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(57) 1 Водная фармацевтическая композиция,
включающая фактор роста нервов, биологически
приемлемую соль в количестве, достаточном для
поддержания изотоничности, буфер в количестве,
достаточном для поддержания рН композиции 4,5-
6,0, и воду
2 Композиция по п 1, отличающаяся тем, что
она дополнительно включает биологически при-
емлемый, водорастворимый носитель, выбранный
из группы полисорбаты, полиоксамеры, протеины
3 Композиция по п 2, отличающаяся тем, что она
включает фактор роста нервов 0,0001-0,125 вес %,
носитель 0,1-1,25 вес %, соль 0,5-1,0 вес %
4 Композиция по любому из предыдущих пунктов,
отличающаяся тем, что значение рН такой ком-
позиции составляет 5,0-5,4
5 Водная композиция по любому из пп 2-4, отли-
чающаяся тем, что она включает 10-500 мкг/мл
фактора роста нервов, 5 мг/мл сывороточного аль-
бумина человека, 8,7 мг/мл NaCI, 2,1 мг/мл лимон-
ной кислоты и воду, и где значение рН данной ком-
позиции установлено на уровне 5,2

6 Водная фармацевтическая композиция, пригод-
ная для лиофилизации, содержащая фактор роста
нервов, биологически приемлемый наполнитель,
буфер и воду, отличающаяся тем, что она со-
держит фактор роста нервов 1-1250 мкг/мл, на-
полнитель 30-90 мг/мл и буфер в количестве, дос-
таточном для сохранения рН композиции 5,5-6,5
7 Композиция по п 6, отличающаяся тем, что
наполнителем является сахар
8 Композиция по любому из пп 6-7, отличаю-
щаяся тем, что наполнителем является смесь
сахарозы и маннита, буфер является цитратом, и
значение рН композиции 5,8-6,2
9 Композиция по п 6, отличающаяся тем, что
она дополнительно содержит биологически при-
емлемый водорастворимый носитель
10 Композиция по любому из предыдущих пунк-
тов, отличающаяся тем, что она применима при
лечении нейронной дисфункции у людей
11 Композиция или состав по п 10, отличаю-
щаяся тем, что она представлена в форме для
интрацеребровентрикулярного вливания, пригод-
ной для применения при лечении болезни Альц-
геймера у людей
12 Лиофилизированный фармацевтический со-
став, включающий от 0,001 до 1,25 ч фактора
роста нервов, 30-90 ч сахара и менее 1 ч воды
13 Состав по п 12, отличающийся тем, что он
применим при лечении нейронной дисфункции у
людей
14 Состав по п 13, отличающийся тем, что он
представлен в форме для интрацеребровентрику-
лярного вливания, пригодной для применения при
лечении болезни Альцгеймера у людей
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Настоящее изобретение относится к фарма-
цевтическим композициям с фактором роста нер-
вов Изобретение также относится к композициям
с фактором роста нервов, пригодным для лио-
филизации

Многочисленные полипептиды и протеины
регулируют рост или выживание клеток, такие мо-
лекулы называют "факторами роста" Примеры
факторов роста включают эпидермальный фактор
роста (EGF - epidermal growth factor), кислотный и

щелочной факторы роста фибробласта (aFGF и
bFGF - acidic и basic Fibroblast growth factor), тром-
боцитарный фактор роста (PDGF - plateled derived
growth factor), цилиарный нейротропный фактор
(CNTF - ciliary neutrophic factor) и фактор роста
нервов (NGF - nerve growth factor) Среди них NGF
был первым, который был идентифицирован и
охарактеризован (Levi-Montalcmi R и др , J Ехр
Zool , 116 321, 1951)

NGF стимулирует выживание и активность
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определенных типов нервных клеток Кроме того,
NGF стимулирует дифференциацию несозревших
нервных клеток в постмитотические развившиеся
нейроны

