vandeninés farmacinés kompozicijos
vandeniniuose buferiniuose tirpalucse, kad palaikyty pH 4,5-6,0 ribose, ir fakultatyviai kaip nesiklj turinCios
7mogaus serumo albuming (HSA). Taip pat pateikiamos vandeninés NGF kompozicijos, tinkamos liofilinimui ir
vélesniam atstatymui, kuriy rhNGF sumai$oma su cukrais, fakultatyviai su HSA ir buferiu. Kompozicijos gali bati
naudojamos gydant Alzheimerio ligg ir kitus neuroninius sutrikimus.
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Sis i%radimas susijes su nervy augimo faktoriaus
farmacinémis kompozicijomis. Sis isradimas taip pat
lie¢ia nervy augimo faktoriaus kompozicijas, tinkandéias

liofilinimui.

Lgsteliy augimg - ir gyvavimg reguliuoja gausybé
polipeptidy ir proteiny; tokios molekulés vadinamos augimo
faktoriais. Augimo faktoriy pavyzdziai apima epiderminj
augimo faktoriy (EGF), ri4gs$tini bei Sarminj fibroblasty
augimo faktoriy (aFGF bei bFGF), trombocity kilmés augimo
faktoriy (PDGF), Dblakstieny neurotrofini faktoriy (CNTF)
ir nervy augimo faktoriy (NGF). NGF yra pirmasis
identifikuotas ir charakterizuotas i$§ Siy faktoriy (Levi-
Montalcini, R., et al., J. Exp. Zool., 116:321, 1951).

NGF palankiai veikia kai kuriy tipy neuroniniy 1lgsteliy
gyvavimg Dbei aktyvumg. Be to . NGF paspartina
nesubrendusiy néuroniniq lgsteliy diferencijacijg i
pomitotinius subrendusius neuronus.

Peliy poZandinés liaukos NGF valymas baigiamas komplekso,
susidedan¢io i8 trijy subvienety - o, B ir ¥y
identifikavimu. Manoma, Jjog visas NGF neurotrofinis
aktyvumas priklauso nuo B subvieneto, susidedandio i§ 118
amino rigs¢iy proteino, turindio apytikriai 13,000 Da

molekulini:svori (varon, S.,et al.,Proc. Natl. Acad. Sci.

Usa, 57:1782-1789,1967, Green, L.A., et al., Neurobiol.,

1:37-48, 1971). B subvienetai tirpale sudaro dimerus,
kuriy molekulinis svoris apytiksliai 26,500 Da.

NGF pasirodé esas efektyvus, gydant kai kuriuos
periferinés bei centrinés nervy sistemos degeneracinius
susirgimus. Parodyta, jog NGF skyrimas gali bati
naudingas, gydant susirgimus, kuriuose NGF trdkumas, jo
receptoriaus patologija arba pokyc¢iai Jjy perdavime bei
vidulgsteliniame perdirbime sglygoja neuroninés funkcijos
sumazéjimg, atrofijg ar net lgsteliy mirtji. Tokios ligos
apima paveldimas sensorines ir motorines neuropatijas,

paveldimg bei sporadiskai pasitaikancéig organizmo
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degradacijg, atrofine lateraline skleroze, Parkinsono bei

Alzheimerio ligas (Goedert, M., et al., Mol. Brain Res.,

1:85-92, 1986; Mobley, W.C., et al.,Soc. Neurosci. Abstr.,

13:186, 1987; Mobley, W.C., et al., Soc. Neurosci. Abstr.,

4:302, 1988, Hefti, F., et al., Ann. Neurol., 20:275-281,

1986). Manoma, jog NGF sumazina lgstelés mirties tikimybe
po kai kuriy toksiny, pav., 6-hidroksi-dopamino (Aloe,
L., Arch. JItal. Biol., 113:326-353, 1975), vinblastino

bei kolchicino (Menesini-Chen, M.G., et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 74:5559-5563, 1977, Jonson, E.M., Brain
Res., 141:105-118, 1978) ir kapsaicino (Otten, U.,
Nature, 301:515-577, 1983) poveikio.

Auksta NGF mRNA ekspresija hipokampuse, srityje, kuri

susijusi su atmintimi ir erudicija, leidZia manyti, Jjog
klinikinis NGF vartojimas gélétq biuti efektyvus, gydant
silpnaprotiskumg (Kaisho, Y.,et al., Biochem. Biophys.
Res. Com. , 174:379-385, 1991). Yra Zinoma, kad

intraventrikuliarinis NGF skyrimas uzkerta kelig

priekiniy smegeny bazaliniy cholinerginiy neurony 2ziac¢iai
po aksotomijos, tai rodo, jog NGF gali bati efektyvus,
padidinant lagstelés gyvybingumg po suZalojimo (Hefti, F.,

J. Neurosci., 6:2155-2162, 1986; Williams, L., et al.,

Proc. .Natl. Acad. Sci. USA, 83:9231-9235, 1986; Kromer,
L., Science, 235:214-216, 1987).

NGF panaudojimas terapijoje kelia dideles problemas. Tai

susije su: 1) NGF bioaktyvumo palaikymu, kuris gali
keistis ruoSimo, valymo bei laikymo metu; 2) NGF, kaip
reliatyviai didelés hidrofilinés molekules jvedimu tokiu
bidu, kad Sios molekulés kiekis, galintis pasiekti
aktyvius centrus, bty efektyvus. NGF, kaip ir kity
proteiny, _bioaktyvumas priklause nuo Jjy antrines bei
tretinés struktGros. NGF B subvienetas turi tris vidinius
disulfidinius ry$ius, svarbius bioaktyvumui (Kanaya, E.,

et al., Gene, 83:65-74, 1989; Iwane M., et al., Biochem.

Biophys. Res. Comm., 171:116-122, 1990; Hu, G.-L. and
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Neet, K.E., Gene, 70:57-65, 1988). Be to, jei koks nors
proteinas yra denatliruotas, biologiskai aktyvaus NGF
kiekis yra maZesnis. Dél to proteino vientisumas jo
ruogimo ir laikymo metu turi bdti islaikomas taip pat,
kaip ir skyrimo metu. Proteinai ypatingai linke

degraduoti prie auk$tesniy temperatiry.

Zemesnés temperatiros daZniausiai. maZina proteino
skilimg. Ta¢iau yra ekonomiskiau proteing laikyti
kambario temperatﬁroje, pav., apytiksliai 25°%
temperatiiroje, neqgu *8aldytuve apytiksliai 4°c

temperatiroje. Todél pageidautina, kad kompozicija bity
stabili, laikant kambario arba apytiksliai 4°c
temperatiroje.

Be to, prie.stabilumo problemy prisideda tai, jog NGF,
kaip ir dauguma kity proteiny, nespecifigkai prisijungia
prie pavirsiy. Toks nespecifinis prisirisimas gali jvykti
prie daugelio medZiagy, jiskaitant stiklg ir plastmase,
pav., polietileng bei polipropileng. S$ios medZiagos gali
biati buteliuky, vamzdeliy, svirksty, implantuojamy
infuziniy jtaisy ar bet kokio kito pavirsiaus formoje,
kuri gali kontaktuoti su NGF jo ruosimo, laikymo ar
skyrimo metu. ]

Kiti sunkumai, skiriant terapiniam vartojimui tokius
proteinus kaip NGF, yra 3jy bloga absorbcija kine ir
degradacija, veikiant skrandZio rigs$tims. Todel
peroralinis skyrimas aplamai yra netinkamas.
Absorbcijos barjerams jveikti tokiy proteiny injekcijos
ir infuzijos gali bdti neisvengiamos.

