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(57)  Referatas:

iradimas priklauso vandenyje tirpiems produktams bei kietos ir skystos formos farmacinems
kompozicijoms, skirtoms parenteraliam naudojimui. Farmacines komporzicijos susideda ar turi terapiskai
aktyvig medziaga, pasizymincig mazu tirpumu vandenyije ir Zzymiu risamuoju giminingumu plazmos proteinui, ir
plazmos proteino frakcija reguliuojamoje agregatinéje busenoje, kurioje mineéta aktyvi medziaga ir mineta
proteino frakcija tarpusavyje suri$tos nekovalentiniais rysiais. ISradimas apima produkto gmybos budg ir
farmacines kompozicijas.



10

15

20

25

30

35

1 LT 4736 B

Isradimas apraso nauja bdg, produktus ir kompozicijas,
skirtus patiekti terapiskai aktyvius junginius,
pasiZyminc¢ius mazu tirpumu vandenyje beil zymiu risamuoju
giminingumu plazmos proteinams, ir tokiy produkty bei
kompozicijy, skirty terapiniam vartojimui, paruo$imo
procesus. -

Labiau konkretizuojant, svarbiausi i&radimo objektai yra
kieti arba skysti produktai ir farmacinés kompozicijos,
skirti daugiausia parenteraliniam vartojimui ir savo
sudétyje turintys:

a) terapiskai aktyviaja medziaga, pasizymin¢ig mazu
tirpumu vandenyje ir Zymiu risamuoju giminingumu plazmos
proteinams (toliau “aktyvioji medziaga”) ir

b) plazmos proteiny frakcijg reqguliuojamoje
agregatinéje biisenoje,

kur mineta aktyvioji medZiaga ir minéta proteiny
frakcija tarpusavyje suristos nekovalentiniais rysiais ir

¢) turi, nebitinai, papildomg farmacigkali priimting

ir parenteraliai tinkamg kompozicijos priedg(us) - Ppvz.,
vandeni, stabilizatoriy(s), proteino agregacijos
reguliatoriy(s).

I¢radimo homogeniniai kieti produktai, turintys minetg
proteing ir minéta medZiagy, yra tirpis vandenyje ir 3juy
vandeniniai tirpalai gali biti vartojami parenteraliai

arba i$ jy gali biti ruosiami parenteraliniail farmaciniail

preparatai.

Specialistams yra Zinoma, jog kai kurie biologiskail
aktyvis junginiai pasiZymi stipriu terapiniu aktyvumu,
bet deél jy mazo tirpumo vandeninéje terpéje niekuomet
nebuvo galima parodyti Jjuy naudingumo. Kai kurie 1§ Jjuy
niekuomet nebuvo jtraukti } receptiras, keletas tepasieke

klinikiniy tyrimy I faze. Kai kurie pasirodé esg ”sunkiai

biosuderinami” kompozicijose del santykinail auksto
toksiskumo, kuri sglygojo kompozicijoje  naudojamos
medfiagos.  TipiSkas  tam pavyzdys  yio Laksohy grupdo

atstovai, konkrec¢iai, paklitakselis, stiprus
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citostatikas, kurio pritaikymas buvo nepakankamas del
toksiskumo zZinomos Klucel kompozicijos su tvinu 80 arba
Klucel ir skiediklis 12, miSinys Cremaphor EL:etanolis
1:1 [Cancer Chemotherapy and Pharmacology (1994) 34:465-
471; Journal of the National Cancer Institute (1990)
1247-1259}. Cremaphor EL (polioksietilintas ricinos
aliejus) pasizymi bidingu toksiskumu, sukelianciu
vazodilatacijg (kraujagysliy pletimg), letargijg,
hipotenzijg (sumaZéjusi kraujospddji) ir t. t. Siekiant
sumazinti tirpiklio ir adjuvanto toksiikg pa$alinj
poveiki., buvo sitlomi tam tikri metodai: ilgalaikis
vartojimas labai mazy doziy, paruoSiamasis gydymas pries
vartojimg ir t. t. (JAV patentas 5665761; JAV patentas
5621001; JAV patentas 5670537 ir t. t.). Kito pasilymo
esme sudare aktyviosios medZiagos derinimas su
dispergatoriumi, turin¢iu proteinu dengtg sluoksni (JAV
patentas 5560933), suformuotg reaguojant proteinui su
aliejumi, pvz., sojos pupeliy aliejumi - tokios
kompozicijos buvo sidlomos paklitakseliui ir
amfotericinui. Tad¢iau net naujausia literatira jispeja del
pritaikymo, pvz., dél paklitakselio (2Zr., pvz., “Guidance
for Industry”, i8l. U.S. Department of Health and Human
Service CDER September 1997, OGD-L-8), kur, del
hipersensibilumo reakcijy, visi pacientai prie3 gydymg
paklitakseliu turi gauti kortikosteroidy, difenhidramino

ir H; antagonisty kursg.

veliau buvo pasiilyta ruosiant tam tikry vandenyje
netirpiy dihidropiridiny parenteralines kompozicijas,
dihidropiridinus tirpinti organiniame tirpiklyje arba
organinio tirpiklio ir vandens miSinyje bei pridéti HSP
(Zmogaus serumo proteinai) tirpalo i minétg skysti, tam,
kad iki minimumo bty sumaZintas netirpios aktyviosios
medZziagos Kkristalizavimasis (Vengrijos patentas 198381,
Vokietijos patentiné paraiska 3702105). Tadiau gautas
sKystls vis deli Lo nebuvo sBhaidius Lilpalas i1 Lurdjo

organinio tirpiklio.
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Pagal Japonijos patento 58216126 publikacijg (Zr. EPO
Patent Abstracts of Japan) kal kurie karboksirigsSties
dariniai, turintys stipriai stabdanc¢ig funkcine aromatine
grupe ir pasiZymintys apie 0,1 mg/ml tirpumu vandenyje,
buvo soliubilizuojami, sudedant juos i praskiestg

vandeninj Zmogaus serumo albumino tirpalg.

Taip pat yra Zinoma, jog peroralines farmacines
kompozicijos yra gaunamos dideliu greid¢iu (nuo 5000 iki
40000 aps./min.) sumaisant aktyvyji ingredientg su
kiauginio albuminu vandeniniame tirpiklyje, po to
tirpikli nudistiliuvojant (Europos patentine paraiska
326618). Gaunama peroraliniam vartojimui skirta vandenine
suspensija, pasiZyminti kai kuriais sumaZintais aktyvaus

ingrediento pasaliniais poveikiais.

Be to, Zinoma, Jjog kai kurios vandenyje netirpios
aktyviosios medZiagos turi Zymy giminingumg proteinui
arba serumo proteinui. Kai kurie = Saltiniai mini
paklitakselj [Cancer Chem. and Pharm. (1994) 34: 465-
471} ; mikonazolj, flukonazolj, amfotericing B [Infection,
23(5): 292-297 (1995) Sept.]; karbamazeping
[J.Chromatogr. B. Biomed. Appl. 669(2): 281-288 (1995
July 21)]; azatiopring [Ann. N. Y. Acad. Sci, 685 (1993):
175-192], propofoli [J. Chromatogr. Sci (199Z): 164-166].

Remiantis naujausia literatira [The Lancet vol. 352

(1998): 540-542], vaistinis preparatas Taxol® sukelia

raudonyjy lgsteliy agregacija ir taip veikia
poliocksietilinto ricinos aliejus, kuris yra minéto
vaistinio preparato tirpiklis. Kai kurie vandenyje
netirpiis vaistiniai preparatai yra ruo$iami, naudojant
toksiska Cremaphor (ciklosporinas, teniposidas,
paklitakselis, amfotericinas B). Kiek mums yra ZZinoma,
ankdto  aktyvumo, bet vandenyije netirpiy vaistiniy

preparaty serijos 1iki $iol i§ viso nepasirode prekyboje

it
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parenteralineje ir interveninéje skyrimo formose, pvz.,
ritonavitas, karbamazepinas, kamptotecinas, azatioprinas,

mikonazolis, flukonazolis ir t. t.

Todél Dbitina problemg iSspresti taip, kad terapiskai
vertingos vandenyje netirpios nedzZziagos galéty bati
skiriamos vandenyje tirpios formos pavidale, geriau
parenteraliniu bddu, pacientams, kuriems reikalingas

gydymas minetais aktyviaisiais ingredientais.

Sio isradimo tikslas yra patenkinti §j reikalavimg,
liec¢iantj praktiskai vandenyje netirpius aktyviuosius
ingredientus, pasiZyminé¢ius 2Zymiu risamuoju giminingumu

plazmos proteinams.

Sis isradimas remiasi suvokimu, kad aktyviyjy medziagy
susiriSimas nekovalentiniais rysiais su atitinkamais
proteinais prie§ jy vartojimg pateikia naujg ir 1labai
potencialig  aktyviyjy ingredienty su mazu tirpumu
vandenyje pristatymo sistemg. Sutinkamai su isradimu yra
paruoSiami homogeniniai kieti produktai, kurie po to
istirpinami vandenyje ir tokiu biddu gaunami
biosuderinami, skaidriis vandeniniai tirpalai, tinkami
parenteraliniam skyrimui. Tokiu bGdu i%radimas pateikia
reikalingy, vandenyje netirpiy aktyviyjy ingredienty
skyrimo priemones, nejvedant toksisky elementy, ir kai
kuriais atvejais - Zymiai efektyvesnémis dozemis negu

anksc¢iau.

Zyméjimai, naudojami Sioje paraiskoje, kurie toliau nebus
kartojami:

R' Zymi tret-butiloksikarboksirigsties amidg arba
benzoilamidg;

R®  zymi vandenilj arba bet kokig acilo grupe,

optimalu acetilsy.
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Maras tirpumas vandenyje reiskia, jog tirpumas vandenyje

kambario temperatiiroje, yra <1107 M/1;

Zymus risamasis giminingumas plazmos proteinams reiskia,
kad > 90% medziagos Yyra susirisusi su proteinais
vandeninéje terpeje 1ir yra spontaninéje pusiausvyroje
kanbario temperatiiroje;

HSA - Zmogaus serumo albuminas,

WFI - vanduo injekcijoms.

Vienas isradimo objekty yra vandenyje tirpi Zmonéms
skirta farmaciné kompozicija, daugiausia parenteraliniam
vartojimui, turinti terapiskai aktyvyji jungini.,
pasiZzyminti mazu tirpumu vandenyje 1T zymiu risamuoju
giminingumu plazmos proteinams arba Zmogaus plazmos

baltymy frakcijai reguliuojamoje agregatineje bisenoje.

Kiti igradimo objektal yra vandenyje tirpios
veterinarinés farmacines kompozicijos, daugiausia skirtos
parenteraliniam vartojimui, turincios terapiskai aktyvyji
jungini, pasizyminti mazu tirpumu vandenyje ir Zymiu
risamuoju giminingumu gyvuliy plazmos proteinams

reguliuojamoje agregatineéje bisenoje.

Zmogaus arba gyvuliy plazmos, kurios pagal isradimg gali
biati  produktuose ir farmacinese kompozicijose ir,
atitinkamai, panaudotos produkty ir kompozicijuy gavimo
bdduose, gali biti bet kokie natiralios kilmés proteinai
arba plazmos frakcijos, pvZ., serumo albuminas,
imunoglobulinas, glikoproteinas, interferonas ir/arba
interleukinas, taip pat 3Ju rekombinantiniai analogai.
Gali bati naudojami Zmogaus ir gyvuliy proteinai. Zmoniy
gydymui skirtuose junginiuose ir kompozicijose
pageidautina naudoti natdralius Zmogaus serumo ir

rekombinantinius Zmogaus serumo proteinus.
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Pagal isradimg praktiskai vandenyje netirpds aktyvieji
ingrediental apima platy junginiy diapazong, esant vienai
islygai - jie turi pasizZzymeéti zymiu  giminingumu
pasirinktiems plazmos proteinams. Aktyviyjy ingredienty
pavyzdziai apima tokias terapiniy agenty grupes:
citostatikg, pvz., taksonoidg, antibiotikg, vitaming,
priesuzdegimini agentg, analgetikg, antispazmini agentg,
imunosupresantg, antiepilepsini agenta, raminangji
agentg, hipnotiky, priesgrybinji agentg, antikoaguliantg,
lipidineés peroksidazés inhibitoriy, koronarini
vazodilatatoriy, antiaritmijos  agentg, kardiotonikg,
urikacidurinj agentg, antitrombotikg, steroidinj hormong
(progesterong, androgeng, testosterong) ir/arba
fotosensibilizatoriy. Kai kurie aktyvieji ingredientai
gali bGti naudojami tuo padiu metu, kruopsd&iai
apsvarsCius 1ir adaptavus terapines dozes ir patikrinus
riSamuosius giminingumus pasirinktiems proteinams, kurie
turi bGti tinkami, esant tokiems pakitusiems

reikalavimams.