Результатом очистки NGF из подчелюстной
железы мыши явилась идентификация комплекса,
включающего три субъединицы а, р и у Предпо-
лагается, что вся нейротропная активность NGF
свойственна субъединице р, т е протеину, состоя-
щему из 118 аминокислот и имеющему молекуляр-
ный вес около 13000 Да (Varon S и др , Proc Natl
Acad Sci USA, 57 1782-1789, 1967, Green, L A , и
др , Neurobiol , 1 37-48, 1971) В растворе субъе-
диницы р образуют димеры с молекулярным ве-
сом около 26500 Да

Предполагают, что NGF эффективен для ле-
чения определенных дегенеративных заболе-
ваний как периферической, так и центральной
нервной системы Предполагают, что введение
NGF может быть полезным при лечении болезней,
при которых недостаток NGF, аномалии его рецеп-
тора или изменения в его транспортировке или
внутриклеточных процессах приводят к снижению
функций нейронов, атрофии или даже гибели
клетки Такие болезни включают наследственные
сенсорные и моторные заболевания нервной сис-
темы, наследственную и спорадически проявляю-
щуюся дегенерацию системы, амиотропные ла-
теральные склерозы, болезнь Паркинсона и бо-
лезнь Альцгеймера (Goedert М и др, Мої Brain
Res , 1 85-92, 1986, Mobley W С и др , Soc Neuro-
sci Abstr, 13186, 1987, Mobley W С и др , Soc
Neurosci Abstr, 4 302, 1988, Hefti F и др , Ann
NeuroL, 20 275-281, 1986) Предполагают, что NGF
также уменьшает смертность нервных клеток пос-
ле воздействия некоторых ядов, таких, как 6-гид-
роксидопамин, (Aloe L, Arch Ital Biol , 113 326-
353, 1975), винбластин и колхицин (Menesini-Chen
M G и др, Proc Natl Acad Sci USA, 74 5559-
5563, 1977, Johnson E M , Brain Res , 141 105-118,
1978) и капсайцин (Otten U , Nature, 301 515-577,
1983)

Высокий уровень экспрессии мРНК NGF в
гиппокампе, области, связанной с памятью и обу-
чаемостью, позволяет предположить, что кли-
ническое введение NGF может быть эффектив-
ным для лечения слабоумия (Kaisho Y и др , Вю-
chem Biophys Res Com, 174 379-385, 1991) В
публикациях сообщалось, что интравентрикуляр-
ное введение NGF препятствует гибели базаль-
ных холинергических нейронов переднего мозга
после аксотомии, что позволяет предположить,
что NGF может быть эффективным для стимуля-
ции выживания клеток после повреждения (Hefti
F,J Neurosci , 6 2155-2162, 1986, Wilhams-L и др ,
Proc Natl Acad Sci USA, 83 9231-9235, 1986,
Kroner L , Science, 235 214-216, 1987)

Использование NGF для лечения сопряжено
со значительными проблемами Эти проблемы
связаны с 1) сохранением биоактивности NGF, ко-
торая может изменяться в процессе получения,
очистки или хранения, и 2) введением NGF, отно-
сительно крупной гидрофильной молекулы, таким
образом, чтобы он достиг места действия в ко-
личестве, достаточном для его эффективности
Биоактивность NGF, подобно другим протеинам,
зависит от его вторичной и третичной структуры

Субъединица р NGF имеет три внутренние ди-
сульфидные связи, которые, как полагают, важны
для биоактивности (Kanaya E и др , Gene, 83 65-
74, 1989, Iwane М и др , Biochem Biophys Res
Comm, 171 116-122, 1990, Hu G-L и Neet K E ,
Gene, 70 57-65, 1988) Кроме того, эффективное
количество биологически активного NGF умень-
шается в той степени, в какой денатурируется лю-
бой протеин Целостность протеина, следователь-
но, должна поддерживаться как во время получе-
ния и хранения, так и во время введения Протеи-
ны особенно склонны к разложению при повышен-
ных температурах

Низкие температуры обычно уменьшают
разложение протеина Однако, более экономично
хранить протеин при комнатной температуре, т е
при приблизительно 25°С, а не при пониженных
температурах около 4°С Следовательно, же-
лательно, чтобы композиции были стабильными
при хранении как при комнатной температуре, так
и при охлаждении до приблизительно 4°С