Injekcija yra efektyvi, kai gydoma vieta lengvai
pasiekiama. Tadiau Jjeigu vieta, tokia kaip CNS, yra
reliatyviai nepasiekiama, ilgesniam preparato skyrimui
gali- biti patogesné nepertraukiama infuzija. Toks
skyrimas gali biti nepraktiskas del jvairiy komplikaciijy.
Pav, nepertraukiama infuzija gali bati realizuota,
implantavus 1 smegenis NGF siurbliukus, bet ilgas
proteino laikymas kino temperatiroje daZnai salygoja

proteino . degradacijg. Taipogi papildomi praradimai gali
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biti dél proteiny adsorbcijos siurbliuko kameroje per tam
tikrg laikg.

Be problemy, susijusiy su NGF skyrimu, iskyla naujos
problemos, suristos su NGF ilgo laikymo terminu nuo jo
pagaminimo iki paskyrimo. Liofilinimas yra vienas 1i$
btdy, kaip ilgai islaikyti biologinius  proteinus,
sustabdant juy degradacijg, agregacijg ir/ar nespecifine
adsorbcijg. Taciau pats liofilinimo procesas isS8aukia
taip pat sunkumy. Xadangi sSaldymo metu skysc¢io tiris
mazeja, efektyvios druskos koncentracija dramatisgkai
auga, kas gali denatiruoti proteing, sumazinant efektyvy
terapinj aktyvumg dar iki proteino atstatymo. Be to, ledo
kristaly susidarymas saldymo metu gali sglygoti
denatiiracijg ir taip pat maZina gaunamo bioaktyvaus NGF
efektyvy kieki. Tokiu atveju kompozicija turi bGti tokia,
kad uZkirsty kelig druskos koncentracijos svyravimams ir
iki minimumo sumaZinty ledo kristaly susidarymg.

Vienas $io isradimo tiksly yra sukurti NGF vandenines
kompozicijas, kurios i%laiko bioaktyvumg maZiausiai vieng
ménesi temperatiiry intervale 4-40°C.

Kitas $io isradimo tikslas yra sukurti NGF kompozicijas,
kuriose bioakﬁyvumas islieka po liofilinimo ir atstatymo.

Dar kitas isradimo tikslas yra rasti biadus ilgai

islaikyti biologiskai aktyvy NGF tirpale.

Sio iSradimo objektas yra nervy augimo faktoriaus
stabilios - kompozicijos, kurios gali Dbiti laikomos
Zemesnéje negu aplinkos, aplinkos ir auks&tesnéje

temperatiiroje be 2Zymesniy proteino kiekio ar aktyvumo
nuostoliy. Kompozicijos yra vandeniniai tirpalai,kuriuos
sudaro:
(a) nervy augimo faktorius;
(b) biologiskai priimtinas, vandenyje tirpus neséjas
(fakultatyviai);
(c) pakankamas kiekis biclogi&kai priimtinos druskos
izotonigkumui palaikyti;

(d) buferis, palaikantis kompozicijos pH intervale
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apytiksliai 4,5-6,0;
(e) vanduo.
Kitu aspektu $&is isradimas pateikia NGF farmacines
kompozicijas, tinkancéias liofilinimui.
Sios farmacinés kompozicijos, tinkan¢ios liofilinimui,
yra vandeniniai tirpalai, sudaryti is:
{a) nervy augimo faktoriaus ;
(b) biologiskai priimtino uzpildo;
(c) buferio, palaikanc¢io kompozicijos pH intervale
apytiksliai 5,5-6,5;
(d) biologiskai priimtino vandenyje tirpaus neséjo
(fakultatyviai);
(e) vandens.
Sekancios Sio is8radimo is8raiskos yra liofilintos
kompozicijos, i§ kuriy 2Zymia dalimi buvo pasalintas
vanduo. Sios liofilintos kompozicijos, atsta¢ius Jjas
atstatomuoju tirpikliu, fakultatyviai turincéiu
biologiskai priimting neséjg, | yra tinkamos skirti
pacientams, kuriems reikalinga terapija. 7
Sis isradimas taip pat pateikia NGF laikymo vandeninése
kompozicijose biidg temperatiiry intervale 4-40°C.
Kita $io i8radimo israiska yra 8&io isradimo NGF
kompozicijos panaudojimas Zmoniy neuroniniy disfunkcijy

gydymui, skiriant terapiskai efektyvy kieki.

Stabiliy parenteraliniy NGF dozavimo formy kirimas
reikalauja, jog bility jvertinta daugybé faktoriy, apimant
skyrimo biudg, adsorbcines sgveikas, gamybos jrenginiy ir
galimy tiekimo priemoniy suderinamumg. Tolimesnis démesys

skiriamas NGF stabilumui vandeninése kompozicijose, esant

Zemesnei uz aplinkos, aplinkos ir auksStesnei
temperatiroms. Viena $io isradimo i&raiska vyra NGF
kompozicija vandeniniame tirpale, kuris stabilus

temperatiry intervale, ypa¢ prie auks$tesniy (maziausia
apie 40°C). Kompozicija susideda i% NGF vandeninio
tirpalo, druskos ir buferio, kurio pH yra apytiksliai

4,5-6,0. Be to, kompozicija gali turéti neséjg. Si
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komponenty kombinacija tirpalui nelauktai suteikia labai
tinkamas charakteristikas, ypa¢ kas lie¢ia stabilumg
auksStesnése temperatirose. Taipogi pateikiama NGF
kompozicija, tinkanti 1liofilinimui. Sis i8radimas taip
pat sidlo NGF laikymo badg.

Terminas ”biologfékai priimtinas” ¢ia panaudotas
medZiagoms, pasiZymindioms tuo, jog neturi zalingy
fiziologiniy efequ in vivo. Kambario temperatira yra
apytiksliai 22-25°C. Kino temperatira yra apytiksliai 36-
40°c. Terminas “liofilizuotina kompozicija” reiskia NGF
vandenine kompozicijg, kuri gali bati $aldoma-dZiovinama
iki drégmés kiekio ne didesnio negu 2% ir kuri i&laiko ne
maziau 70% pradinio NGF biocaktyvumo po atstatymo.
Terminas “izotoninis” lie¢ia tirpala, turintj apytiksliai
ta pati osmotini slégi, kaip kraujo serumas, t.y.
apytiksliai 300 mM/1l. NeSéjas yra biologiskai priimtinas
emulgatorius, disperguojantis agentas, pavirsiaus aktyvi
medZiaga ar proteinas, kuris maZina NGF adsorbcijg ant
pavirsiaus.

“NGF” Zymi bet kokig nervy augimo faktoriaus formg,
pirmenybe atiduodant nervy augimo faktoriaus §)
subvienetui, kuris rodo'biologini aktyvumg ir prisirisa
prie NGF receptoriaus. Terminas NGF taip pat apima NGF
hibridizuotas ir modifikuotas formas, kurios prisirisa
prie NGF receptoriaus ir i&laiko NGF biocaktyvumg. NGF
modifikuotos formos apima jungiamuosius proteinus,
apraSytus Iwai, S., et al., Chem. Pharm. Bull., 34:4724-
4730, 1986 ir Kanaya, E., et al., Gene, 83:65-74, 1989,

bei NGF fragmentus ir hibridus, kuriuose kai kurios amino
ragstys yra iSkrite ar paieistos, tacd¢iau islaikomas
pakankamas NGF bioaktyvumas ir receptorinis rys8ys ,
suteikiantis terapinj aktyvumg.