ISradimo realizavimas numato produktus ir farmacines
kompozicijas (atsizvelgiant i ankstesnes  pastabas),

turin¢ias bent vieng 1§ sekanc¢iy aktyviyjy medziagy:

amfotericing B, adriamicino analogg, apazong,
azatiopring, bromazepamg, kamptotecing, karbamazeping,
klonazepamg, ciklosporing A, diazepamg, dikumarolji,
digitoksing, dipiridamolj, dizopiramidg, flunitrazepamg,
gemfibrozilg, ketochloring, ketokonazoli, mikonazoli,
niflumine rdgsti, oksazepamg, fenobarbitalj, fenitoing,
progesterong, propofoli, ritonavirsg, sulfinpirazong,
suprofeng, takrolimus, tamoksifeng, taksonoidq,

testosterong, tirilazada, trioksaleng, valproine ragsti

ir/arba varfaring.

Optimalus isradimo variantas apima auks§¢iau aprasytyg
produktg arba kompozicijyg, Lturindig Luhsonoidy,

atvaizduotg bendra formule I.
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Kitas optimalus iSradimo variantas apima arba susideda i$
paklitakselio ir Zmogaus serumo albumino, imunoglobulino,
glikoproteino, interferono ir/arba interleukino arba kai
kuriy kity Zmogaus plazmos proteiny frakcijy.

Ypatingai svarbis isradimo objektal yra homogeniniai,
vandenyje tirpls produktai kietoje formoje, savo sudetyje

turintys bent vieng aktyviaja medziaga 18 grupes:

anfotericing B, adriamicino analoga, apazona,
azatiopring, bromazepamg, kamptotecing, karbamazeping,
klonazepamg, ciklosporing A, diazepamg, dikumaroli,

digitoksing, dipiridamolj, dizopiramidg, flunitrazepamg,
gemfibrozila, ketochlorina, ketokonazoli, nikonazoli,
niflumine ragsti, oksazepamg, fenobarbitali, fenitoing,
progesterong, propofoli, ritonavirg, sulfinpirazong,
suprofeng, takrolimus, tamoksifena, taksonoida,
testosterong, tirilazadag, trioksaleng, valproine ragsti
ir/arba varfaring ir taip pat turintys bent vieng
proteing 1§ 2mogaus serumo albumino, imunoglobulino,
glikoproteino, interferono ir/arba interleukino grupes
arba Dbet Xkuri kita natdralaus arba rekombinantinio
smogaus plazmos proteino frakcija., kur mineta aktyvioji
medziaga ir mineta proteiny frakcija tarpusavyje susirise
nekovalentiniais rys$iais  ir molinis  santykis tarp
aktyviosios medZiagos ir proteiny frakcijos yra diapazone
nuo 1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.
Optimalds auksciau pateikty objekty pavyzdzial yra
homogeniniai, kietos formos, vandenyje tirpis produktai,
savo sudétyje turintys sekandias aktyviyjy medziagy ir
proteiny poras: bendros formuleées I taksonoidg, kurioje:

1 zymi tret-butiloksikarboksirdgsties amidg arba

R

benzoilamida,

r? zymi vandenili arba bet kokig acilo grupe,

optimalu acetilg -

ir plazmos proteino frakcijg;
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paklitakselj ir Zmogaus serumo albuming, rekombinantinij
zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling;
amfotericing B ir Zmogaus serumo albuming, rekombinantini
zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling:
kamptotecing ir Zmogaus serumoc albuming, rekombinantini
zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling;
karbamazeping ir Zmogaus serumo albuming, rekombinantini
zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling;
ciklosporing A ir 2Zmogaus serumo albuming, rekombinantini
zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling;
propofoli ir Zmogaus serumo albuming, rekombinantinj

zmogaus plazmos albuming ir/arba y-globuling:

IS auksciau pateikty paaiskinimy matosi, jog isradimas
apima anks¢iau minetas Kkompozicijas abiejose - tiek

kietoje, tiek vandeniniy tirpaly - formose.

Kas liec¢ia jy gamtine struktirg - konkreciau, jy chemine
sudeti - tal proteino molekulés linkusios agreguotis savo
specifinémis susiri$imo sritimis. Agregavimosi 1laipsnis

priklauso nuo tirpalo, kuriame proteinas randasi,

parametry (temperatiros, sudeéties, santykinés ir
absoliutineés komponenty koncentracijos, PH, joninés
jeégos).

Pageidautina, kad sutinkamai su i&radimu naudojami

plazmos proteinai bty stabilizuotame arba reguliuojamame
bivyje. Tikslas yra isSvengti tokios proteiny agregacijos,
kuri galety inhibuoti optimaly aktyviojo ingrediento
susiri$img. Nepageidaujama proteiny agregacija gali bati
reguliuojama, esant kitoms molekuleéms, galinc¢ioms uZimti
keleta arba visas susiri$imo sritis dalyvaujancéiose

agregacijoje makromolekulese ir talp 1svengtdi
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daugkartinés proteinas - proteinas asociacijos. Kai kurie
komerciskai gaunami proteinai i§ anksto jau bina
reguliuojamoje agregatineje bisenoje: turi
stabilizatorius agregacijai i&vengti. Tac¢iau $i bisena ne
visada yra optimali bisena ry$iui su aktyvigja medZiaga,

numatyta naudoti isradime.

Sutinkamai su isradimu terminas “kontroliuojama
agregatiné bisena” reiskia geriausig biseng prisirisimui,
t. y.. kada proteinas sugeba priristi aktyvigjg medzZiagg
tiksliai taip, kaip tai yra reikalinga. Tai nebitinai yra
bisena, kada su proteinu susiriSes maksimalus aktyviosios
medZiagos molekuliy kiekis, Dbet biina atvejy, kada
aukSciausias surisSimo laipsnis yra pageidautinas.

Tai reiskia, kad mes kal kuriais atvejais turime
pasalinti kitus uZpildus i8, pvz., komerciskai gaunamos
serumo albumino frakcijos, pvz., stabilizatorius,
joninius komponentus ir pan. Tai galéty bdti bitina
pradineé proceso stadija, kada yra naudojamas bldas pagal
iSradima. Salygos, reikalingos tinkamos agregacines
bisenos nustatymui, grieztai priklauso nuo esamos
aktyviosios medziagos ir tinkamos proteiny frakcijos.
Zemiau pateikti pavyzdziai demonstruoja (pvz.,
paklitakselis ir ciklosporinas A), kad suriSimas su
plazmos proteiny frakcija aukstesniu laipsniu pasireiskia
tuomet, kada néra kity wuzpildy (pvz., stabilizatoriy,
joniniy komponenty, drusky ir t. t.). Taciau yra kitos
aktyviosios medZiagos (pvz., amfotericinas B ir
propofolis), kurios nerodo jokios interferencijos
susirisant, pvz., proteiny stabilizatorius.

Tokiu bddu, naudojamy proteiny tinkama agregatiné bisena
turi biiti nustatoma atskirai kiekvienai naudojamai
aktyviosios medziagos/proteino porai.

Naudojant paklitakselio 1ir HSA porg, svarbu pasalinti
visus komercisdkgji HSA lydinc¢ius stabilizatorius, pvz.,
N-acetil-D,L-triptotang, $arminius oktLanoatus, RKurie buvo

' ' . » ' . ' ' ’ 0
naudojami proteino stabilizavimul pasterizavimo 60°C
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temperatiroje metu. Amfotericinas B arba propofolis gali
bidti suristi su HSA taip pat ir esant Siems
stabilizatoriams. Atskirais atvejais, kuomet norima
agregatiné bilisena gali bati pasiekiama vandens pagalba,
kiti komponentai turi bati pasSalinami, pvz., atliekant
procedirg, aprasytg viename is$ pavyzdZiy.
Siekiant optimalaus specifiniy medziagy ir specifiniy
plazmos proteiny frakcijy susirisimo turi bdti
atsizvelgiama i tokius aspektus:

a) medziagos uzimtos surisimo srities ant proteino
charakteristikas;

b) tirpale esan¢ius kitus komponentus, galindius
uzimti tg padig sritji arba net konkuruoti deél jos;

c) fiziko-chemines sglygas, lemianc¢ias esamos
surisimo srities konformacijq ir priri&imo rezultatg;

d) Zinomus terapinius aspektus, pvz.:

i) paklitakselj ant HSA, turinti unikalias
transportines charakteristikas;

ii) paklitakselj ant interleukiny su isbandytu
terapiniu ne§iklio aktyvumu;

1ii) ciklosporing A ant gamaimunoglobulino su
igbandytu terapiniu nesiklio aktyvumu;

iv) ritonavirg ant gamaimunoglobulino su isbandytu
terapiniu ne&iklio aktyvumu;

kompozicijos stabilumg.

Vienas i§ paprasc¢iausiy agregacijg reguliuojanciy agenty

yra vanduo. Naudojant tinkamg vandens kieki,
nepageidaujama agregacija gali bGti inhibucjama, ir
proteinas esti paruostas naudojimui pagal isradimg - jis

yra ”“reguliuojamoje agregatinéje formoje”.

Sutinkamai su isradimu, Jjunginiai ir kompozicijos savo
sudetyje kaip priedg gali tureéti agregacijos reguliatoriy
arba stabilizatoriy ir/arba pagalbinj tirpalg
stabilizuojanti priedg. Tokiy priedy pavyzdziai vyra:
vanduo, natrio chloridas, buferds, poliaikcholis, puve.,

glicerolis, vandenyje tirpus cukraus darinys,
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pageidautina, manitolis, sorbitolis ir/arba dulcitolis ir

kiti.

Kitas is&radimo objektas - naujy produkty ir farmaciniy
xompozicijy gavimo bidas. Budag sudaro sekandios stadijos:

a) terapiskai aktyvuy Jjungini, pasizyminti mazu
tirpumu vandenyje ir 2zymiu rigamuoju giminingumu plazmos
proteinams (”aktyvioji medZiaga”) 1istirpina farmaciniu
pozidriu priimtiname, su vandeniu besimai$an¢iame
organiniame tirpiklyje,

b) minétg tirpala sumaiso su plazmos proteiny
frakcijos reguliuojamoje agregatineje bisenoje vandeniniu
tirpalu ir, nebitinai,

¢) su papildomu farmaciniu poZziuriu priimtinu
pagalbiniu priedu, pvz.., proteino agregacijos
reguliatoriumi ir/arba stabilizatoriumi, deéka ko gaunamas
tikrasis tirpalas, turintis minetg aktyvigja medziagg ir
minétg proteiny frakcija. tarpusavyje susirisusius
nekovalentiniais ry$iais;

d) organini tirpikli pasalina, pageidautina,
ultrafiltruojant, dializuojant, diafiltruojant ir/arba
liofilinant tirpalg arba Jjo koncentratg arba derinant
giuos procesus, déka ko gaunamas homogeninis, vandenyje
tirpus skystis arba kietas produktas, arba farmacine
kompozicija, turinti aktyviaja medziagg ir plazmos
proteiny frakcija;

e) nebitinai, kietg medziagg arba skysti istirpina
arba praskiedzia vandeniu, gaunant skaidrig, skysta
kompozicija, tinkamg terapiniam skyrimui,

f) nebGtinai, jveda 8i produkta i parenteraline
kompozicijg (dozavimo formg) , skirtg tiesioginiam
vartojimui.