Кроме проблем, связанных со стабильнос-
тью, NGF, подобно многим другим протеинам, нес-
пецифически связывается с поверхностями Такое
неспецифическое связывание может происходить
по отношению к различным материалам, включая
стекло и пластмассы, например, полиэтилен и по-
липропилен Из этих материалов могут быть изго-
товлены ампулы, тубы, шприцы, имплантируемые
приспособления для вливания или любая другая
поверхность, которая может контактировать с NGF
во время его получения, хранения или введения

Другими трудностями при введении протеи-
нов, таких, как NGF, в виде лечебных препаратов
являются плохая абсорбция организмом и разло-
жение желудочными кислотами Следовательно,
оральный способ введения обычно непригоден
Для преодоления таких абсорбционных барьеров
для таких протеинов могут быть необходимы ин-
ъекции или вливания

Инъекция приемлема в том случае, когда
место лечения легко доступно Однако если это
место относительно недоступ но, как в случае
ЦНС, более практичным может быть непрерывное
вливание для долговременного введения Такое
введение может оказаться неосуществимым вс-
ледствие различных сложностей Например, неп-
рерывное вливание может достигаться путем
вживления NGF-насоса в мозг, однако долговре-
менное выдерживание протеина при температуре
тела часто приводит к разложению протеина Так-
же могут возникнуть дополнительные потери вс-
ледствие адсорбции протеина камерой насоса по
истечении некоторого времени

В дополнение к проблемам, связанным с
введением NGF, существуют также проблемы,
связанные с его долговременным хранением с мо-
мента получения до введения Лиофилизация яв-
ляется одним из способов, предназначенных для
долговременного хранения биологических протеи-
нов, предотвращающих разложение, агрегацию
и/или неспецифическую адсорбцию Однако про-
цесс лиофилизации сам по себе сопряжен с труд-
ностями Поскольку объем жидкости уменьшается
во время процесса замораживания, эффективная
концентрация соли резко возрастает, что может
привести к денатурации протеина, снижению эф-
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фективной терапевтической активности при восс-
тановлении Кроме того, образование кристаллов
льда во время процесса замораживания может
быть причиной денатурации и также снижать эф-
фективное количество имеющегося в распоряже-
нии биоактивного NGF Следовательно, компо-
зиция должна быть такой, чтобы предотвращать
флуктуации концентрации соли и минимизировать
образование кристаллов льда

Одним предметом настоящего изобретения
является получение водных композиций с NGF,
сохраняющих биоактивность в течение по крайней
мере одного месяца в диапазоне температур от
приблизительно 4°С до приблизительно 40°С

Еще одним предметом настоящего изобре-
тения является получение композиций с NGF, в
которых биоактивность сохраняется после лио-
филизации и восстановления

И еще одним предметом изобретения яв-
ляется создание способов хранения биологически
активного NGF в растворе

В настоящем изобретении представлены
стабильные композиции с фактором роста нервов,
способные храниться при температурах ниже тем-
пературы окружающей среды, при температуре
окружающей среды и повышенных температурах
без существенных потерь количества или актив-
ности протеина Композиции представляют собой
водные растворы, включающие

(а) фактор роста нервов,
(б) необязательно биологически приемле-

мый, водорастворимый носитель,
(в) достаточное количество биологически

приемлемой соли для поддержания изотоничнос-
ти,

(г) буфер для поддержания рН композиции
на уровне от приблизительно 4,5 до прибли-
зительно 6,0, и

(Д) воду
Другим предметом изобретения являются

фармацевтические композиции с NGF, пригодные
для лиофилизации

Фармацевтические композиции по изобре-
тению, пригодные для лиофилизации, представ-
ляют собой водные растворы, включающие

(а) фактор роста нервов,
(б) биологически приемлемый наполнитель,
(в) буфер для поддержания рН композиции