Zmogaus  NGF (hNGF) yra tinkamiausia  NGF forma.
Tinkamiausia hNGF forma yra rekombinantiné hNGF (rhNGF).
NGF, tinkamo naudojimui $io iSradimo kompozicijose,

gavimo bidai yra Zinomi specialistams. Pav., atitinkamas
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rhNGF gali bidti produkuojamas baculovirus ekspresijos

sistemos pagalba (Barnett, J., et al., Exp. Neurol.,
110:11-24, 1990; EPO 370, 171), mieliy ekspresijos
sistemos pagalba (Kanaya, E., et al., Gene , 83:65-74,

1989), zZinduoliy 1lagsteliy (CHO) ekspresijos sistemos
pagalba (Iwane, M., et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.,
171:116-122, 1990) ar COS ekspresijos sistemos pagalba
(Bruce, G., et al., Neurobiol. Aquing, 10:89-94, 1989).

NGF turi biti maZiausiai 65% &varumo laipsnio; geriau
bent 85% Svarumo laipsnio; geriausia bent 95% Svarumo

laipsnio; o visy geriausia bent 98% &varumo laipsnio.
ISskirto NGF, naudojamo kompozicijose, Svarumo laipsnis
gali bGti nustatomas sidabru padengtos SDS-PAGE (natrio
dodecilsulfato-poliakrilamido gelio elektroforezé) ar
kitais specialistams Zinomais metodais.

Pateiktos vandeninés kompozicijos turi terapiskai
efektyvy kiekj NGF. Pageidautina, kai NGF sudaro
apytiksliai 0,0001-0,125% vandeninés kompozicijos masés,
tai atitinka apytiksliai 1-1250 pg/ml. Geriau, kai NGF
yra apytiksliai 0,001-0,1 masés % (10-1000 ug/ml). Dar
geriau, kai NGF yra apytiksliai 0,01-0,10 mases % (100-
1000 pg/ml). Geriausia, kai NGF yra apytiksliai 0,01-
0,05% (100-500 pg/ml).

NGF vandeninés kompozicijos gali turéti nedéjus. Ne$éjo
buvimas kompozicijoje sumaZina NGF adsorbcijg ant jvairiy
pavirsiy arba jai trukdo. NeSeéjo reikalingumas priklauso
nuo NGF koncentracijos vandeninéje kompozicijoje. Esant
pakankamai auks$toms NGF koncentracijoms (didesnéms Xaip
apytiksliai 500 pg/ml), pakankamai NGF pasilieka tirpale,
kad kompensuoti tg kieki, kuris yra prarastas dél
pavir$iaus adsorbcijos. Tinkami ne$éjai apima, bet néra
apriboti, polisorbatus, tokius kaip Tween® 80,
poloksamerus, tokius kaip Pluronic® F68, ir proteinus,

tokius kaip serumo albuminas. Tinkamiausias nes$éjas yra
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proteinas. Zmogaus serumo albuminas (HSA) yra ypatingai
tinkamas. NGF masés santykis su ne$éju yra apytiksliai
diapazone 0,0001:1-1:1. Tinkamesnis masés santykis yra
apytiksliai diapazone 0,01:1-1:1. Labiausiai tinkamas NGF
santykis su ne$éju yra apytiksliai diapazone 0,01:1-
0,5:1. Kada neséju naudojamas HSA, jo tinkama
koncentracija yra apytiksliai 0,1-1,25% pagal vandeninés
kompozicijos mase (t.y., 1-12,5 mg/ml). Tinkamesneé
kompozicija turi apytiksliai 0,3-0,7% HSA pagal
vandenines kompozicijos mase, labiau tinkama yra
apytiksliai 0,4-0,6% pagal vandeninés kompozicijos mase.

Labiausiai tinkama kompozicija turi apytiksliai 0,5%
(t.y., 5 mg/ml) HSA pagal vandeninés kompozicijos mase.

NGF kompozicija taip pat turi pakankamg kieki biologiskai
priimtinos druskos, idant palaikyti skys&io toniskumg.
Druska taipogi palaiko NGF tirpale. Pageidautina, jog NGF
kompozicija turety pakankamai druskos, kad bity
islaikomas izotonigkumas fiziologiskai priimtinose
fibose, lyginant su Zmogaus krauju ar stuburo smegeny
skys¢iu. Tinkamiausia druska yra natrio chloridas (NaCl),
nors gali bati naudojamos ir kitos biologiskai priimtinos
druskos, kaip kalio chloridas (XCl), kalcio chloridas
(CaCly) ir magnio chloridas (MgCl;). Druska gali biati

vienos druskos ar drusky misinio pavidale. Tinkama
sudétis turi apytiksliai 0,5-1,0% (t.y., 5-10 mg/ml)
druskos pagal vandeninés kompozicijos mase. Labiau

tinkama sudétis turi apytiksliai 0,6-0,9% druskos pagal

kompozicijos masg. Dar labiau tinkama sudétis turi
apytiksliai 0,7-0,9% druskos pagal vandenines
kompozicijos mase. Optimaliausia sudeétis, kai yra

apytiksliai 0,87% (t.y., 8,7 mg/ml) druskos.

Be to NGF kompozicija turi biologiskai priimting buferj,
kad palaikyti atitinkamg pH. Buvo nustatyta, kad NGF yra
stabilesnis esant Zemam  pH. Tinkama stabili NGF

kompozicija, uZbuferinta biologiskai priimtinu buferiu,
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turi apytiksliai pH 4,5-6,0, geresné - pH intervale 5,0-
5.4. Optimaliausias kompozicijos pH yra apytiksliai 5,2.
Pageidautinas buferis yra citrinos rigstis, o talp pat
kiti buferiai, sugebantys palaikyti pH norimame
diapazone. Kiti tinkami buferiai apima  acto
rigsSti/acetatg ir wmaleino ragsti/maleaty. Pageidaujamas
buferio kiekis priklauso nuo naudojamo buferio rigies ir
jo buferinio talpumo. Kompozicija turi tureéti pakankamg
buferio kiekj, kad palaikyti galutinj kompozicijos pH
norimame intervale. Tinkama buferio koncentracija
stabilioms NGF kompozicijoms yra apytiksliai 0,01-0,3%
pagal vandenines kompozicijos mase (0,1-3,0 mg/ml),
tinkamesné koncentracija yra apytiksliai 0,1-0,25%
buferio pagal vandeninés Xkompozicijos mase (1,0-2,5
mg/ml), tinkamiausia buferio koncentracija yra
apytiksliai 0,2% buferio pagal vandeninés kompozicijos
mase (2,0 mg/ml).

Kompozicijos sudétyje yra toks vandens kiekis, kad jo
pakakty gauti atitinkamg komponenty koncentracijg.

Tinkamos stabilios ' NGF vandenines kompozicijos turi

apytiksliai 1-1250 pg/ml NGF, 1-12,5 mg/ml HSA, 5-10

mg/ml NaCl, 0,2-3,0 mg/ml citrinos rigsties ir vandeni,

kompozicijos pH nustatomas, kad bity apytiksliai

diapazone 4,5-6,0, tinkamiau - apytiksliai diapazone 5,0-
5,4. Tinkamiausios stabilios NGF kompozicijos turi 10-500
mg/ml NGF, 5 mg/ml HSA, 8,7 mg/ml Nacl, 2,1lmg/ml citrinos
rigsSties ir vandenj, o kompozicijos pH yra apytiksliai
5,2.