Ruodiant naujus homogeninius kietus produktus, savo
sudétyje turin¢ius aktyvigsias medZiagas 1ir proteinus,
tarpusavyje susirisusius nekovalentiniais ry$iais, yra

tikslinga naudotis budu, Kkurj sudaro sekancClios stadi jos:



12 LT 4736 B

a) terapiskai aktyvy Jjunginj iStirpina su vandeniu
besimais$anciame, farmaciniu pozidriu priimtiname
organiniame tirpiklyje,

b) minétg tirpalg sumai$o su atrinktos plazmos

proteiny frakcijos vandeniniu tirpalu reguliuojamoje

agregatinéje  bilsenoje, deka ko gaunamas tikrasis
tirpalas, savo sudeétyje turintis minetyg aktyvigjg
medZiagg 1ir minetg proteiny frakcijag, tarpusavyje

susirisusius nekovalentiniais ry$iais;
c) pasalina organini tirpiklji ir 1liofilina tirpalg

arba jo koncentratgy.

Tinkamiausias bldas pa$alinti organinj tirpikli priklauso
nuo aktyviosios medZiagos ir proteino. I§ aktyviojo
produkto (aktyviosios medZiagos ir proteino poros)
prigimties seka, jog taikomi metodai turi uZtikrinti
Svelnias sglygas. Liofilinant gaunami  homogeniniai,
kieti, vandenyje tirplis produktai, kuriuos, i8 naujo
istirpinus vandenyje, galima skirti intraperitoniskai (i
pilvaplévés ertmés vidy). Galima naudingai apjungti
anks¢iau minétas stadijas, pvZ., procesg padaryti
ekonomiskesniu, is pradziy paruo$iant aktyviosios
medZziagos/proteino poros koncentratg, o© po to minétg
koncentratg isliofilinant. Kai kurios aktyviosios
medZiagos/proteino poros (pvz., amfotericino B/serumo
albumino pora) gali bdti seékmingai koncentruojamos,

naudojant ultrafiltravimg arba dialize. Kai kurios kitos

poros (pvz., paklitakselis/HSA), pageidautina,
liofilinamos. Kitos poros pirmiausia turi bati
ultrafiltruojamos ir gautas koncentratas po to
liofilinamas.

Specialistams aisgku, jog ruosiant parenteralinius
farmacinius preparatus, skiedimas vandeniu atliekamas
naudojant tokius vandeninius tirpalus, kurie turi
papildomus, parenteraliai priimtinus priedus, pvs.,

natrio chloridsa.
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Pagal isradimg tinkamas tirpiklis, skirtas aktyviojo
ingrediento idtirpinimui anksciau ninétoje stadijoje a),
turi pasizyméti tokiomis savybénmis:

* jis turi pilnai igtirpinti aktyvyji ingredientg jo
miZinyje su vandeniu ir

* jo misinys su >50% vandens neturi denatiruoti

naudojamo proteino.

Priet pradedant vykdyti procesg, naudojant aktyvuyji
ingredientg ir atrinkta proteing, remiantis anksciau
isdéstytais reikalavimais turi biti parinktas atitinkamas
tirpiklis. Naudojimui yra tinkami tirpikliai, kurie,
misiniuvose turedami >50% vandens, dar sugeba istirpinti

aktyvyji ingredienta.

Optimalis tirpikliai, kurie gali biti naudojami anksciau
apradyto proceso stadijoje a), yra, DVZ., bet kokie
tirpikliai i§ grupes, susidedancios is alifatinio
Cu.“monoalkoholio arba polialkoholio, 70-100% etanolio,

dimetilformamido, metilformamido.

kada ruosiamas proteino turintis tirpalas, jame gali biati
agregacijos reguliatorius ir/arba stabilizatorius. Tokie
priedai yra papildomas arba optimalus kiekis vandens. Jie
taip pat gali apimti agentus, galin¢ius dalinai uzimti

kai kurias proteino surisimo sritis, kad biaty isSvengta

agregacijos; tai, pvz., natrio chloridas, buferis,
polialkoholis, pvz.. glicerolis, ir/arba vandenyje tirpus
cukraus darinys, pageidautina, manitolis, sorbitolis,
dulcitolis.

parenkant optimalias sglygas bet kokiam aktyviajam
ingredientui, i{sankstiniais bandymais turi biti nustatomi
optimalis surisantys giminingumai ir atitinkamos
agregatines savybés. Zemiau pateikiamuose pavyzdZiuose

atskleidziami issamus tokly nustatyiy metodal .

Ll
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Optimaliam stadijos a) variante naudojami junginiai yra
paklitakselis ir natlralios plazmos komponentas, pvz.,
serumo albuminas, imunoglobulinas, glikoproteinas,
interferonas ir/arba interleukinas arba naudojami jy
rekombinantai. Kituose isradimo variantuose kaip
aktyvioji medziaga yra naudojamas vandenyje netirpus
citostatikas, pvz., taksonoidas, antibiotikas, vitaminas,
priesuzdegiminis agentas, analgetikas, antispazminis
agentas, imunosupresantas, antiepilepsinis agentas,
raminantis agentas, hipnotikas, priesgrybinis agentas,
antikoaguliantas, 1lipidinés peroksidazés inhibitorius,
koronarinis vazodilatatorius, antiaritmijos agentas,

kardiotonikas, urikacidurinis agentas, antitrombotikas,

steroidinis hormonas (progesteronas, androgenas,
testosteronas) ir/arba fotosensibilizatorius. Tinkamos
isradimo procesui aktyviosios medZziagos apima:
amfotericing B, adriamicino analoga, apazong,

azatiopring, bromazepamg, kamptotecing, karbamazeping,

klonazepamg, ciklosporing A, diazepamg, dikumarolj,
digitoksing, dipiridamolj, dizopiramidg, flunitrazepamg,
gemfibrozila, ketochloring, ketokonazoli, mikonazoli,
niflumine rdgsti, oksazepamg, fenobarbitali, fenitoing,
progesterong, propofoli, ritonavirg, sulfinpirazong,
suprofeng, takrolimus, tamoksifeng, taksonoidg,

testosterong, tirilazadag, trioksaleng, valproine rigsti

ir/arba varfaring.

Optimalus is8radimo variantas apima homogeninio, kieto,
vandenyje tirpaus produkto, turindio paklitakselio ir
Zmogaus Serumo albumino, gavimg, kur aktyvusis
ingredientas ir plazmos proteiny frakcija gali DbGti
susirise nekovalentigkai. Kitas optimalus variantas apima
homogeninio, kieto, vandenyje tirpaus produkto, turincio
bendros formulés I taksonoidg ir plazmos proteiny
frakcijg, gavima, kur aktyvusis ingredientas ir plazmos

proteiny frakcija yra susirise nekovalentiskal.
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1% ankstesniy paaiskinimy matosi, jog $is iSradimas néra
ribojamas nei jokiomis aktyviosiomis medZiagomis, nei

jokiais proteinais, isvardytais anksciau.

Kitg isradimo objekta sudaro Zmoniy arba veterinariniy
pacienty gydymui skirty produkty ir kompozicijy
naudojimas. Jis apima kompozicijos, paruostos sutinkamai
su isradimu, efektyvios dozés skyrimg pacientui, kuriam
reikalingas gydymas aktyviuoju ingredientu. Naudojamos
dozés priklauso nuo aktyviojo ingrediento, taip pat ir
nuo naudojamo proteino. Gali bati skiriamos tokio dydZio
dozés, kad jos uztikrinty bent tuos pééius lygius,
kraujuje, kai bina naudojamos konkrecios Zinomos
aktyviosios medZiagos kitais skyrimo bidais.

Cia pateikiami produktai arba farmacinés kompozicijos,
skirtos #moniy ir veterinariniy pacienty parenteraliniam
gydymui, naudojant vandenyje netirpia terapiskai
aktyvigja medziaga, pasizZymincig Zymiu risamuoju
giminingumu plazmos proteinui, skiriant parenteraliniu
btidu pacientui, kuriam reikalingas gydymas minéta
aktyvigja medziaga, efektyvig doze sekan¢iy produkty,
naudojant atitinkamas dozes (skai¢iuojant aktyviajai
med2iagai): paklitakselis/albuminas 70-280 mg/gydynmui;
propofolis/albuminas 6-10 mg/kg/val.; kamptoteci -
nas/albuminas, gemfibrozilas/albuminas, ciklosporinas
A/albuminas 3-5 mg/kg/dienai; amfotericinas B/albuminas
iki 1,5 mg/kg/dienai; tos pacios dozes naudojamos
junginiams, savo sudétyje turintiems atitinkamus
rekombinantinius proteinus.

Isradimo Jjunginiai, kompozicijos ir bidai turi tokius

pranasunus:
* galinybe idvengti biologigkail nesuderinamy
nesikliy, sumazinti arba visiskai pasalinti doze

ribojan&ius pasalinius poveikius, susijusius su tokiais
komponentais, kaip toksiski tirpikliai, pavirsinio

aktyvumo agental, emulsikliai ir pan.
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* plazmos proteiny frakcijy naudojimas vaistiniy
preparaty nesikliais neissaukia papildony toksisky
efekty - priesingai, jie Ggali pagerinti pacientams
toleracija, pvz., chemoterapijai.

* atskirais atvejais taikoma dozé gali  biati
padidinama, lyginant su dabar parduodamais vaistais, ir
tokiu bidu yra galimybé pagerinti bendrg terapijos
rezultatg.

ISradimas detaliau iliustruojamas sekanc¢iuose

pavyzdZiuose, neapribojant jais.
PAVYZDZIAI

I.GAVIMO METODAI, TYRIMAI

Atyviojo ingrediento (medZiagos) susirigimui su proteinu
nustatyti buvo taikomi metodai:

a) Ultrafiltracija

1 ml skaidraus tirpalo, gauto sumaisius reguliucjamoje
agregatineéje biisenoje esandio proteino vandenini tirpalg
su aktyviojo ingrediento atitinkamame tirpiklyje tirpalu,
bandinys filtruojamas per ultrafiltravimo membrang
(skiriamoji riba >30000 Da) ir ultrafiltrato frakcijoje
yra nustatomas aktyvusis ingredientas. Kada aktyviojo
ingrediento koncentracija matuojama nefiltruotame
tirpale, visas kiekis (>90%) yra regeneruocjamas
nepakitusioje formoje.

b) Liofilizacija

Liofilinimas 1 ml anks¢iau minéto tipalo. Po liofilinimo
kietos nuosédos istirpinamos 1 ml distiliuoto vandens,
gaunant skaidry tirpals. Matuojant Siame tirpale
aktyviojo ingrediento koncentracija, vandenineéje fazéje
aktyviojo ingrediento nerasta, bet jo 100% regeneruojama
i8§ proteino frakcijos.

c) Aktyviojo ingrediento analizé

Aktyviojo ingrediento tyrimai atliekami naudojant auks&to

UV spektroskopijos pagalba.
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HPLC analizé gali bidti atliekama, pvz.. naudojantis
Waters Millenium (Waters, MA, JAV) HPLC sistema. Jos
komponentai: Waters 616 siurbliukas; Waters 600 8
reguliatorius; Waters 717 plus automatinis bandiniy
injektorius su termostatu, nustatytu +5°%c; waters 996
diodinis UV/VIS (ultravioletinés/matomos sviesos bangy)
diapazono detektorius. Sistema paleidziama, 1ir Waters
Millennium v. 2.02.0 gauti duomenys patenka § Digital
p486/166 (Digital Equipments, Irvin, UK) personalinj
kompiuterji. Kiekvienam junginiui salygos turi biti
optimizuojamos individualiai, kaip Zemiau parodyta kai
kuriems produktanms.

d) Cheminés struktiros patikrinimas

LC/MS (skystos chromatografijos/masiy spektroskopijos)

metodas buvo naudojamos medziagos, regeneruotos 18§
likusios nepakitusios frakcijos, cheminés struktiros
patikrinimui. LC/MS analizé buvo atliekama Finnigan

Navigator (Finnigan, Manchester, UK) vieno kvadrupolio
LC/MS masiy spektrofotometru, naudojant ES arba APCI+
jonizacijos metoda, MassLab v.2,0 duomeny priemimo
sistemai duomenis perduodant i Digital Venturis FX/166
(Digital Equipments, Irvin, UK) personalini kompiuteri.
Bandymo salygos turi bati optimizuotos individualiai
kiekvienai konkreciai medZiagai, remiantis nurodymais -
kaip pateikta keletoje sekanc¢iy pavyzdZiyg.

e) Bandiniy paruo$imas

Cia pateikiamas tipiskas bandinio paruosimo metodas,
naudojamas nustatant bendrg medziagos koncentracija/kieki
bandinyje HPLC ir/arba LC/MS analizés pagalba.