на уровне от приблизительно 5,5 до прибли-
зительно 6,5,

(г) необязательно биологически приемле-
мый, водорастворимый носитель, и

(Д) воду
Другими примерами выполнения изобре-

тения являются лиофилизированные композиции,
из которых в значительной степени удалена вода
После восстановления с помощью восстанавли-
вающего наполнителя, необязательно включаю-
щего биологически приемлемый носитель, лио-
филизированные композиции по изобретению при-
годны для введения пациентам в случае необхо-
димости терапевтического вмешательства

Настоящее изобретение также включает
способ хранения NGF в водных композициях по
изобретению при температурах от приблизитель-
но 4°С до приблизительно 40°С

Другим примером выполнения изобретения

является способ лечения нейронной дисфункции
человека, включающий введение терапевтически
эффективного количества композиции с NGF по
изобретению

Разработка стабильных дозируемых форм
для парентерального введения NGF требует оцен-
ки множества факторов, включающих путь поступ-
ления вещества в организм, адсорбционные взаи-
модействия и совместимость с применяемым обо-
рудованием и возможными приспособлениями для
доставки Далее, должны быть рассмотрены ста-
бильность NGF в водных композициях при темпе-
ратурах ниже температуры окружающей среды,
при температуре окружающей среды и повышен-
ных температурах Одним из примеров выполне-
ния настоящего изобретения является композиция
с NGF в водном растворе, обладающая стабиль-
ностью в некотором диапазоне температур и осо-
бенно при повышенных (по крайней мере, около
40°С) температурах Эта композиция включает
водный раствор NGF, соль и буфер, имеющий рН
от приблизительно 4,5 до приблизительно 6,0
Композиция, кроме того, необязательно может со-
держать носитель Это сочетание ингредиентов
неожиданно придает исключительно хорошие ха-
рактеристики данному раствору, прежде всего в
отношении стабильности при повышенных темпе-
ратурах Также предлагается композиция с NGF,
пригодная для лиофилизации В настоящем изоб-
ретении также предложен способ хранения NGF

При использовании в описании термин "био-
логически приемлемый" относится к материалам,
характеризующимся отсутствием неблагоприят-
ных биологических эффектов in vivo "Комнатная
температура" соответствует температуре от приб-
лизительно 22°С до приблизительно 25°С "Темпе-
ратура тела" соответствует температуре от приб-
лизительно 36°С до приблизительно 40°С "Лио-
филизируемая композиция" относится к водной
композиции с NGF, которая может быть высушена
путем замораживания так, что содержание влаги
становится ниже приблизительно 2%, и которая
сохраняет по меньшей мере около 70% начальной
биоактивности NGF при восстановлении "Изото-
ничный" относится к раствору, имеющему прибли-
зительно такое же осмотическое давление, как и
сыворотка крови, т е приблизительно 300 милли-
молей на литр "Носитель" обозначает любой био-
логически приемлемый эмульгирующий, дисперги-
рующий агент, поверхностно-активное вещество
или протеин, который уменьшает адсорбцию NGF
поверхностью

"NGF" обозначает любую форму фактора
роста нервов, предпочтительно субъединицу р
фактора роста нервов, которая проявляет био-
логическую активность и связывается с NGF-pe-
цептором Термин NGF также включает гибри-
дизированные и модифицированнные формы
NGF, которые связываются с NGF-рецегтгором и
сохраняют биоактивность NGF Модифицирован-
ные формы NGF могут включать слившиеся про-
теины, такие, как описанные у Iwai S и др,
Chem Pharm Bull , 34 4724-4730, 1986 и у Капауа
Е, и др , Gene, 83 65-74, 1989, и фрагменты NGF, и
гибриды, в которых определенные аминокислоты
удалены или замещены, так, что при этом сохра-
няется достаточная биоактивность NGF и свя-
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зывание с рецептором для обеспечения терапев-
тической активности