Sio i3radimo liofilintos kompozicijos yra ypa¢ naudingos
uztikrinant ilgg sandéliavimo terming, ypad¢ aukstesnéje
temperatiiroje. 8Sios liofilizuotos kompozicijos turi NGF,
biologiskai priimting uZpilda, buferj, palaikantij
kompozicijos PH apytikriai 5,5-6,5 diapazone,
fakultatyviai biologiskai priimting druskg, fakultatyviai

biclogiskai priimting vandenyje tirpy nesejg bei vandenj.
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Liofilizuotinose kompozicijose NGF, lyginant su
vandeninémis kompozicijomis, yra naudojamas tokiomis

pac¢iomis koncentracijomis. UZpildas daZniausiai teikia
mechanine paramg, padedant matricai palaikyti
kompozicijos struktirg S8aldymo-dZziovinimo metu ir jam
pasibaigus. Kaip uZpildai gali bGti naudojami vienas ar
daugiau cukry. Cukrai, naudojami ¢ia, apima
monosacharidus, oligosacharidus ir polisacharidus, bet
néra jy ribojmi. Tinkamy cukry pavyzdZiai apima fruktoze,
gliukoze, manoze, sorboze, ksiloze, maltoze, laktoze,
sacharoze ir dekstrang, bet néra jy ribojami. Cukrus taip
pat apima cukraus alkoholius, tokius kaip manitolis,
sorbitolis, inozitolis, dulcitolis, ksilitolis bei
arabitolis. Sutinkamai su $iuo isradimu gali bati
naudojami cukry midiniai.

Tinkamas uZpildas sudarytas i$ cukry kompozicijos. Toks
agentas yra sacharozes ir manitolio kombinacija.
Nesurisant su teorija, manoma, jog sacharozé sudaro
amorfinji stiklg 8aldant ir po to vykdant liofilinimg, tai
uztikrina proteino potencinio stabilumo padidéjimg (pav.,
apsaugojimg nuo agregacijos), susidarant NGF molekulinei
dispersijai tvirtame stikle. Stabilumas taip pat gali
buti padidintas cukraus déka,kuris veikia kaip vandens,
prarasto liofilinimo metu, pakaitalas. Cukraus molekulés
greid¢iau negu vandens molekulés susirifa su proteinu per
vandenilinius ry$ius. Manitolis, sumaisytas su sacharoze
(kurios pereéjimas i stiklo biavi vyksta -36°%C
temperatiroje) santykiu 1:1 (pagal mase) , pakelia
kompozicijos peréjimo i stiklo blvi temperatarg 5°C ir ji

tampa -31°%C. Tai Zymiai sutrumpina kompozicijos pirminio

dziovinimo liofilinimo metu laikg, be to susidaro
kompozicijos amorfiné stikliné matrica, ir tai vyra
laikoma prana$umu, gaminant dideliais kiekiais. Kiti

uzpildai, turintys tokias pat charakteristikas, gali biti
pakeisti vienu ar abiem i8 §iy cukry.
Pageidautina, kad Sio idradimo liofilizuotinos

kompozicijos turéty aukstesnj pH, negu kompozicijos,
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kurios neliofilinamos arba kurios buvo atstatytos.
Uzpildai (cukrai), kurie yra iSradimo 1liofilizuotinose
kompozicijose, aplamai yra labiau stabilas prie
auksStesnio pH. Gerai, kai prie$ liofilinimg kompozicijos
pH yra apytiksliai 5,5-6,5. Dar geriau, kai
liofilizuotinos NGF kompozicijos pH yra apytiksliai 5,8-
6,2 diapazone. Optimaliausia, kai 1liofilizuotinos NGF
kompozicijos pH yra apytiksliai 6,0. Kada uzpildas yra
sacharozeé, pageidautinas liofilizuotinos kompozicijos pH
yra apytiksliai 6,0; esant rGgstiniam pH, sacharozé,
neredukuotas disacharidas, hidrolizinamas { redukuotus
cukrus: D-fruktoze ir D-gliukoze. Citratas yra
tinkamiausias buferis liofilizuotinoms NGF kompozicijoms,
bet ir kiti bioclogig&kai priimtini buferiai, kaip
maleatas, gali biti naudojami. Neacetatiniai buferiai yra
labiau tinkami dél acto rig$ties isSgaravimo liofilinimo
metu. Reikia pripaZinti, jog gali biti biitinas galutinio
pH koregavimas rigs$Stimi ar Sarmu. Bet kokji vandeninio NGF
stabilumo praradimg ilgai laikant dél aukstesnio pH negu
apytiksliai 6,0 imanoma subalansuoti stabilumo
padidinimu, susijusiu su NGF liofilinimu.

Idealu, kai buferis parenkamas, jvertinant potencialius
pH poslinkius 1liofilinimo metu, sglygojamus nuoseklios
buferio komponenty kristalizacijos. Pav., naudojant
fosfatinius buferius, Sarminis komponentas turi aukstesnij
eutektini taskg, negu ridgstinis komponentas, vadinasi,
jis kristalizuojasi pirma ir pH maZéja. Pageidautinas yra
citratinis buferis, kadangi, manoma, Jjog abu buferio
komponentai turi apytiksliai tg pati eutektini taskgy,
salygojanti labai nedidelj pH svyravimg, mazéjant
temperatirai. Kiti tinkami buferiai turi tureéti
komponentus su - tokiais paciais arba panasiais
eutektiniais taskais.

Liofilizuotinos kompozicijos taipogi gali tureti
biologiskai priimting druskg. Druska, kuri gali bati
atrinkta is drusky, naudojamy vandeninése kompozicijose,

liofilizuotinose kompozicijose yra tokioje padioje ar
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sumazintoje koncentracijoje, 1lyginant su vandeninémis

kompozicijomis. Kadangi liofilinimo metu druskos
koncentracija turi tendencijg dideti, pageidautina
sumazinti druskos, esandios liofilizuotinose
kompozicijose koncentracijg, kad sutrukdyti proteino
denatiracija. Druskos koncentracijos sumazZinimai

liofilizuotinose kompzicijose gali biti kompensuojami,
kompozicijas atstatant taip, kad galutiné kompozicija
baoty pakankamai izotoniska ir tikty individualiam
skyrimui.

Geriau kai liofilizuotinos kompozicijos turi biologiskai
priimting vandenyje tirpy neséjg. Ne$Séjai ir nesejy
koncentracijos, kurie gali bati naudojami &io i%radimo
liofilizuotinose kompozicijose, yra tie patys ir tos
pacdios, kurie yra tinkami naudoti sio isradimo
vandeninése kompozicijose.

Tinkamesnés liofilizuotinos kompozicijos turi apytiksliai

1-1250 pg/ml NGF, 15-45 mg/ml sacharozés, 15-45 mg/ml
manitolio, fakultatyviai 7-9 mg/ml NacCl ir 0,1-0,7 mg/ml
citrinos rigsties, esant apytiksliai pH diapazone 5,5-
6.5. Tinkamiausios NGF liofilizuotinos kompozicijos turi
100-1250 pg/ml NGF, 30 mg/ml sacharozés , 30 mg/ml
manitolio, 5 mg/ml Zmogaus serumo albumino, fakultatyviai
8,7 mg/ml NaCl ir 0,3 mg/ml citrinos ruagsties.
Liofilizuotiny kompozicijy tinkamiausias PH yra
apytiksliai 6,0. '

Liofilizuotinos Sio iSradimo kompozicijos yra
liofilinamos iki tol , kol drégmés lieka maZiau negu 2%;
ta¢iau gali biti paruostos kompozicijos, kurios islaiko
NGF biologinj aktyvumg, esant auksStesniems ar Zemesniems
drégmes kiekiams.