Kietas liofilinimo indelio turinys idtirpinamas
vandenyje, tirpalas sumaigomas su absoliu¢iuoju etanoliu
santykiu 1:1 pagal tiri, issodinant plazmos proteinus,
tuo tarpu tiriama medZiaga bina istirpusi. Nedelsiant
greitai nucentrifugavus, tirpalas yra paruo$tas HPLC arba
LC/MS analizei. Naudojant  LC/MS, bandinys analizei
jvedamas tiesiogial, © atliekant HPLC, Kowmpoheiital

atskiriami vienas nuo kito. Abu metodai duoda vertinga
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informacijg apie pagrindinio Jjunginio chemine struktirg
ir/arba apie galimus skilimo produktus, toliau kai
kuriems produktams tal yra parodyta detaliau.
Chromatografijos ir masiy spektroskopijos duomenys, gauti
HPLC ir LC/MS tyrimais, gali patvirtinti cheminj
ekvivalentiskumg tarp 2Zinomos biologiskai aktyviosios
medZiagos, naudotos kaip pradiné medZiaga, 1r regeneruoto
junginio, gauto po jo surisimo su proteiny frakcija.

f) Medziagos

Visos naudojamos aktyviosios medZiagos buvo USP XXIII
kvalifikacijos.

Eksperimentuose buvo naudojamos plazmos proteiny

frakcijos : (*=Eur. Farm. kvalifikacija)

Zmogaus Albuminas 20%* HUMAN Rt., G&d6116, Hungary
Rekombumin™ 25% DELTA Biot. Ltd, Nottingham, UK
Humanalbumin 20%* Biotest Ph., Dreieich, Germany
Albumeon USP Centeon Bio-Services,

Little Rock, AR, USA
Human Albumin 20% Behring* Centeon Ph. GmbH, Wien, Austria
Human Gamma Globulin 16%* HUMAN Rt., G&d&611d, Hungary

II. PARUOSIMAS IR CHEMINIAI BEI FIZIKINIAI TYRIMAI

SekanC¢iuose pavyzdZiuose susiri$imo santykiai plazmos
proteinas:substratas yra diapazone 1:0,1-100. Susirisimo
santykiai medZiaga:HSA apskaic¢iuojami remiantis
prielaida, jog HSA molekuline masé=66500, o Zmogaus
gamaglobulinc molekuliné maseée=150000 ([zr. 11 Science,
vol. 244. p. 1195-1198, 1989; Vox Sang, 70: p. 203-209,
1996].

II. 1 pavyzdys

20% (3,08x10°M) koncentracijos 2Zmogaus serumo albumino
reguliuojamoje agregatinéje basenoje tirpalas ir 1 mg/ml
(1,17x10°M) koncentracijos paklitakselio tirpalas

absoliudliajane ctanclyjo cumaisonmd cantvkin d:] ir

maisomi tol, kol gaunamas skaidrus tirpalas.
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Tirpalas yra liofilinamas; kieta liekana vél tirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gauti skaidry tirpala,
turinti 20% Zmogaus serumo albumino koncentracijg.
Susirisimas yra nustatomas is UF filtrato ir
uzsilaikiusiy frakcijy, rodanciy, jog 99% paklitakselio
susirise su 2zmogaus serumo albuminu. Tai reiskia, Jjog
santykis Zmogaus  serumo albuminas:paklitakselis yra

1:0,1.

I1.2 pavyzdys

4,44% (6,67x10 *M) koncentracijos Zmogaus Serumo albumino
reguliuvojamoje agregatineje bisenoje tirpalas ir 2,0
mg/ml (2,34x107°M) koncentracijos paklitakselio
(molekuline mase=853,92) tirpalas absoliuc¢iajame
etanolyje sumaiSomi santykiu 9:1 ir mai%omi tol, kol
gaunamas skaidrus tirpalas. Toliau tirpalas apdorojamas
kaip aprasyta II.1 pavyzdyje.

Susirisimas yra nustatomas is UF filtrato ir
uzsilaikiusiy frakcijy, rodanciy, jog 99% paklitakselio
susiriSe su Zmogaus serumo albuminu. Tai reiskia, jog
santykis 2Zmogaus = Serumo albuminas:paklitakselis yra

1:0,39.

I1I. 3 pavyzdys

4,44% (6,67x10 ‘M) koncentracijos rekombinantinio Zmogaus
serumo albumino reguliuojamoje agregatineje bisenoje
tirpalas ir 2,0 mg/ml (1.,40x107°M) koncentracijos
paklitakselio tirpalas absoliuc¢iajame etanolyje sumaisomi

santykiu 9:1 ir maisomi tol, kol gaunamas skaidrus

tirpalas.
Tirpalas yra liofilinamas; kieta liekana veél tirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis 20% rekombinantinio Zmogaus sSerumo
albumino.
Susiris$imas yra nustatomas is UF filtrato ir

uzsilaikiusiy trakcijy, rodanciy, Joy 99% pahllitarselio

susiride su rekombinantiniu Zmogaus serumo albuminu. Tai
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reiskia, Jjog santykis rekombinantinis Zmogaus serumo

albuminas: "paklitakselis yra 1:0,24.

I1.4 pavyzdys

2,25% (1,5x10°°M) koncentracijos zmogaus gamaglobulino
reguliuojamoje agregatineje bisenoje tirpalas ir 0,1
mg/ml (1,171x10°*M) koncentracijos paklitakselio tirpalas
absoliucCiajame etanolyje sumaisomi santykiu 9:1 ir
maisomi tol, kol gaunamas skaidrus tirpalas.

Tirpalas yra liofilinamas; kieta liekana veél istirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis 16% Zmogaus gamaglobulino.

Susirisimas yra nustatomas i8 UF filtrato ir
uzsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, jog 98% paklitakselio
susirise su Z?mogaus gamaglobulinu. Tai reiskia, Jjog
santykis Zmogaus gamaglobulinas:paklitakselis yra 1:0,71.
I1.1-I1.3 pavyzdzZiuose paklitakselio kiekis buvo

matuojamas HPLC metodu:

koloneéle NN Nucleosil Cis 5pm 250 x2 mm
judrioji faze acetonitrilas:vanduo=73:27
tekéjimo greitis 0,30 ml/min
temperatiira kambario
detekcija prie 273 nm
tipiska uzZsilaikymo
trukme 5.9 min; k'=2,93
Naudojant LC/MC [zr. Rapid Communications in Mass

Spektrometry VOL. 11: p. 1025-1032, 1997 ir Rapid
Communications in Mass Spectrometry, VOL. 9, p. 495-502,
1995], buvo nustatyta, kad medZiaga yra nepakitusi.
Palyginamieji duomenys pateikti 6 Fig: 6A Fig. parodytas
standarto masiy spektras, 6B Fig. - pakartotinai
istirpinto bandinio Xkreive. 6C Fig. rodo paklitakselio
fragmentacijg.

LC/MS parametrai: jonizacija: APCI + tarpfaziné riba;
anmoto  duly eroves areitis: 300 1/val., tirpiklis:

acetonitrilas:buferis=60:40, kur buferis yra 10 mM amonio
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formiatas pH 5.0, koreguotas 10% skruzdziy rugstimi;
tekejimo greitis: 0,300 ml/min.

paklitakselio nustatymas:

paklitakselio kiekybiniam nustatymui is I1.1-11.27
pavyzdZiy ckirtingy tirpaly buvo taikomas HPLC c-18
atvirkstiniy faziy metodas. Bandiniai i HPLC sistemg buvo
jvedami >50% etanolio tirpale, kad Dbaty 1isvengta
medZiagos precipitacijos.

Susirisimas

Medziagos susiris$imas su plazmos proteinais buvo
nustatomas praejus 15 min. po pusiausvyros nusistovejimo
g+2°C temperatiiroje.

Medziagos pasiskirstymag galima matuoti po ultrafiltravimo

per atitinkamg membrang (skiriamoji riba turi biti

didesne negu proteino molekuliné mase)., nustatant
mnedziagos koncentracija ultrafiltrato frakcijoje
(atspindint nesurista medZziagg) ir tirpale pries
filtravimg, atmetant suristg dali del proteino
denatiravimo (atspindint bendrg kieki) . Proteino

denatidravimui ir suristos frakcijos atskyrimui naudojamas
atsaldytas (8£2°C) absoliutusis etanolis santykiu 1:1.
Tikslis koncentracijos dydziai ir kiekial yra

igskaic¢iuojami, atsizvelgiant i praskiedimo faktoriy.

I1.5-1I.21 pavyzdziai

20% (3,08x10&M)-0,02% (3,08x10$M) koncentracijy diapazono
zmogaus serumo albumino tirpalas sumaisomas su 20 ng/ml
(2,34x107°M)-0,01 ng/ml (1,17x106M) koncentracijy
diapazono paklitakselio tirpalu absoliuc¢iajame etanolyje,
gaunant kiekvienu atveju skaidrius tirpalus. Detales
pateiktos I lenteléje. Visi matavimai atlikti tris kartus

ir isskaic¢iuoti rezultaty vidurkiai.
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I lentelé

Pavyzdys (TIT mM [HSA] (mM) n(TB)/n(HSA) | n(TB)/n/TT/x100%
II.5 0,2342 2,410 0,093 97,4
I1.6 0,2342 1,205 0,177 93,2
I1.7 0,2342 0,602 0.346 91,0
I1.8 0,2342 0,301 0,648 85,2
I1.9 0,2342 0,121 1,545 81,2
I1.10 0,2342 0,0602 3,125 82,1
IT1.11 0,2342 0,0241 5,662 59,5
IT.12 0,2342 0,0121 4.948 26,0
I1.13 0,2342 0,00602 5.823 15,3
I1.14 0,2342 0.00241 10,419 11,0
IT1.15 0,2342 0,00121 14,367 7.6
II.16 0,2342 0,000602 12,370 3,3
IT1.17 4,6843 0,121 4,135 10,9
I1.18 2,3421 0,121 8,401 44,2
II.19 1,1711 0,121 4,585 48,2
I1.20 0,4648 0,121 2,864 75.3
Ir.21 0,1171 0,121 0,765 80,4

kur,

[T]T bendra paklitakselio koncentracija,

pridéjus Zmogaus serumo albumino
[HSA] Zmogaus serumo albumino koncentracija
n(Ts)/n (HSA) susirisusiy paklitakselio moliy skai-
¢ius vienam Zmogaus serumo albumino
moliui
n(Ts)/n/TT/x100% susiriSusio paklitakselio procentiné

dalis

Paklitakselio koncentracijos (su 0,08% HSA, 10% etanolio,
0,002 mg/ml paklitakselio) kitimai parodyti 7 Fig,
albumino koncentracijos (su 0,004-16,0% HSA, 20%
etanolio, 0,2 mg/ml paklitakselio) kitimai pateikti 8
Pig: eneiridnein en HSA paklitakselio f(su 0, 8% HSA, 10%
etanolio, 0,1-2,0 mg/ml paklitakselio) kitimai, kaip
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pH (4,0-8,5) funkcija, atvaizduoti 9 Fig. Grafiniai

zyméjimai atitinka sekan¢ius pavyzdzius:

II1.18 pavyzdys - & - @& -
I1.19 pavyzdys -0 -0 -
II.20 pavyzdys - X - X -
II.15 pavyzdys - -0
I1.21 pavyzdys - A - A -

II.22 pavyzdys

Su gyvuliy serumo albuminu, imunoglobulinu,
glikoproteinais, interferonais 1ir interleukinais buvo
naudojami panasids { II.2 - II,21 pavyzdZiuose apradytil
metodai.