Предпочтительной формой NGF является
NGF человека (hNGF - human NGF) Наиболее
предпочтительной формой hNGF является реком-
бинантный hNGF (rhNGF - recombmant hNGF)
Способы получения NGF, пригодного для исполь-
зования в композициях по изобретению, хорошо
известны специалистам в данной области техники
Например, пригодный rhNGF может быть получен
с помощью системы экспрессии бакуловируса
(Barnett J и др , Exp Neural, 110 11-24, 1990, ЕРО
370171), системы экспрессии дрожжей (Kanaya E
и др , Gene 83 65-74, 1989), системы экспрессии
клеток млекопитающих (СНО) (Iwane М и др , Вю-
chem Biophys Res Comm, 171116-122, 1990),
или COS-системы экспрессии (Bruce G и др,
Neurobiol Aging 10 89-94, 1989) NGF должен
иметь чистоту по крайней мере 65%, предпочти-
тельно по крайней мере 85%, более предпочти-
тельно по крайней мере 95% и наиболее предпоч-
тительно по крайней мере 98% Чистота выделен-
ного NGF для использования в композициях мо-
жет быть определена с помощью электрофореза в
полиакриламидном геле с додецилсульфатом нат-
рия с окрашиванием серебром, или другими спо-
собами, известными специалистам в данной об-
ласти техники

В водных композициях с NGF по изобре-
тению NGF присутствует в терапевтически эффек-
тивных количествах Предпочтительно концентра-
ция NGF составляет от приблизительно 0,0001 до
приблизительно 0,125 вес % водной композиции,
что соответствует диапазону приблизительно от 1
до приблизительно 1250 мкг/мл Более предпочти-
тельно NGF присутствует в концентрации от приб-
лизительно 0,001 до приблизительно 0,10 вес %
(от 10 до 1000 мкг/мл) водной композиции Еще
более предпочтительно NGF присутствует в кон-
центрации от приблизительно 0,01 до прибли-
зительно 0,10 вес % (от 100 до 1000 мкг/мл) вод-
ной композиции Наиболее предпочтительно NGF
присутствует в концентрации от приблизительно
0,01 до приблизительно 0,05 вес % (от 100 до 500
мкг/мл) водной композиции

Водные композиции с NGF необязательно
включают носители Присутствие носителя в ком-
позиции уменьшает или предотвращает адсорб-
цию NGF различными поверхностями Потреб-
ность в носителе зависит от концентрации NGF в
водной композиции При достаточно высоких (вы-
ше, чем приблизительно 500 мкг/мл) концентра-
циях NGF достаточное количество NGF сохра-
няется в растворе, компенсируя потери, происхо-
дящие вследствие поверхностной адсорбции
Пригодные носители включают, но не ограничи-
ваются ими, полисорбаты, такие, как Tween® 80,
полоксамеры, такие, как Pluromc F68, и протеины,
такие, как сывороточный альбумин Предпочти-
тельным носителем является протеин Сыворо-
точный альбумин человека (HSA - human serum
albumin) является наиболее предпочтительным
Весовое отношение NGF к носителю составляет
от приблизительно 0,0001 1 до приблизительно
1 1 Более предпочтительное весовое отношение
составляет от приблизительно 0,01 1 до прибли-
зительно 1 1 Наиболее предпочтительное ве-

совое отношение NGF к носителю составляет от
приблизительно 0,01 1 до приблизительно 0,5 1
Следовательно, когда в качестве носителя ис-
пользуют HSA, предпочтительная концентрация
HSA составляет от приблизительно 0,1 до прибли-
зительно 1,25 вес % водной композиции (те от 1
до 12,5 мг/мл) Предпочтительная композиция вк-
лючает приблизительно от 0,3 до 0,7 вес % HSA
по отношению к водной композиции, более пред-
почтительно приблизительно от 0,4 до 0,6 вес %
HSA по отношению к водной композиции Наи-
более предпочтительно композиция включает
приблизительно 0,5 вес % (т е 5 мг/мл) HSA по от-
ношению к водной композиции