Tinkamesné liofilizuota kompozicija turi 0,001-1,25 dalis
nervy augimo faktoriaus, 30-90 daliy cukraus ir maZiau
negu 1 dalj vandens.

Liofilizuota NGF kompozicija yra atstatoma skiedeju,

turinéiu- buferj, tokji kaip citrinos riagstis, ir druska,
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tokig kaip natrio chloridas, nes reikalinga, jog
atstatyta kompozicija biity panasi 1 skystg vandenine
kompozicijg, t.y.. turin¢ig apytiksliai 1-1250 pg/ml NGF,
1-12,5 mg/ml HSA, 5-10 mg/ml Nacl, 0,2-3,0 mg/ml citrinos
ragsties, 1,5-30 mg/ml sacharozés ir 1,5-30 mg/ml
manitolio; pH 5,2.

Tokia liofilizuota NGF kompozicija gali biati panaudota
kaip komponentas rinkinyje, nes liofilinta NGF forma gali
biti greitail ir lengval atstatyta atitinkamame tirpiklyje
ir skirta pacientams, kuriems reikalingas gydymas; tai
patogu 1ir ekonomiska. Be liofilizuotos NGF kompozicijos
rinkiniai taip pat turi atstatomgjj tirpikli. Atstatomgji
tirpikli sudaro sterilus vanduo 1ir pakankamas druskos
kiekis, kad galutiné atstatyta kompozicija bty
izotoniné. Be to, atstatomasis tirpiklis gali tureéti
papildomg buferj. Visas atstatomojo tirpiklio tOris,
esantis rinkinyje, turi biiti pakankamas, kad gauti
galutine NGF koncentracijg, tinkamg skirti asmeniui,
kuriam reikalingas gydymas. 8Sio isradimo pageidautinas
variantas - tai rinkiﬁys, turintis du buteliukus. Viename
buteliuke yra $io . isradimo sterili 1liofilinta NGF
kompozicija, o kitame - sterilus atstatomasis tirpiklis.
Vartojant rinkini, 1 buteliukg su liofilinta NGF
kompozicija supilamas atitinkamas atstatomojo tirpiklio
kiekis. IStirpinus 1liofilintg kompozicijg, atstatyta
kompozicija gali bati nedelsiant paskirta pacientui.

Déka 1ilgalaikio atstatytos kompozicijos stabilumo yra
jmanoma paruosti pakankamg daugeliui doziy  kieki
atstatytos kompozicijos.

$io isradimo kompozicijy taikymas turi atitikti NGF
terapijos reikalavimus. Tokios kompozicijos turi buati
sterilios ir tinkamos intraveniniam, intraraumeniniam,
parenteraliniam bei intracerebroventrikuliariniam
skyrimui. Tokia terapija~ gali Dbiati naudinga, gydant
neuronines disfunkcijas, apimant neurony suZalojimg ar

NGF atsakomyjy neurony degeneracijg. NGF gali Dbiti
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ypatingai naudingas, gydant susirgimg, suristyg su
centriniy cholinerginiy neurony praradimu, vadinamg
Alzheimerio liga. Alzheimerio ligos ir kity

silpnaprotystes formy gydymas, panaudojant NGF, aprasytas
EPO 370171.
ISradimo kompozicijos, kaip vaistai nuo silpnaprotystés,
gali buti skiriami bet kokiu vienu i% daugelio iprasty
bady, priklausomai nuo panaudojimo tikslo. Tinkamiausias
bidas priklausys nuo panaudojimo ir gydomo asmens.
Kad jveikti kraujo - smegeny sistemos barjerus, NGF
centrinei nervy sistemai gali biati skiriamas
intraventrikuliarinémis injekcijomis ar per vaistais
impregnuotus implantantus bei siurbliukus. Kitas
skyrimo bidas = - nepertraukiama infuzija per
intracerebroventrikuliarine kanule. Alternatyviai gali
bGti Dbiatina NGF konjugacija su ne$éjo molekulémis,
tokiomis kaip transferinas, kad prasiskverbti per kraujo
smegeny barjery.
Terapiskai efektyvus NGF kiekis sudaro apytiksliai
0,001-0,5 mg dienai, geriau - apytiksliai 0,01-0,10 mg
dienai, geriausia - apytiksliai 0,02-0,06 mg dienai.
Tiksli dozé ir skyrimo reZimas priklausys nuo daugelib
faktoriy, tokiy kaip skyrimo biidas ir asmens, gaunandio
gydymg, negalavimo laipsnio.

)

BANDYMO PROCEDUROS

NGF identifikavimas ir kiekybinis nustatymas, panaudojant
auksStos skiriamosios galios skystos chromatografijos

reversine faze (RP-HPLC)

NGF identifikuota ir kiekybiskai jvertinta, analizuojant
100 pl pavyzdzius, panaudojant RP-HPLC (Hewlett Packard
HP 1090 Liquid Chromatograph), apripintg 4-6 mmx25 cm L
Dynamax (Rainin Instrument Co., Woburn, MA, USA) 300 A S

pHm Analytical Reversed-Phased kolonéle su Dynamax 300 25
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pum 4, 6mmx1,5cm Vapsaugine kolonéle ir diodiniu jtaisu,
detektuojanéiu UV prie 220 nm. Judrios fazés: (A) - 0,1%

trifluoracto riigstis vandenyje ir (B) - 0,1% trifluoracto
rigétis acetonitrile, kur per 45 min. gradientai keiciasi
nuo 25% (B) iki 60% (B), esant sroves greic¢iui 0,5
ml/min., slégiui 1700-2000 psi, aplinkos temperatidrai.

NGF identifikavimas atliktas, palyginant Jjo uZsilaikymo
laikg pavyzdyje su atitinkamu uZsilaikymo laiku naujai
paruosty kalibruoty standartiniy NGF tirpaly, paruosty is
tos padios NGF partijos. NGF kiekis pavyzdZiuose
isskai¢iuojamas, palyginus su standartine kreive,. gauta

su Zzinomy koncentracijy serijiniais skiedimais.
NGF koncentracijos (ug/ml) nustatymas ELISA metodu

NGF koncentracijos taip pat tirtos ELISA metodu.
Standartai ir pavyzdZiai bandyti tris kartus. Kiekviena
plokstele turéjo NGF pilnag standartine kreive ir
kontrolinius méginius be NGF.