I1.23 pavyzdys

Norint gauti reguliuojamg agregatine biseng su molekulei
geriausiomis susirisimui sglygomis, komerciskai gaunamas
Fmogaus serumo albuminas arba rekombinantinis Zmogaus
serumo albuminas (toliau nalbuminas”) yra apdorojamas,
pasalinant stabilizatorius, pvZz., natrio oktaonatg, N-
acetil-D,L-triptofang ir kitus joninius komponentus bei
druskas.

a.) Ultrafiltracijos metodas

vandenilio chlorido pagalba nustato tirpalo, turin¢io 10%
albumino, pH lygy 3,0 ir bidistiliuotu vandeniu tirpalg
praskiedzZia iki 5% proteino koncentracijos. Naudojant
ultrafiltravimg (membranos skiriamoji riba 30000 kD).
tirpalg koncentruoja iki 10% proteino koncentracijos.
Tirpalg 1,0 mM vandenilio chloridu vel praskiedzia iki 5%
proteino koncentracijos. Tirpala sukoncentruoja iki 10%
proteino koncentracijos, naudojant ultrafiltravimg

(membranos skiriamoji riba 30000 kD).

Procedirag kartoja 12 karty, po to 2,0 M vandeniniu natrio
hidroksido tirpalu nustato pH lygy 6,9 ir bidistiliuotu

vandenlu tirpalg praskiedzia Lki L% Lol

koncentracijos. Vel koncentruoja tirpala iki 10% proteino
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koncentracijos, pakartotinai naudojant ultrafiltravimg
(membranos skiriamoji riba 30000 kD).

Tirpalg bidistiliuotu vandeniu vél praskiedZzia 1iki 5%
proteino koncentracijos. Naudojant ultrafiltravimg
(membranos skiriamoji riba 30000 kD), tirpalg
koncentruoja iki 10% proteino koncentracijos. Procedirg
pakartoja 10 karty, gaunant gryng proteino frakcijg,
pakankamai laisvg nuo kity priemais$y. Tam momentui
ultrafiltrato laidumas elektrai artimas skiedimui
naudojamo bidistiliuoto vandens. 8is proteinas yra
tinkamas paklitakselio arba ciklosporino surisimui.

b.)

Vietoj ultrafiltravimo naudojant dialize, gaunami panasis

rezultatai. Apdorojimas trunka 48 val.

II. 24 pavyzdys

0,8% (1,203x10°°M) koncentracijos HSA tirpalas ir 4,0
mg/ml (4,33x10°M) koncentracijos amfotericino B
(molekuliné masé=924,09) tirpalas DMF sumaisomi  santykiu
9:1 ir maisomi tol, kol gaunamas skaidrus tirpalas.
Tirpalas 1liofilinamas; kieta 1liekana vél iStirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% HSA koncentracijjg.
SusiriSimas nustatomas 1§ UF fitrato ir wuZsilaikiusiy
frakcijy, rodanciy, jog 99,7% amfotericino B susirise su
HSA. Tai reis&kia, jog santykis HSA:amfotericinas B yra

1:4.

II. 25 pavyzdys
0,8% (1,203x10 ‘M) koncentracijos rekombinantinio Zmogaus

serumo albumino tirpalas ir 40,0 mg/ml (4,33x10°M)
amfotericino B tirpalas DMF + HCL terpéje sumaisomi
santykiu 9:1 ir maisomi tol, kol gaunamas skaidrus
tirpalas.

Tirpalas 1liofilinamas; kieta liekana vel iStirpinama
pakarnkamame Kliekyje vandens, Kad gaulysi Shaildius

tirpalas, turintis galutine 20% rekombinantinio HSA
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koncentracijg. Susiris$imas yra nustatomas 18 UF filtrato

ir uzsilaikiusiy frakcijy, rodanciy, jog 99,5%

amfotericino B susirise su HSA. Tai rei&kia, jog santykis

HSA:amfotericinas B yra 1:40.

Amfotericinas B buvo matuojamas HPLC metodu:

kolonele MN Nucleosil Cj3 S5 pm 250x2 mm

judrioji faze acetonitrilas:buferis=1:1
(buferis: 0,2% skruzdziy
rigstis, pH koreguotas

trietilaminu iki 4,0)

tekejimo greitis 0,30 ml/min
temperatira kambario
detekcija prie 365 nm

tipiska uZsilaikymo trukmé 5,3 min; k=1,41

Naudojant LC/MC, buvo nustatoma medZiaga ir randama
esanti nepakitusi. Palyginamieji duomenys parodyti 2
Fig.: 2A Fig. pateiktas standarto masiy spektras, 2b Fig.
- vel istirpinto bandinio kreive. 2C Fig. rodo
amfotericino B fragmentacijj.
LC/MS parametrai: jonizacija: ESI + tarpfaziné riba;
azoto dujy sroveés greitis: 300 1l/val.; tirpiklis: 20
mM amonio formiatas pH 4,0, koreguotas 10% skruzdzZiy

rigstimi, tekéjimo greitis: 0,300 ml/min.

IX.26 pavyzdys

0,4%(6,015x10 M) koncentracijos HSA reguliuojamoje
agregatinéje bisenoje tirpalas ir 0,14 mg/ml (4,02x10 *M)
koncentracijos kamptotecino (molekulineé masé= 348,36)
tirpalas absoliuc¢iajame etanolyje sumaiSomi santykiu 4:1
ir maisomi, kol gaunamas skaidrus tirpalas. Tirpalas
liofilinamas; kieta liekana veél istirpinama pakankamame
vandens kiekyje, kad gautysi skaidrus tirpalas, turintis
galutine 20%  HSa koncentracijg. Susirisimas yra

nustatomas 1§ UF filtrato 1ir uZsilaikiusiy frakcijy,
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rodan¢iy, jog 98% kamptotecino susiriSe su HSA. Tai

reiskia, jog santykis HSA:kamptotecinas yra 1:5,34.

II. 27 pavyzdys

0,4% (6,015x10°M) koncentracijos rekombinantinio HSA
reguliuojamoje agregatinéje bisenoje tirpalas ir 0,14
ng/ml (4,02x10°*M) koncentracijos kamptotecino tirpalas
absoliuc¢iajame etanolyje sumaisomi santykiu 4:1 ir
maisomi, kol gaunamas skaidrus tirpalas.

Tirpalas liofilinamas; kieta 1liekana veél istirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi  skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% rekombinantinio HSA
koncentracijg. Susirisimas yra nustatomas i§ UF filtrato
ir uZzsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, jog 98% kamptotecino
susirise su HSA. Tai reiskia, jog santykis
rekombinantinis HSA:kamptotecinas yra 1:5,34.

Kamptotecing nustato HPLC metodu:

kolonele MN Nucleosil Cjs 5 um 250x2 mm
judrioji fazé acetonitrilas:buferis=33:67
tekejimo greitis 0,33 ml/min

temperatira kambario

detekcija prie 356 nm

tipiska uZsilaikymo trukmé 6,9 min; k=2,45

Medziaga nustatyta ir rasta nepakitusi LC/MS pagalba
[Cancer Research, VOL. 56: p. 3689-3694, 1996.]

II. 29 pavyzdys

4,0% (6,015x10 *™M) koncentracijos HSA reguliuojamoje
agregatinéje bdsenoje tirpalas ir 8,0 mg/ml (3,39x107°M)
koncentracijos karbamazepino (molekuliné masé=236,27)
tirpalas absoliu¢iajame etanolyje sumaisSomi santykiu 19:1
ir maisomi, kol gaunamas skaidrus tirpalas. Tirpalas
liofilinamas; kieta liekana vel istirpinama pakankamane
kiekvie vandens, kad gautysi skaidrus tirpalas, turintis

galutine 20% HSsA koncentracl jg. Supliidiiias YIa
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nustatomas i& UF filtrato ir uZsilaikiusiy frakcijy,

rodan¢iy, jog 98% karbamazepino susirise su HSA. Tail

reigkia, jog santykis HSA: karbamazepinas yra 1:2,8.

Karbamazepinas buvo matuojamas HPLC metodu:

kolonele MN Nucleosil Cjs 5 pm 250x2 mm

judrioji fazé acetonitrilas:buferis=1:1
(buferis: 0,2% skruzdziy
rag&tis, pH koreguotas

trietilaminu iki 7,0)

tekéjimo greitis 0,25 ml/min
temperatira kambario
detekcija prie 285 nm

tipidka uzsilaikymo trukmé 5,3 min; k=1,12

Naudojant LC/MS [Eur. J. Clin. Chem. Clin. Biochem, VOL.
35(10): p. 755-759, 1997}, buvo nustatoma medziaga ir
randama esanti nepakitusi. Palyginamieji duomenys

parodyti 3 Fig.: 3A Fig. atvaizduotas standarto masiy
spektras, 3B Fig. - veél i¥tirpinto bandinio kreive. 3C
Fig. rodo karbamazepino fragmentacijg.

LC/MS parametrai: Jonizacija: ESI + tarpfaziné riba;
azoto dujy sroves greitis: 300 1/val; tirpiklis: 2 mM

amonio formiatas; tekéjimo greitis: 0,250 ml/min.

I1. 30 pavyzdys

4,0% (6,015x10 *M) koncentracijos HSA reguliuojamoje
agregatinéje bisenoje tirpalas ir 1,0 mg/ml (8,33x10 *M)
koncentracijos ciklosporino A (molekulineé mase=1202,63)
tirpalas absoliuiajame etanolyje sumaisonmi santykiu 9:1
ir mai%omi, kol gaunamas skaidrus tirpalas.

Tirpalas liofilinamas; kieta liekana vél istirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% HSA koncentracija.
Susirisimas yra nustatomas ig UF filtrato ir

n¥silaikinsiu frakciiu, rodanéiny., joa 97% ciklosporino A
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susirise su HSA. Tail reiskia, jog santykis

HSA:ciklosporinas A yra 1:0,14.

IX. 31 pavyzdys

2,0% (3,008x10°°M) koncentracijos rekombinantinio HSA
reguliuojamoje agregatineéje blGsenoje tirpalas ir 1,0
mg/ml  (8,33x10 *M) koncentracijos ciklosporino A tirpalas
absoliu¢iajame etanolyje sumaiSomi santykiu 9:1 ir
maisomi, kol gaunamas skaidrus tirpalas.

Tirpalas liofilinamas; kieta 1liekana vél isStirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% rekombinantinio HSA
koncentracija. SusiriSimas yra nustatomas 1§ UF filtrato
ir uzsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, jog 98% ciklosporino
A susirisSe su rekombinantiniu HSA. Tai rei8kia, jog

santykis rekombinantinis HSA:ciklosporinas A yra 1:0,29.

II. 32 pavyzdys

2,25%  (1,50x10 *M) koncentracijos Zmogaus gamaglobulino
tirpalas ir 1,0 mg/ml (8,33x10°*M) koncentracijos
ciklosporino A tirpalas absoliuciajame etanolyje
sumai$omi santykiu 9:1 ir maisSomi, kol gaunamas skaidrus
tirpalas.

Tirpalas liofilinamas; kieta liekana veél i&tirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis 16% zmogaus gamaglobulino
koncentracijg. Susiri$imas nustatomas i§ UF filtrato ir
uzsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, jog 98% ciklosporino A
susirise su 2Zmogaus gamaglobulinu. Tai reiskia, jog
santykis Zmogaus gamaglobulinas:ciklosporinas A yra
1:0,56,

Ciklosporinas buvo matuojamas HPLC metodu:
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kolonele MN Nucleosil Cijs 5 um 250x2
um
judrioji faze acetonitrilas:

vanduo:metanolis: fosforo

rigstis=700:260:40:0,05

tekéjimo greitis 0,350 ml/min
temperatira 80'C termostatas
detekcija prie 205 nm

tipiska uzsilaikymo trukmé 7,5 min; k=2,95

Kaip rodo rezultatai, naudojant LC/MC, buvo nustatoma
medZiaga ir randama esanti nepakitusi. Palyginamieji
duonenys parodyti 4 Fig.: 4A Fig. pateiktas standarto
masiy spektras, 4B Fig. - vel istirpinto bandinio

kreivé. 4C Fig. rodo ciklosporino A fragmentacija.

LC/MS parametrai: Jonizacija: ESI + tarpfazine riba;
azoto dujy srovés greitis: 300 1/val.; tirpiklis:
acetonitrilas/vanduo=60/40; tirpiklio srovés greitis:

0,350 ml/min.