Композиция с NGF также содержит такое ко-
личество биологически приемлемой соли, которое
достаточно для поддержания тоничности жидкос-
ти Соль также способствует сохранению NGF в
растворе Предпочтительно композиции с NGF со-
держат такое количество соли, которое в пре-
делах физиологической пригодности достаточно
для изотоничности с человеческой кровью или
спинномозговой жидкостью Предпочтительной
солью является хлорид натрия (NaCI), однако мо-
гут быть использованы и другие биологически
приемлемые соли, такие, как хлорид калия (KCI),
хлорид кальция (СаСЬ) и хлорид магния (МдСЬ)
Соль может являться одной солью или комби-
нацией солей Предпочтительная композиция вк-
лючает приблизительно от 0,5 до 1,0 вес % (т е от
5 до 10 мг/мл) соли по отношению к водной компо-
зиции Более предпочтительная композиция вклю-
чает приблизительно от 0,6 до 0,9 вес % соли по
отношению к композиции Более предпочтительно
композиция включает приблизительно от 0,7 до
0,9 вес % соли по отношению к водной компо-
зиции Наиболее предпочтительная композиция
включает приблизительно 0,87 вес % (т е 8,7
мг/мл) соли по отношению к водной композиции

Далее, композиция с NGF содержит био-
логически приемлемый буфер для поддержания
рН в течение срока хранения Было установлено,
что NGF более стабилен при низких значениях рН
Предпочтительная стабильная композиция с NGF
забуферена физиологически приемлемым бу-
фером до рН приблизительно от 4,5 до прибли-
зительно 6,0, а наиболее предпочтительно от
приблизительно 5,0 до приблизительно 5,4 Наи-
более предпочтительное значение рН композиции
равно приблизительно 5,2 Предпочтительным бу-
фером является лимонная кислота, однако можно
использовать и другие буферы, способные под-
держивать рН в желаемых пределах Другие при-
годные буферы включают уксусную кислоту/а-
цетат и малеиновую кислоту/малеат Предпочти-
тельное количество буфера изменяется в зависи-
мости от типа используемого буфера и буферной
емкости Буфер должен присутствовать в компо-
зиции в количестве, достаточном для поддержа-
ния конечного значения рН композиции в предпоч-
тительном диапазоне значений рН Предпочти-
тельная концентрация буфера для стабильных
композиций с NGF составляет приблизительно от
0,01 до приблизительно 0,3 вес % водной компо-
зиции (от 0,1 до 3,0 мг/мл), более предпочтитель-
ная концентрация буфера составляет прибли-
зительно от 0,1 до приблизительно 0,25 вес %
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водной композиции (от 1,0 до 2,5 мг/мл), и наи-
более предпочтительная концентрация буфера
0,2 вес % водной композиции (2,0 мг/мл)

Композиция включает воду в количестве,
достаточном для достижения соответствующей
концентрации компонентов композиции

Предпочтительные стабильные водные ком-
позиции с NGF включают приблизительно от 1 до
1250 мкг/мл NGF, от 1 до 12,5 мг/мл HSA, от 5 до
10 мг/мл NaCI, от 0,2 до 3,0 мг/мл лимонной кисло-
ты и воду, причем значение рН композиции уста-
навливается на уровне от приблизительно 4,5 до
приблизительно 6,0, более предпочтительно приб-
лизительно от 5,0 до приблизительно 5,4 Наи-
более предпочтительные стабильные композиции
с NGF включают от 10 до 500 мкг/мл NGF, 5 мг/мл
HSA, 8,7 мг/мл NaCI 2,1 мг/мл лимонной кислоты и
воду, причем значение рН композиции устанавли-
вается на уровне приблизительно 5,2

Лиофилизированные композиции по изобре-
тению особенно пригодны для обеспечения дол-
говременного хранения NGF, прежде всего при по-
вышенных температурах Лиофилизируемые ком-
позиции данного изобретения включают NGF, био-
логически приемлемый наполнитель, буфер для
поддержания рН композиции на уровне прибли-
зительно от 5,5 до приблизительно 6,5, необяза-
тельно биологически приемлемую соль, необяза-
тельно биологически приемлемый водораство-
римый носитель и воду