Po 100 pl adsorbuoty antikiiny (peliy monokloniniai 24Cl,
indukuoti prie& rhNGF) pripilama j kiekvieng 96 duobuciy
plokstelées duobute, .plokéteiés apgaubiamos Saran gaubtu
su drégnu popieriniu ranksluos¢iu ir inkubuojamos per
nakti 2-8°% temperatiroje. Duobutés nupilamos,
praplaunamos tris Xkartus, naudojant Wheaton savaime
uZzsipildantj &virkstg, kad patiekti 250 pl/ducbutei
praplaunamojo buferio (turin¢io 500 mM TRIS, 2 M natrio
chlorido, uZbuferinto prie pH 7) ir sausai nukratomos.
Paskui i kiekvieng duobute pridedama po 200 pul

blokuojan¢io buferio (1% jau¢io serumo albumino tirpalo),

kad blokuoti nespecifines sritis, pripilama po 50 ul
pavyzdZio i kiekvieng duobute ir plokstelés maZiausiai 1
valandg inkubuojamos kambario temperatliroje, maisSant ant

platforminio kratytuvo. Duobutés vél nupilamos ir sausai

nukratomés, pripilama 50 ul standarto 1ir pavyzdZio
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tirpaly. Plokstelés uzdengiamos ir inkubuojamos dvi
valandas kambario temperatiroje. Ploksteliy duobutes vel
nupilamos, praplaunamos buferiu keturis kartus ir sausai
nukratomos. ] kiekvieng duobute pripilama po 50 pul
biotinu paveikto ‘antikiino (peliy monokloninis 8C1,
indukuotas prieé rhNGF) , plok&telés uzdengiamos ir
inkubuocjamos dvi valandas. Ploks$teliy ducbutés nupilamos,
praplaunamos bei nusausinamos, kaip aprasyta anksc¢iau, ir
tada i\kiekvienq duobute pripilama po 50 pl streptavidinu
konjuguotos krieny peroksidazés. Plokstelés uZdengiamos
ir 20 min. inkubuojamos kambario temperatiiroje, maiSant
ant platforminio kratytuvo. Plokstelés penkis Kkartus
praplaunamos praplovimo buferiu. Tada i kiekvieng duobute
pripilama po 50 pl orto-fenilendiamino (OPD) substrato
buferio, plokstelés uzdengiamos ir 1 val. inkubuojamos
tamsoje.

Kiekvienos duobutés absorbcijos nustatymui naudojamas
Vmax kinetinis mikroploksteliy (Molecular Devices,
Mountain View) skaitiklis. Jvertinant tikrag absorbcija,
i% kiekvienos duobutés absorbcijos piko prie 450 nm yra
iéskaiéiubjama fono absorbcija prie 650 nm. NGF
koncentracija pavyzdZiuose nustatoma palyginant su NGF

standartine kreive.
NGF aktyvumo nustatymas

NGF bioaktyvumas nustatomas PC-12 biotesto pagalba. PC-12
biotesto esmé - PC-12 pheochromocytoma lasteliy (Green,
Trends Neurosci., 7:91, 1986) aktyvumo padidéjimas po NGF
ekspozicijos. PC-12 1lagsteliy metabolitinis aktyvumas
matuojamas, isryskinant lasteliy 3-{4,5-dimetiltiazol-2-
1i1}1-2,5-difeniltetrazolbromidg (C;sH;6NsBT) (MTT), kuris
lgstelineés dehidrogenazes pagalba konvertuojamas i
netirpius vidulgstelinius mélynus kristalus.

Kiekviena 96 duobudiy ploksteles duobuté uzpildoma 30,000
PC-12 1lgsteliy, esan¢iy 50 pl RPMI-1640 terpés (Sigma).
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Norint gauti 0,006-400 ng/ml koncentracijy rhNGF
tirpalus, paruostus RPMI-1640 terpeéje su 0,2% jaucio
serumo albuminu (BSA), daromi kiekvieno pavyzdZzio ir

standarty serijiniail skiedimai. Tada j kiekvieng duobute

pripilama po 50 pl Xkiekvieno tirpalo (gautos 0,003-200

ng/ml NGF koncentracijos), ir kiekvienas meginys

testuojamas tris kartus. Termostatavus ploksteles 2
dienas 5% CO, atmosferoje 37°C temperatiroje, i kiekvieng
ducbute pridedama po 10 ug MTT ir plokstelés papildomai
inkubuojamos 4 val. Po to pripilama po 1 tarji 20% SDS

(natrio dodecilsulfatas), paruosto 50% dimetilformamide

(DMF), pH 4,7, ﬁlokételés apgaubiamos celofanu ir per

naktij inkubuojamos 37% temperatiroje hermetiskai
uzdarytuose plastikiniuose konteineriuose. Ploksteles
tiriamos sekanc¢ig dieng, naudojant ploksteliy Vmax

skaitikli prie 575 nm bangos ilgio. PavyzdZio kreivés EDs,
santykis su standartinio NGF kreivés EDsy parodo dviejy

preparaty santykine potencija.
1 pavyzdys
NGF kompozicija

Ruo&iamos vandeninés kompozicijos, turin¢ios 1,10,100
irl000 upug/ml rhNGF, 5 mg/ml HSA, 8,7 mg/ml natrio
chlorido , 2,1 mg/ml citrinos rigsties ir toki kiekj
vandens, kad gauti 10 ml tGrio kompozicijos, uZbuferintos
prie pH 5,2. Citrinos rig&tis ir druska istirpinamos
apytiksliai 70% viso kompozicijos tiGrio, pH koreguojamas
NaOH/HC1 pagalba, HSA ir NGF tirpinami , $velniai
maisant ir kartu pilant vandeni 1iki galutinio tdrio;
formuluoté filtruojama per 0,2 p Millipore Millex-GV
filtrg.

rhNGF, naudojamas kompozicijy ruosimui, ekspresuojamas

vabzdZiy lgstelése, naudojant bakulovirusinji ekspresijos
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vektoriy ir valomas jony mainy bei reversines fazés
chromatografijy pagalba, kaip aprasyta Barnett, J., et
al., Exp. Neurol., 110:11-24, 1990.

2 pavyzdys

NGF kompozicijy stabilumas 5% ir 25°C temperatirose

250 pl ti@rio 1 pavyzdZio NGF kompozicijos méginiai (100
pg/ml koncentracijos) laikomi 5°C ir 25°C (RT)
temperatirose polietileniniucose laso formos buteliukuose
iki 6 ménesiy. $iy méginiy analizé, naudojant RP-HPLC,
ELISA ir biotesty, nerodo proteino nuostoliy, islaikius 6

ménesius (1 lentele).

1 lenteleée

NGF stabilumas 5°C ir 25°C temperaturose, naudojant RP-
HPLC, ELISA ir PC-12 biotéstg

RP-HPLC | RP-HPLC | RP-HPLC | RP-HPLC RP-HPLC | ELISA Biotestas
*AR% “AR% *AR% "AR% *AR% "AR% Santykinis
Laikymo ' aktyvumas%
temp(°C) lsav. 2 sav. 3 mén. 4 mén. émen. €men. 6 men.
5°C 99+2 99+6 96+4 100+3 101+3 | 100+6 106+14
R.T.
éifc) 99+2 | 91#5 |95t5 |103+3 |99+5 |104:13 | 1233

'AR% = Atsparumo Rodiklis% = méqinio [NGF]
kontroleés [NGF]

Santykinis aktyvumas% = méginio aktyvumas

kontrolés aktyvumas
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(RP-HPLC duomenys reikia wvidurki + 2-4 pakartojimy
standartinj nukrypimg. Biotesto duomenys reiskia vidurkj

+ 95% 3 nustatymy patikimumo ribos.)
3 pavyzdys

Ivairiy NGF kompozicijy, laikyty polietileno kateteriuose

37°C temperatiroje, stabilumas.