II. 33 pavyzdys

0,4% (6,015x10°°M) koncentracijos HSA tirpalas ir 2,0
mg/ml (1,12x10°?M) koncentracijos propofolio (molekuline
masé=178,27) tirpalas absoliudiajame etanolyje sumaisomi
santykiu 9:1 ir maisomi, kol gaunanmas skaidrus tirpalas.
Tirpalas liofilinamas; kieta liekana vel istirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% HSA koncentracija.
Susirisimas yra nustatomas is UF filtrato ir
uzsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, Jjog 99% propofolio
susirise su HSA. Tai Treiskia, jog santykis  HSA:

propofolis yra 1:18,3.
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II. 34 pavyzdys

0,4% (6,015x10°M) koncentracijos rekombinantinio HSA
tirpalas ir 2,0 mg/ml (1,12x10 M) koncentracijos
propofolio tirpalas absoliuciajame etanolyje sumaiSomi
santykiu 9:1 ir maisomi, kol gaunamas skaidrus tirpalas.
Tirpalas liofilinamas; kieta liekana veél istirpinama
pakankamame kiekyje vandens, kad gautysi skaidrus
tirpalas, turintis galutine 20% rekombinantinio HSA
koncentracijg. SusirisSimas yra nustatomas is UF filtrato
ir uZsilaikiusiy frakcijy, rodanc¢iy, jog 99% propofolio
susirise su rekombinantiniu HSA. Tai reigkia, jog
santykis rekombinantinis HSA:propofolis yra 1:18,3.

Propofolis buvo matuojamas HPLC metodu:

kolonéle MN Nucleosil Cijg 5 pum 250x2 mm
judrioji fazeé acetonitrilas:vanduo=73:27
tekéjimo greitis 0,30 ml/min

temperatira kambario

detekcija prie 273 nm

tipiska uzsilaikymo trukmé ¢,1 min; k=1,77

Naudojant LC/MS [J. of Chromatography B, 669: p. 358-365,
19951, buvo nustatoma medZiaga ir randama esanti
nepakitusi. Palyginamieji duomenys parodyti 5 Fig.: 5A
Fig. pateikta standarto masiy spektras, 5B Fig.
pakartotinai istirpinto bandinio kreivé. 5C Fig. rodo
propofolio fragmentacijg.

LC/MS parametrai: jonizacija: APCI + tarpfaziné riba;
azoto dujy sroves greitis: 300 1/val; tirpiklis:

acetonitrilas/vanduo=73/23; srovés greitis: 0,300 ml/min.

II. 35 pavyzdys
9,0 ml 0,8% (1,213x10°M) koncentracijos HSA tirpalo ir
1,0 ml1 4,0 mg/ml (4,33x107°M) koncentracijos amfotericino

B tirpalo sumaisomi dimetilformamide, kad gautysi
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skaidrus tirpalas. Sis tirpalas 20 val. 4°C temperatiroje
(tamsoje) dializuojamas pries 2,0 1 vandens (WFI).
Naudojant II. 24 pavyzdzio nustatymo metodg, rasta, Jjog
susirisimas yra 99% ir santykis HSA:amfotericinas B lygus
1:3,5.

pakartojus dialize penkis kartus, DMF koncentracija

tirpale sumazéja Zemiau nustatymo ribos (2x107°M).
III. FARMACINIQ KOMPOZICIJY DOZAVIMO FORMOS

II.1-III.6 pavyzdZiai

Atliekant anksc¢iau aprasSytag liofilinimo procedirgy,
gaunama atitinkama farmaciné kompozicija. Vel istirpinus
kieta medZiagg atitinkamame WFI tiryje, kad gautysi 20%
HSA koncentracija, tirpalas jgauna terapiniam vartojimui
tinkamg koncentracija, kas kai kurioms aktyviosioms

medziagoms apibendrinta Zemiau:

Pavyzdys Pavadinimas Konc., mg/ml
III.1 amfotericinas B 11,09
I1I1.2 kamptotecinas 6,8
III.3 karbamazepinas 1,98
I11.4 ciklosporinas A 0,50
III.5 paklitakselis 1,0
I11.6 propofolis 10,0
Sios kompozicijos véliau gali biti supilstytos 1

buteliukus, skirtus injekcijoms ir infuzijoms.
IV. BIOLOGINIAI PAVYZDZIAI

Biologinio ekvivalentiskumo tyrimai

Biologinis ekvivalentiskumas nustatomas, lyginant naujas
kompozicijas su terapijoje jau naudojamomis
kompozicijomis, turin¢iomis ta padia aktyvigjg medziaggy,

pasizyminc¢ig zemu tirpumu vandenyje. Tokios  zinomos
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kompozicijos yra paruo$iamos, naudojant polioksietilintg
ricinos aliejy (Cremaphor EL) ir absoliutyji etanolj.
Naudojamos medZiagos:

Paklitakselis, istirpintas mis$inyje polioksietilintas
ricinos aliejus (Cremaphor EL):absoliutus etanolis=1:1,
lyginanamas su i$radimo vandeniniu paklitakselio/HSA

tirpalu, paruostu pagal II. 2 pavyzdj.

IV.1 pavyzdys Tyrimai in vitro

Norint nustatyti antiproliferacini ir citotoksini
aktyvumg 2Zmogaus augliy lasteliy linijoms, buvo atliekami
palyginamieji tyrimai in vitro. Paklitakselio Cremophor
EL/absoliutaus etanolio kompozicija ir paklitakselio/HSA
kompozicija buvo palyginamos, isbandant ant K562 Zmogaus
mieloidiniy leukoziniy, MCF-7 ir MDA-231 krities ir
OVCAR-5 kiausidziy karcinomos lgsteliy linijy ([Anticancer
Research, Vol.16: p. 2469-2478, 1996]}.

Metodika:

Kolonijos augimo. inhibicijos tyrimas: 1lgsteliy 1linijy

monosluoksnes  kultidros apdorojamos vaisty, esanc¢iy
dviejose anks¢iau apraSytose kompozicijose, be to,
palyginimui, DMSO/druskos tirpalu, astuoniomis

skirtingomis koncentracijomis. Kultiros  inkubuojamos,
atitinkamai, 24, 48, 72, 96 ir 120 val. Kolonijos daZomos
kristalo violetiniu, ir apdoroty lgsteliy gyvybingumas
i$skai¢iuojamas kaip procentiné dalis kolonijy, kurias
sudaro neapdorotos lgstelés. IIA-IVB lentelés pateikia
rezultatus, gautus su skirtingomis lgsteliy 1linijomis.
Kiekviename tyrime apdoroty lasteliy gyvybingumas
pateikiamas kaip procentiné dalis kolonijy, kurias sudaro
neapdorotos lgstelés. Visi pateikiami dydZziai yra trijy

eksperimenty vidurkiai.

LT 4736 B
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lgsteliy linija: MCF7 kriaties karcinoma

kompozicija:paklitakselis/Cremophor EL ir absol. etanolis

LT 4736 B

Ptxcc [uM]\lai- | 24 val 48 val 72 val 96 val | 120 val
kas [vall
0,005 92+ 86 76 42 30
0,01 90 81 72 33 26
0,02 86 71 67 29 23
0,025 84 64 60 24 18
0,05 82 60 52 23 16
0,1 80 57 38 18 15
1,0 68 46 28 15 ‘
10,0 62 33 21 10 4,6
IIB lentele
lgsteliy linija: MCF7 krities karcinoma
kompozicija: paklitakselis/HSA
Ptxcc[uMl\lai- | 24 val 48 val 72 val 96 val | 120 val
kas [val]
0,005 91 84 75 41 27
0,01 88 81 69 35 23
0,02 84 76 64 31 20
0,025 80 70 59 28 16
0,05 77 66 53 25 12
0,1 75 59 46 20 9,5
1,0 67 42 30 17 6,2
10,0 58 31 21 9,0 3,0

ey
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kompozicija: paklitakselis/Cremophor EL ir absol.etanolis

Ptxcc{uM]l\lai- | 24 val 48 val | 72 val | 96 val | 120 val
kas [val]
0,005 97 89 80 47 34
0,01 94 87 75 41 30
0,02 89 82 69 37 28
0,025 86 76 65 34 23
0,05 84 72 59 29 21
0,1 83 66 53 26 18
1,0 73 49 34 21 9,5
10,0 65 37 24 14 8,2
IIIB lentele
lgsteliy linija: MDA-231 kriaties karcinoma
kompozicija:paklitakselis/HSA
Ptxcc [uM]\lai- | 24 val 48 val 72 val 96 val | 120 val
kas[vall
0,005 92 78 51 30 10
0,01 86 65 38 24 8,3
0,02 75 51 33 22 7.0
0,025 64 47 28 19 6,4
0,05 60 42 26 18 5.3
0,1 55 36 24 16 4,0
1,0 49 33 22 15 3,2
10,0 45 [ 26 20 | 10 2,6
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kompozicija: paklitakselis/Cremophor EL ir absol.etanolis

Ptxcc [uM]\lai- | 24 val 48 val 72 val | 96 val | 120 val
kas [val]

0,005 88 59 30 21 10
0,01 79 40 21 15 8,7
0,02 66 31 19 12 7.2
0,025 62 29 17 10 6,0
0,05 56 25 14 9,4 5,4
0,1 51 23 12 7.7 4,6
1,0 47 20 10,5 6,0 3,0
10,0 39 16 9,5 4,2 2,0

IVB lentelé

lasteliy linija: K562 Zmogaus mieloidineés leukenijos

bandinys: paklitakselis/HSA

Ptxcc [uM]\lai- | 24 val 48 val 72 val 96 val | 120 val
kas|[val]

0,005 89 53 31 18 5,4
0,01 75 40 22 11 .
0,02 69 32 18 9,0 4,

0,025 65 30 14 3
0,05 58 25 11 7, 3,0
0.1 53 21 . 5.6 2,4
1,0 47 18 5.0 1,7
10,0 41 16 , 4,7 1,0

IV. 2 pavyzdys: Farmakokinetinis testas in vivo

b o miray rash s
O iniln

svarstomas,

s,

parodant

R T R ALY
VAL O e d DAL

N

vienodas

IS
(SR I

D ta Ko 2l

farmakokinetines
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charakteristikas, pvz., AUC (plotas po kreive),
eliminavimo konstantos, plazmos pusperiodis, paskyrus tg
pacig doze toms pacioms riSims. Tokie eksperimentai buvo
atliekami su Ziurkemis, isbandant dvi kompozicijas 18
IV.1 pavyzdzio [Semin Oncol, VOL. 21 (5 Suppl. 8): p.53-
62, 1994].

AUC reisSkia plotg po kreive (plazmos koncentracija
priklausomai nuo laiko). Kreivé gaunama, matuojant
junginio, skiriamo jvairiais laiko tarpais, koncentracijg
plazmoje.

Farmakokinetiniai tyrimai su Ziurkeémis:

Metodika: paklitakselio 2,5 mg/kg dozé buvo skiriama, 1,0
ml tdrio jvedus i. v.. boliusg CR.(Wi)BR Ziurkeéms (kino
svoris 380-420 gramy) ir, kaip nurodyta Zemiau, kiekvienu
laiko momentu i heparinizuotag mégintuvéli buvo imama po

1,0 ml trijy gyvuliuky kraujo bandinio:

# 1011020130145 60 |90 | 2val | 3val | 4val | 5val | 6val
1|+ + +

2 + + +

3 + + +

4 + +

5 +

6 + + +

7 + + +

8 + + +

9 + + +

10 + + +
11 ] + + +
12+ + +

Plazmos frakcija atskiriama nedelsiant nucentrifuguojant
+5°%C temperatdroje ir laikoma -70°C temperatiiroje iki
analitiniy tyrimy atlikimo.

Bandinio paruo$imas: uzsaldyti plazmos pavyzdziai
ntZildomi iki 4R% 8 min centifuguaiami 5000 ans. /min.

grei¢iu. Paimama 0,300-0,500 ml skaidraus plazmos tirpalo
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ir patalpinama ant Oasis HLB 1 cc SPE (kieta faze)
ekstrakcijos kasetés. Pried patalpinant plazmg, kasete
kondicionuojama, ja praplaunant 1 ml metanolio, po to 1
ml vandens. Paklitakselis absorbuojamas ant SPE kasetes,
tuo tarpu bandinio komponenty likutis nuplaunamas 1 ml
vandens ir 1 ml 30% acetonitrilo/vandens tirpalu. Kasete
ore sausal isdZziovinama. Paklitakselis nuo kasetes
eliujuojamas 1 ml absoliuciojo etanolio. Bandinys azoto
pagalba sausai isgarinamas ir iki analizavimo laikomas
(-20°C) temperat@roje. Likutis istirpinamas 0,200 ml
absoliudiojo etanolio ir injekuojamas HPLC analizei.

HPLC sglygos identiskos toms, kuriomis buvo
identifikuojama medziaga-.

Rezultatai:

Gauti tadkai yra trijy individualiy gyvuliuky trijy
bandiniy vidurkiai. Matosi, Jjog skirtumas tarp dviejuy
kreiviy, gauty atliekant dviejy skirtingy kompozicijy
vienody doziy farmakokinetinius tyrimus, pasilieka
individualiy bandiniy nukrypimy ribose. Ta pati kreive
apibrézia visus individualius duomenis, nuZymédama, Jjog
taxrp dviejy kompoziciijy nera farmakokinetiniy

charakteristiky skirtumo arba jis minimalus.

IV. 3 pavyzdys

Tyrimai in vivo, vertinant antiproliferacini ir
citotoksinj aktyvumg, rodo, jog naujos kompozicijos turi
teigiamg efektyg kovojant pries zmogaus augliy
ksenograftus CH1 ir CHlcax, atliekant bandymus su plikomis

peleémis.
IV pavyzdys

Hipersensibilumo bandymai

Apytikriai 45% pacienty, gydyty paklitakseliu, pasireiske
hipersensibilumo reakcijos. Irodyta, Jjog Sie pasalinial
ereKtal susljg suU vienud kowpozicl jos uzpllidu, Crewnophos

EL, kas pastebéta ir su kitais farmaciniais produktais,
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turin¢iais ta patj komponents. 3i hipersensibilumo
reakcija nustatyta kaip anafilaksinis toksiskumas,
pasireiskiantis per Thistamino indukcijg, suzadinamg
Cremorhor EL.

Tyrimai buvo atliekami su CRL (WI) BR Ziurkiy patinais,
sverian¢iais 130-150 g. Skiriama paklitakselio dozé buvo
apie 7,0 mg/kg, suleidziant i. wv. bendrg 1,0 ml tdrj.
Kiekvienam laiko taskui ir kiekvienai dozei buvo skirtos
grupes po 5 gyvuliukus. Kraujo pavyzdziai buvo surenkami
1 heparino turinc¢ius megintuvélius, praéjus 2,5 ir 10
min. po dozés jvedimo. Plazma buvo nedelsiant atskiriama
greitai centrifuguojant. Bandiniai buvo laikomi - 70°C
temperatiroje.

Bandinyje esantis histaminas buvo C-“-metilintas,
naudojant specifinj fermentg histamin-N-metil-
transferaze. Histamino 1lygis plazmos bandiniuose buvo
nustatomas, matuojant c-* radiocaktyvumg.

Gauti duomenys rodo, jog Cremophor EL ir 3jj turinti
kompozicija i&saukia Zymig histamino indukcija, tuo tarpu
HSA ir HSA turinti kompozicija bei pats paklitakselis

nerodo tokio efekto.

IV. 5 pavyzdys

Tas pats fenomenas kaip ir Iv. 4 pavyzdyje aptinkamas,
atliekant in vitro eksperimentus su zmoniy kraujo
bandiniais, remiantis kraujo limfocity chromatino
aktyvacijos kiekybiniais tyrimais [Metodas: Analytical
and Quantitative Cytology and Histology, VOL. 8: p.1,
1986].
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TSRADIMO APIBREZTIS

1. Vandenyje tirpus produktas arba farmaciné kompozicija

kietoje arba skystoje formoje, ir ju tikrieji
vandeniniai tirpalai, neturintys organinio tirpiklio,
daugiausia skirti parenteraliniam vartojimui, b e s 1 s

kiriantys tuo, kad turi:

a) terapiskai aktyvuji jungini, pasizyminti 2zemu
tirpumu vandenyje (<1.10* M/1, <1.10° M/1, <1-10°° M/1) ir
zymiu riSamuoju giminingumu plazmos proteinams (toliau
“gktyvioji medziaga”). tarpusavyje suristoje blisenoje

b) plazmos proteiny frakcija reguliuojamoje
agregatinéje biisenoje,
kur minéta aktyvioji medziaga ir minéta proteiny frakcija
tarpusavyje susirise nekovalentiniais ry§iais ir,
nebitinai, papildomai turintys

c) farmaciniu pozifdriu priimting 1ir daugiausia
parenteraliail tinkama toki (us) vandenvje tirpios
kompozicijos priedg(us) kaip vandeni, stabilizatoriu(s),

proteiny agregacijos reguliatoriy(s) .

2. Vandenyje tirpus produktas arba farmaciné kompozicija
kietoje arba skystoje formoje ir jy vandeniniai tirpalai,
neturintys organinio tirpiklio, pagal 1 punkta, b e s 1 -
s kiriantys tuo, kad molinis santykis aktyvus
ingredientas:proteinas yra nuo 1:0,05 iki 1:100

diapazone, optimalu nuo 1:0,1 iki 1:50.

3. Vandenyje tirpus produktas arba Zmoguil skirta

farmacine kompozicija pagal 1 arba 2 punkta, b e s 1

s kirianty s tuo, kad savo sudetyje turli Zmogaus
plazmos proteinuy frakcija reguliuojamoje agregatineje

blisenoje.

4. Vandenvie tirpne produktas arba veterinarine farmacine

kompozicija pagal 1 arba 2 punkta, b e s 1 s k i -
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r i ant vy s tuo, kad savo sudetyje turi gywvulinés
plazmos proteiny frakcija reguliuojamoje agregatinéje

blisenoje.

5. Produktas arba farmaciné kompozicija pagal bet kuri is
1-4 punkty, b e s i s ki rian t Y s tuo, kad savo
sudétyje kaip plazmos proteiny frakcijag turi natdralios
plazmos komponenta, pvz., serumo albuming arba

rekombinantini serumo albuming.

6. Produktas arba farmacine kompozicija pagal bet kuri is
1-5 punkty, be s i s ki riantys tuo, kad savo

sudetyje kaip plazmos proteiny frakcijg turi natiiraly

imunoglobuling, glikoproteing, interferong ir/arba
interleuking arba rekombinantinj mineta plazmos
komponentsg.

7. Produktas arba farmaciné kompozicija pagal bet kuri is
1-6 punkty, b e s i s k i rianty s tuo, kad savo
sudéetyje kaip vandenyje netirpig aktyvigjg medziagg turi
citostatikg, pvz., taksonoida, antibiotika, vitaming,

priesuzdegimini agenta, analgetika, antivirusini agentga,

antispazmini agentgy, imunosupresants, antiepilepsini
agentg, raminamaji agentg, hipnotikg, priesSgrybini
agenta, antikoaguliantg, lipidineés peroksidazés
inhibitoriy, koronarini vazodilatatoriy, antiaritmijos
agentgq, kardiotonikg, urikaciduring agenta,
antitrombotikg, steroidini hormong (progesterong,

androgeng, testosterong) ir/arba fotosensibilizatoriy.

8. Produktas arba farmaciné kompozicija pagal bet kuri is
1-6 punkty, b e s i s kiriantys tuo, kad savo
sudetyje turi bent vieng 1is aktyviyjy medziagy:
amfotericing B, adriamicino analoga, apazong,
azatiopring, bromazepamg, kamptotecing, karbamazeping,
Llonazonama civlneporina A Aiaranama. dikumaroli,

digitoksing, dipiridamolj, dizopiramidg, flunitrazepama,
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gemfibrozils, ketochloring, ketokonazoli, mikonazolj,
niflumine rilgsSti, oksazepama, fenobarbitali, fenitoina,
progesterona, propofoli, ritonavirga, sulfinpirazong,
suprofena, takrolimus, tamocksifena, taksoncidsy,

testosterong, tirilazada, trioksalena, valproine ragsti,

varfaring.

9. Produktas arba farmaciné kompozicija pagal bet kuri is
1-7 punkty, b e s 1 s k 1 r i a n t y s tuo, kad savo

sudetyje turi taksonoida, kurio bendra formule I:

R?—0
\ //CH/O

0

CHJ\/ CH3)

4

o /l SV ANS
\\//k\oﬂ \\/7 : H

B o ¢ \W—CH3
OH o
o

kurioje
R' Zymi tret-butiloksikarboksirigsties amidg arba
benzoilamidsg,
R®  zymi vandenili arba bet kokiag acilo grupe,

optimalu acetilsy.

10. Produktas arba farmacinée kompozicija pagal bet kuri
18 1-7 punkty, be s i s ki riantys tuo, kad savo
sudétyje taksonoidu turi paklitaksell 1ir Zmogaus serumo
albuming, imunoglobuling, glikoproteing, interferong
ir/arba interleuking arba kitg natiralia arba
rekombinantine Zmogaus plazmos proteiny frakcijg moliniu

cantvkin e 1:0,05 iki 71:100,0optimalu - nuo 1:0,1 iki

1:50.
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11. Produktas arba farmacineé kompozicija pagal bet kurj
i§ 1-9 punkty, be s i s ki riantys tuo, kad savo
sudétyje turi azatiopring dir 2Zmogaus serumo albuming,
imunoglobuling, glikoproteina, interferong ir/arba
interleuking arba kitg natiiralig arba rekombinantine
Zmogaus plazmos proteinu frakcija moliniu santykiu nuo
1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

12. Kompozicija pagal bet kuri i§ 1-8 punkty, b e s i -
s k i r i a n t 1 tuo, kad savo sudetyje turi
kamptotecing ir Zmogaus serumo albuming, imunoglobuling,
glikoproteing, interferong ir/arba interleuking arba kitg
natiralig arba rekombinantine 2zZmogaus plazmos proteiny
frakcija moliniu santykiu nuo 1:0,05 iki 1:100,
optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

13. Kompozicija pagal bet kuri is 1-8 punkty, b e s i -
s k 1 r i a n t i tuo, kad savo sudetyje turi
gemfibrozilg ir Zmogaus serumo albuming, imunoglobuling,
glikoproteing, interferong ir/arba interleuking arba kitg
natliralia arba rekombinantine 2Zmogaus plazmos proteiny
frakcijag moliniu santykiu nuo 1:0,05 iki 1:100, optima-
lu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

14. Produktas arba farmacine kompozicija pagal bet kuri
i§ 1-8 punkty, be s i sk iriantys tuo, kad savo
sudetyje turi mikonazoli ir Zmogaus serumo albuming,
imunoglobuling, glikoproteing, interferong ir/arba
interleuking arba kitg natlralig arba rekombinantine
zmogaus plazmos proteiny frakcijg moliniu santykiu nuo
1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

15. Produktas arba farmaciné kompozicija pagal bet kuri
i§ 1-8 punkty, be s i s kiriantys tuo, kad savo
sndetvie  turi  vronofoli ir Zmodans serumo albumina,

imunoglobuling, glikoproteing, interferonag ir/arba
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interleukinag arba kita natidralia arba rekombinantine
zmogaus plazmos proteiny frakcija moliniu santykiu nuo
1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

16 . Produktas arba farmacine kompozicija pagal bet kuri
ig 1-8 punkty, be s 1 s k iriantys tuo, kad savo
sudétyje turi tamoksifeng ir 2mogaus serumo albuming,
imunoglobuling, glikoproteing, interferong ir/arba
interleuking arba kita natiiralia arba rekombinantine
mogaus plazmos proteiny frakcija moliniu santykiu nuo

1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

17. Produktas arba farmacine kompozicija pagal bet kuri
i§ 1-8 punkty, b e s 1 s k iriantys tuo, kad savo
sudétyje turi ritonavirg ir 2zmogaus serumo albuming,
imunoglobuling, glikoproteing, interferona ir/arba
interleuking arba kita natiralia arba rekombinantine
smogaus plazmos proteiny frakcija moliniu santykiu nuo

1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

18. Farmacine kompozicija pagal bet kuri 1§ 1-8 punkty,
besiskiriamnt i tuo, kad savo sudetyje turi
takrolimus 1r Zmogaus serumo albuming, imunoglobuling,
glikoproteina, interferong ir/arba interleukinga arba
kita natiralig arba rekombinantine Zmogaus plazmos
proteiny frakcija moliniu santykiu nuo 1:0,05 iki 1:100,

optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

19. Farmaciné kompozicija pagal bet kuri i§ 1-8 punkty,
besiskiriamnt i tuo, kad savo sudetyje turi
tirilazadag 1ir Zmogaus serumo albuming, imunoglobuling,
glikoproteing, interferong ir/arba interleuking arba kita
natiiralia arba rekombinanting 2zmogaus plazmos proteiny
frakcija moliniu santykiu nuo 1:0,05 iki 1:100, opti-
malu - nuo 1:0,1 iki 1:50.
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20. Farmaciné kompozicija pagal bet kuri i$ 1-8 punkty,
besis kiriant i tuo, kad savo sudétyje turi
trioksaleng ir Zmogaus serumo albuminag, imunoglobuling,
glikoproteing, interferong ir/arba interleuking arba kitg
naturalia arba rekombinantine 2mogaus plazmos proteiny
frakcija moliniu santykiu nuo 1:0,05 iki 1:100,

optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

21. Farmaciné kompozicija pagal bet kuri i§ 1-20 punkty,
besis kiriant i tuo, kad yra kietoje formoje

arba vandeninio tirpalo formoje.