250 ul tdrio NGF kompozicijy meginiai, gauti pagal 1
pavyzdZio aéraéqu ir turintys 1-1000 pupg/ml rhNGF,
laikomi nepralaidZiuose rentgeno spinduliams polietileno
kateteriuose (vidinis diametras 0,076 cm, iBorinis
diametras 0,122 cm) 37°C temperatiiroje 4 savaites. Kaip
rodo 2 1lentelés duomenys, nei Zymesnio proteino kiekio
(naudojant RP-HPLC), nei Zymesnio NGF aktyvumo (naudojant

PC-12 biotestg) nuostolio neuzfiksuota.
2 lentelé

NGF kompozicijy, laikyty polietileniniuose kateteriuose
37°C temperatiiroje, stabilumas, nustatant RP-HPLC ir PC-12
biotesto pagalba.

Pradine *AR% *AR% *AR% Santykinis
[(NGF] . o aktyvumag%
(/) L 2 savaites | BTN | i ot
1,0 10413 87+6 85+3 101+34
}8600 94+14 92+4 100+1 118+45
1000, 0 10244 9516 95+2 129+34

, 10742 92+4 8613 108433

AR% = Atsparumo Rodiklis% = _meéginio [NGF]
kontrolés [NGF]
Santykinis aktyvumas% = meginio aktyvumas

kontroles aktyvumas
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(RP-HPLC duomenys reidkia wvidurki * 2-4 pakartojimy
standartini nukrypimg. Biotesto duomenys reiskia vidurki

+ 95% 3 nustatymy patikimumo ribos.)
4 pavyzdys

NGF kompozicijos stabilumas jvairiuose itaisuose

100 pg/ml  tdrio 1 pavyzdZzio kompozicijos méginiais
pripildomi Infusaid Model 600 implantuojamas infuzinis
siurbliukas (Shiley-Infusaid Inc., Norwood, MA),
Medtronics Synchromed implantuojamas infuzinis
siurbliukas (Medtronic Inc., Minneapolis, MN) bei Alzet
Model 2ML 4 miniosmotinis infuzinis siurbliukas (Alza
Corp., Palo Alto, CA). Siurbliukai patalpinami 37°C
temperatiros vandens vonioje 1ir pradedama kompozicijos
cirkuliacija. Kas savaite surenkami pavyzdziai 4 savaiciy
laikotarpyje ir analizuojami proteino kiekio ir aktyvumo
atzvilgiu, naudojant RP-HPLC, ELISA ir PC-12 biotestg.

3 lentelés duomenys nerodo zZymesnio NGF koncentracijos

bei aktyvumo sumaZejimo.
3 lentelé

NGF formuluo¢iy stabilumas, laikant jas jvairiuose

jtaisuose 37°C temperatiroje 1 ménesi

Tiekimo *AR% *AR% *AR% *AR% Santykinis
sistema . aktyvumas%
1 2 4 4 4
savaite savaites savaites savaités savaites
RP - HPLC RP -HPLC RP - HPLC ELISA Biotestas

Infusaid
Model 600 im-
plantuojamas

siurbliukas 91+3 110143 112+4 90x11 100+36

Medtronics
Synchromed im
plantuojamas

siurbliukas - 10912 9212 91+3 97+4 906

Alzet 2ML4
Osmotinis
mini siurb- 96+3 95+7 90+5 nenustatyta | nenustatyta
liukas . '
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*AR% = Atsparumo Rodiklis96:: méginio [NGF]
kontrolés [NGF]
Santykinis aktyvumas% = meginio aktyvumas
kontrolés aktyvumas
(RP-HPLC duomenys reiskia vidurki * 2-4 pakartojimy
standartini nukrypimg. Biotesto duomenys reiskia vidurkj

+ 95% 3 nustatymy patikimumo ribos.)
5 pavyzdys

NGF kompozicijy stabilumo pH intervale 4-10 tyrimai

Ruodiamos vandeninés Xompozicijos, turinc¢ios 100 ug/ml

NGF, 1 mg/ml HSA ir 9 mg/ml NaCl, uZbuferinamos pH

intervale 4-10 ir steriliai filtruojamos per 0,2 p filtrg
(Millex-GV; Millipore Corp.), kaip aprasyta 1 pavyzdyje.
Kompozicijos, kuriy pH intervalas 4-5, uZbuferinamos
acetatu, kompozicijoé, kuriy pH intervalas 6-10,
uzbuferinamos TRIS'c pagalba. 1 ml tdrio méginiai
patalpinami i polietileninius la%o formos buteliukus ir
inkubuojami arba kambario temperatiroje (23-25°%), arba
370 temperatiiroje. -Pavyzdziai imami jvairiais 1laiko
tarpais ir analizuojami RP-HPLC pagalba. Pirmos eiles
reakcijos greidio konstantos, rodan¢ios NGF nuostoli
tirpale, 2Zymimos kaip funkcija, priklausanti nuo laiko.
Nustatyta, jog NGF skilimo tirpale greic¢iai didéja prie
pH , Zemesnio negu apytiksliai 4,5 ir aukstesnio pH, negu
apytiksliai 6,0. Auk3¢iausias stabilumas stebimas prie pH
5,2.

6 pavyzdys

NGF kompozicijy stabilumas kaip funkcija, priklausanti

nuo neséjo koncentracijos
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Buvo tiriama ne$éjy tipas ir kiekis, norint nustatyti jy
poveikj NGF stabilumui. Paruos$ta 100 upg/ml vandenine
kompozicija, kaip aprasyta 1 .pavyzdyje, bei wvandeninés
kompozicijos , turin¢ios kitus neséjus, ir i&vardytos 4
lenteléje. Kiekviena kompozicija filtruojama per 0,2 u

Millipore Millex-GV filtrg. NGF stabilumas jvairiose
kompozicijose nustatomas, inkubuojant jas 37°%
temperatilroje polipropileniniuose laso formos
buteliukuose. Praeéjus 2 savaitéms, imami pavyzdZziai ir

analizuojamas proteino kiekis RP-HPLC pagalba.
4 lentelé

Ivairiy NGF kompozicijy, inkubuoty 2 savaites 37°C

temperatiroje, stabilumas

Neséjas o . AR% po 2 savaiciy
Kiekis (masés/tlirioc%)
Zelatina 1,0 6419
Zmogaus serumo 0,1 4817
albuminas B
Zmogaus serumo 0,5 99+2
albuminas }
Zmogaus serumo 1,0 31+36
albuminas B
Tween 80 0 ’ 2 77i9
Pluronic F-68 0,02 65+5

AR% = Atsparumo Rodiklis% = meéginio [NGF]
kontrolés [NGF]
(RP-HPLC duomenys reiskia wvidurki + 2-4 pakartojimy

standartini nukrypimg.)

7 pavyzdys

NGF kompozicija, skirta liofilinimui
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Kambario temperatiiroje ruosiama vandeniné NGF
kompozicija, turinti 100 ug/ml NGF, 30 mg/ml sacharozés,
30 mg/ml manitolio, 5 mg/ml HSA ir 0,3 mg/ml citrinos
rigsties, koreguojant pH 6,0 NaOH pagalba. I&tirpinus
citrinos riigstj ir cukrus taryje, sudarandiame apie 70%
viso tOrio, nustatomas pH ir dedama HSA bei NGF, S$velniai

maiSant ir supilant likusji vandenj.
8 pavyzdys
NGF kompozicijos liofilinimas

Tiriamas ~vandeninio NGF 7 ©pavyzdZio kompozicijoje
liofilinimo stabilumas. Paruo&ti pagal 7 pavyzdj NGF
kompozicijy 1 ml tlrio méginiai patalpinami i 5 ml talpos
I Tipo stiklinius buteliukus, uZdaromus 1liofilinimo
kams$¢iais. Buteliukai su kompozicijomis patalpinami j
$aldymo-dziovinimo kamerg (FTS Systems Inc.),
nukalibruotg pried$ Saldymo pradzig 5°C temperatiirai. Tada
kameros temperatiira paZeminama iki -40°C. Praéjus 2 val.