22. Farmacine kompozicija pagal bet kurji is 1-20 punkty,
bes is kiriant i tuo, kad savo sudétyje kaip
prieda turi tirpalg ir/arba proteina stabilizuojantj

agentsa.

23. Farmacine kompozicija pagal 22 punktg, b e s i -
s ki riamnt i tuo, kad savo sudétyje kaip tirpala
ir/arba proteing stabilizuojanti agenta turi bet kokia i3
medzZiagy: natrio <chloridsg, buferi, alkoholi, pvz.,
gliceroli, ir/arba vandenyije tirpu cukraus darini,

pageidautina, manitoli, sorbitoli, dulcitoli.

24 . Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas, b e
s 1skiriantdis tuo, kad savo sudétyje turi bent
vieng aktyvigaja medZiags, pasizymincig mazu tirpumu
vandenyje (<1-10°* M/1, <1.10°> M/1, <1.10° M/1), i& grupés
susidedanc¢ios 1i§: amfotericino B, adriamicino analogo,
apazono, azatioprino, bromazepamo, kamptotecino,
karbamazepino, klonazepamo, ciklosporino A, diazepamo,

dikumarolio, digitoksino, dipiridamolio, dizopiramido,

flunitrazepamo, gemfibrozilo, ketochlorino,
ketokonazolio, mikonazolio, nifluminés rigsties,
oksazepamo, fenobarbitalio, fenitoino, progesterono,
DrovoOiollo, ILeuilava iy, sulfinpivacons, supnrofons

takrolimus, tamoksifeno, taksonoido, testosterono,
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tirilazado, trioksaleno, valproinés rigsties, ir/arba
varfarino

ir taip pat turintis bent vienag proteing 1§ grupes
susidedanc¢ios is: Zmogaus serumo albumino,
imunoglobulino, glikoproteino, interferono ir/arba
interleukino arba kity natliraliy arba rekombinantiniy
zmogaus plazmos proteiny frakcijuy, kur minéta aktyvioji
medZiaga ir minéta proteiny frakcija tarpusavyje susirise
nekovalentiniais rysiais ir kur molinis santykis tarp
aktyviosios medZiagos ir proteiny frakcijos yra diapazone

nuo 1:0,05 iki 1:100, optimalu - nuo 1:0,1 iki 1:50.

25. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punkta, b e s i s ki r i an t i s tuo, kad savo

sudétyje turi taksonoida, kurio bendra formule I:

2

—Q
® \, // CHg _AoR
/ \/
CH // CH
<9 3\/L"‘C*3‘*s S

—1

-,\ﬂ/\oﬂ \ /1‘ g

Ko O CH
OH o—r H ’
o}
kurioje

R' zymi tret-butiloksikarboksirligéties amidg arba

R zymi vandenili arba bet kokig acilo grupeg,
optimalu acetila

ir plazmos proteiny frakcija.

26. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 pimkta. b e s i s ki r i ant i s tuo, kad savo

sudéetyje turi paklitakseli ir zmogaus serumo albuming,

[ X3
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rekombinantini zmogaus plazmos albuming ir/arba y-
globuling.

27. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punktg, b e s i s ki r i a n t i s tuo, kad savo
sudetyje turi amfotericing B ir Zmogaus serumo albuming,
rekombinantini Zmogaus plazmos albuming ir/arba y-

globuling.

28. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punkta, b e s i s ki r i a n t 1 s tuo, kad savo
sudetyje turi kamptotecing ir Zmogaus serumo albuming,
rekombinantini zmogaus plazmos albuming ir/arba v-

globuling.

29. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punktg, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad savo
sudetyje turi karbamazeping ir Zmogaus serumo albuming,
rekombinantini zZmogaus plazmos albuming ir/arba y-

globuling.

30. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punkta, b e s 1 s k 1 r i an t 1 s tuo, kad savo
sudetyje turi ciklosporing A ir Zmogaus serumo albuming,
rekombinantini Zmogaus plazmos albuming ir/arba y-

globuling.

31. Homogeninis, kietas, vandenyje tirpus produktas pagal
24 punktg, b e s i s k 1 r 1 a n t 1 s tuo, kad savo

sudetyje turi propofoli ir ZzZmogaus serumo albuming,
rekombinantini Zmogaus plazmos albuming ir/arba y-

globuling.

32. Vandenyje tirpaus produkto arba farmacinés

kompozicijos kietoje arba skystoje formoje, pagal bet

1 R i O
TR S S R SO A SN i

24-31 punkty ir 3jy tikryjy vandeniniy tirpaly gavimo
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bidas, be s i s k i ri ant i s tuo, kad tikriesiems
vandeniniams tirpalams gauti:

a) istirpina terapiskai aktyvuji jungini,
pasizyminti mazu tirpumu vandenyje (<1-10°* M/1, <1107
M/1, <1-10°° M/1) ir 2zymiu risSamuoju giminingumu plazmos
proteinams (“aktyvioji medziaga”) su vandeniu
besimaisanc¢iame farmaciniu pozilriu priimtiname
organiniame tirpiklyje;

b) sumaiso minéta tirpala su plazmos proteiny
frakcijos reguliuojamoje agregatineje blisenoje vandeniniu
tirpalu;

¢) ir, nebiitinai, su papildomu farmaciniu pozidriu

priimtinu vandenyje tirpiu pagalbiniu priedu - pvz.,
proteino agregacijos reguliatoriumi ir/arba
stabilizatoriumi -

tuo bidu gauna tikraji tirpala, turinti minetga aktyviaja
medziagg 1ir minéta proteiny frakcija, tarpusavyje
susirisdusius nekovalentiniais rys$iais;

d) pasalina organini tirpikli ir, nebidtinai,
vandeni, pageidautina, wultrafiltruojant, dializuojant,
diafiltruojant ir/arba liofilinant tirpala arba jo
koncentrata arba derinant $§ias procediras,
tuo bidu gauna homogenini, vandenyje tirpuy skystg arba
kieta farmacini produktg, turinti aktyviajg medZiaga,
susirisusia su plazmos proteiny frakcija;

e) nebitinai istirpina kieta produkta vandenyje arba
praskiedzia skysta produkta vandeniu, tuo bidu gauna
skaidry, tikraji vandenini tirpala, neturinti organinio
tirpiklio, kuris yra tinkamas terapiniam skyrimui ir,

f) nebitinai, jiveda §i produkta i parenteraline

kompozicija (dozavimo formg) tiesioginiam vartojimui.

33. Vandenyje tirpaus produkto arba farmacines
kompozicijos kietoje arba skystoje formoje, pagal bet
kuri i§ 1-23 punkty arba naujo produkto pagal bet kuri is$
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organinio tirpiklio, gavimo biddas, b e s 1 s k i1 -
riantis tuo, kad

a) terapiskai aktyvyji jungini istirpina su vandeniu
besimaisanciame farmaciniu pozidriu priimtiname
organiniame tirpiklyje,

b) minétg tirpala sumaiso su atrinktos plazmos
proteiny frakcijos reguliuojamoje agregatineéje bisenoje
vandeniniu tirpalu,

c) minétas tirpalas, nebitinai, turi . papildoma
farmaciniu poziliriu priimtihq toki pagalbini prieda kaip
proteiny agregacijos reguliatoriy ir/arba stabiliza-
toriy -
tuo bldu gauna tikraji tirpala, turinti minéta aktyvia
medziaga ir minetsa proteiny frakcija, tarpusavyje
susirisusig nekovalentiniais ry$iais;

d) pasSalina organini tirpiklj ir tirpalg arba jo

koncentratg liofilina.

34. Budas pagal a) stadijg Dbet kurio is 32 - 33 punkty,
b e s i s ki r i a n t i s tuo, kad aktyviosios
medziagos istirpinimui naudoja tirpikli, pasizyminti
tokiomis savybeémis:

a) misinyje su vandeniu jis sugeba pilnai istirpinti
aktyvigjg medziagg ir

b) jo miginys su <50 % vandens nedenatiruocja

naudojamo proteino.

35. Budas pagal 34 punktg, b e s i s k1 r i ant i s
tuo, kad tirpikliu naudoja bet koki jungini 1§ grupes,
susidedanc¢ios is alifatinio C(z-4ymonoalkoholio arba
polialkoholio, 70-100 % etanolio, dimetilformamido,

metilformamido.

36. Bldas pagal a) stadijg bet kurio 1§ 32-35 punkty, b e

s 1 s kiriamnt i s tuo, kad proteino agregacijos

B T T B R I el T A ma kA s RSNV AR AN Favrnala
Y ) LI aT oy um AN A coanl oI oarInr L, MR RS A

stabilizuojanc¢iu pagalbiniu priedu naudoja bet koki 1§
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agenty: vanduo, natrio chloridas, buferis, polialkoholis,

pvzZ., glicerolis, ir/arba vandenyje tirpus cukraus
darinys, pageidautina, manitolis, sorbitolis ir/arba
dulcitolis.

37. Bidas pagal a) stadija bet kurio ié 32-36 punktu, b e
s iskiriantis tuo, kad naudoja paklitakselj 1ir
natiralios plazmos toki komponentg kaip serumo albuming,
imunoglobuling, glikoproteing, interferona: ir/arba

interleuking arba juy rekombinantus.

38. Produktas arba farmaciné kompozicija, b e s is ki -
riantys tuo, kad turi aktyvios medziagos pagal arba
gautos pagal bet kuri 18§ 1-37 punkty efektyviag doze,
skirti zmoniy arba veterinariniy pacienty  gydymuil
vandenyje netirpia terapiskai aktyvia medziaga,

pasizyminéia zymiu giminingumu plazmos proteinams.

39. Produktas arba farmaciné kompozicija, b e s is ki

riantys tuo, kad turi tokius produktus, vartotinus,

pageidautina, atitinkamy doziy intervale, (skaic¢iuojant
aktyviosios medziagos efektyviajai dozei) :
paklitakselis/albuminas 70-280 mg/kursui,
propofolis/albuminas 6-10 mg/kg/val.,

kamptotecinas/albuminas,

gemfibrozilas/albuminas,

ciklosporinas A/albuminas 3-5 mg/kg/dienai,
amfotericinas B/albuminas iki 1,5 mg/kg/dienai,
vartojant junginius, turincé¢ius atitinkamus

rekombinantinius proteinus tomis paciomis dozemis,

skirti zmoniy arba veterinariniy pacienty gydymul
vandenyje netirpia terapiskai aktyvigja medziaga,
pasizyminéia Zymiu giminingumu plazmos proteinams,

susirisant su jais.
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