-40°C temperatiiroje, kamera vakuumuojama, kontroliuojant
slégi ézoto srovés pagalba 80-100 milliTorr ribose.
Temperatira keliama 4°C kas valandg, kol pasiekiama
galutiné 25°% dziovinimo temperatira. Galutinis produkto
drégmés kiekis 1-2% ribose pasiekiamas apytiksliai po 30

val. ciklo.

Saldyti-dZiovinti milteliai laikomi 5°C temperatiroje ir

atstatomi kambario temperatiroje po 3 dieny, panaudojant
1 ml skiedéjo, turin¢io 8,7 mg/ml NaCl ir 1,1 mg/ml
citrinos rigsties, uZbuferinto prie 5,2. NGF pavyzdZiy
koncentracija analizuojama RP-HPLC pagalba. Vykstant

liofilinimui, proteino nuostoliy nepastebéta.
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9 pavyzdys

NGF kompozicijy, laikomy stikliniuose buteliukuose 2-8°

temperatiiroje, stabilumo tyrimai

Pagal 1 pavyzdZio = procedirg ©ruo$iamos vandenines
kompozicijos, turinédios 100 ar 1000 pg/ml  rhNGF,
besiskiriandios tuo, jog partijos dydis padidintas iki
1,5 litro. 4,2 ml t@rio méginiai patalpinami i I Tipo
anglisko kristolo buteliukus su butilo-kauc¢iuko
kam&¢iais,  padengtais  teflonu, ir laikomi  2-8°C
temperatiiroje. Rezultatai, pateikti 5 lenteleje, nerodo
Yymesnio proteino kiekio (matuojant RP-HPLC ir ELISA
pagalba) ar NGF aktyvumo (matuojant PC-12 biotesto

pagalba) nuostolio.
5 lentelé

NGF kompozicijos stabilumas, laikant 2-8°C temperatiiroje

(matuojant RP-HPLC, ELISA ir PC-12 biotesto pagalba)

' RP-HPLC ELISA PC-Biotestas
RP-HPLC
*AR% *AR% *AR%
*AR%
Nominaliné [NGP] Pradinis 12 ménesiy 12 ménesiy 12 ménesiy
100 pg/ml 103+1 101+1 102+3 102+15
1000 pg/ml 102+1 101+1 108+3 102120
*AR% = Atsparumo rodiklis% = méginio [NGF] laike
pradiné [NGF]
NGF indentifikavimas ir kiekybinis nustatymas,

panaudojant RP-HPLC

Siame 9 pavyzdyje naudojama sekanti procedira:

NGF identifikuojama ir kiekybis&kai nustatoma,

analizuojant 100 pl t@rio méginius, panaudojant RP-HPLC
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(Hewlett Packard HP 1090 Liquid Chromatograph), apripintg
4-6 mm x 250 mm dydZio kolonéle, Baker suristu pladiy

pory butilu (C4) 300 i pory dydzio (J.T.Baker Inc.
Phillipsburg NJ, USA) bei diodiniu jtaisu, detektuojanc¢iu

prie UV 210 nm bangos ilgio. Judrios fazés:(A) 0,2%
trifluoracto rigs$tis vandenyje ir (B) 60% acetonitrilas
(A) buferyje, kur per 65 min. gradientai pakinta nuo 29%
(B) iki 75% (B), esant 1,0 ml/min. srovés greidiui ir 110

bary slegiui aplinkos temperatiroje.

Atitinkamai, HPLC buvo panaudota procediira, aprasyta

anks¢iau prie BANDYMO PROCEDUROS.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Vandeniné farmaciné kompozicija, be s i sk irianti
tuo, kad ji susideda i$S:

(a) nervy augimo faktoriaus;

(b) biologiskai priimtinos druskos kiekio, kurio pakanka
palaikyti izotoniskumg;

(c) buferio kiekio, kurio pakanka palaikyti kompozicijos pH
nuo 4,5 iki 6,0; ir

(d) vandens.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, be s i skirianti tuo,
kad ji papildomai turi biologifkai priimting vandenyje tirpy

nesiklji.

3. Kompozicija pagal 1 arba 2 punktg , bes i s kirian-
t i tuo, kad joje:

(a) nervy augimo faktorius sudaro 0,0001-0,125% vandenines
kompozicijos maseés;

(b) nesiklis sudaro 0,1-1,25% vandeninés kompozicijos maseés;
(c) druska sudaro 0,5-1,0% vandeninés kompozicijos mases;
(d) buferio yra toks kiekis, kurio pakanka palaikyti vandenines

kompozicijos pH nuo 4,5 iki 6,0.

4. Kompozicija pagal bet kuri i$§ ankstesniy 1-3 punkty, b e -

siskirianti tuo, kad jos pH yra nuo 5,0 iki 5,4.

5. Kompozicija pagal bet kuri i% 2-4 punkty, be s i s k 1 -
rianti tuo, kad turi 10-500 pg/ml nervy augimo faktoriaus,

5 pug/ml Zmogaus serumo albumino, 8,7 mg/ml NaCl, 2,1 mg/ml

citrinos rigsties ir vandens, ir jos pH yra 5,2.
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6. Vandeniné nervy augimo faktoriaus kompozicija, tinkama
liofilinimui, be s i s kirianti tuo, kad ji susideda 1i§:
(a) nervy augimo faktoriaus;

(b) biologigkai priimtino uzpildo;

(c) buferio kiekio, kurio pakanka palaikyti kompozicijos pH
nuo 5,5 iki 6,5; ir

(d) vandens.

7. Kompozicija pagal 6 punkta, b e s iskiriant i  tuo,
kad ji turi 1-1250 pg/ml nervy augimo faktoriaus ir 30-90 mg/ml

uzpildo.

8. Kompozicija pagal 6 arba 7 punktg, bes iskiriant i

tuo, kad uzpildas yra cukrus.

9. Kompozicija pagal bet kurj i3 6-8 punkty, bes i s k i -
rianti tuo, kad uzpildas susideda 1i§ sacharozés ir
manitolio misinio, buferis yra citratas, ir kompozicijos pH yra
nuo 5,8 iki 6,2.

10. Kompozicija pagal bet kuri i8§ 6-9 punkty, b e s isk i-
rianti tuo, kad 1liofilintoje formoje dregmés kiekis

sumazintas iki maZiau negu 2%.

11. Liofilinta farmacine kompozicija, be s i sk irianti
tuo, kad turi 0,001-1,25 daliy nervy augimo faktoriaus, 30-90

daliy cukraus ir maziau negu 1 dalj vandens.

12. Kompozicija pagal bet kuri i% 6-11 punktu , b e s iski-
rianti tuo, kad papildomai turi biologiskai priimting

vandenyje tirpy nesiklj.

13. Kompozicija pagal bet kuri 18 ankstesniy 1-12 punkty,

skirta panaudoti zmogaus neuroninei disfunkcijai gydyti.

14. Kompozicija pagal 13 punktgag, skirta panaudoti
intracerebroventrikuliarinéje infuzinéje formoje Zmogaus

Alzheimer'io ligai gydyti.



	Bibliography
	Claims
	Description
	Abstract