NGF присутствует в лиофилизируемых ком-
позициях приблизительно в том же диапазоне кон-
центраций, как и в водных композициях Наполни-
тель обычно обеспечивает механическую опору,
позволяющую основе сохранять свою форму в те-
чение и после процесса сушки с замораживанием
В качестве наполнителя могут быть использованы
один или более Сахаров Сахара, используемые в
настоящем изобретении, включают, но не огра-
ничены ими, моносахариды, олигосахариды и по-
лисахариды Примеры пригодных Сахаров вклю-
чают, но не ограничены ими, фруктозу, глюкозу,
маннозу, сорбозу, ксилозу, мальтозу, лактозу, са-
харозу и декстран Сахар также включает спирты
из ряда Сахаров, такие, как маннит, сорбит, ино-
зит, дульцит, ксилит и арабит В соответствии с
настоящим изобретением могут быть использо-
ваны также смеси Сахаров

Предпочтительный наполнитель включает
комбинацию Сахаров Предпочтительный наполни-
тель представляет собой комбинацию сахарозы и
маннита Не основываясь на какой-либо теории,
можно предположить, что сахароза при охлажде-
нии и последующей лиофилизации образует
аморфное стекло, позволяя увеличить потен-
циальную стабильность протеина (т е создает
препятствие для агрегации) путем образования
молекулярной дисперсии NGF в жестком стекле
Стабильность также может быть увеличена за
счет свойства сахара выступать в роли замести-
теля воды, теряемой при лиофилизации Молеку-
лы сахара скорее, чем молекулы воды, становятся
связанными с протеином через водородные связи
Маннит, будучи смешанным в соотношении 1 1 по
массе с сахарозой (у которой температура стекло-
вания составляет -36°С), повышает температуру
стеклования композиции на 5°С, до -31 °С Это су-

щественно укорачивает первичное время сушки
композиции во время лиофилизации, позволяя
при этом образоваться аморфной стекловидной
основе, и это считается преимуществом при орга-
низации крупномасштабного производства Другие
наполнители, обладающие такими же характерис-
тиками, могут быть использованы для замены од-
ного или обоих указанных Сахаров

Композиции по изобретению, которые долж-
ны быть лиофилизированы, предпочтительно
имеют более высокое значение рН, чем компо-
зиции, которые не лиофилизируют или которые
восстанавливают Наполнители (сахара), которые
присутствуют в лиофилизируемых композициях по
изобретению, обычно более стабильны при более
высоком рН Предпочтительно значения рН компо-
зиции до лиофилизации находятся между прибли-
зительно 5,5 и приблизительно 6,5 Наиболее
предпочтительно рН лиофилизируемой компо-
зиции с NGF находится между приблизительно 5,8
и приблизительно 6,2 Значение рН наиболее
предпочтительной лиофилизируемой композиции
NGF составляет приблизительно 6,0 Когда в ка-
честве наполнителя используется сахароза, пред-
почтительное значение рН лиофилизируемой ком-
позиции составляет приблизительно 6,0, так как
при более кислом рН сахароза, нередуцирующий
дисахарид, гидролизируется до редуцирующих са-
харов D-фруктозы и D-глюкозы Цитратный буфер
является наиболее предпочтительным буфером
для лиофилизируемых композиций с NGF, но мо-
гут быть использованы и другие биологически
приемлемые буферы, например, малеатный
Предпочтительны буферы, отличные от ацетатно-
го, из-за свойства уксусной кислоты испаряться во
время лиофилизации Необходимо понимать, что
может быть необходима регулировка конечного
значения рН с помощью кислоты или основания
Любое снижение долговременной стабильности
водного NGF вследствие увеличения рН выше
приблизительно 6,0, вероятно, может быть прео-
долено путем увеличения стабильности при лио-
филизации NGF

В идеальном варианте при выборе буфера
нужно принимать во внимание возможные сдвиги
рН во время лиофилизации, вызванные после-
довательной кристаллизацией компонентов бу-
фера Например, при использовании фосфатных
буферов щелочной компонент имеет более вы-
сокую точку эвтектики, чем кислотный компонент,
поэтому он выкристаллизовывается первым и рН
падает Цитратный буфер является предпочти-
тельным, поскольку, вероятно, оба компонента бу-
фера имеют приблизительно одинаковую точку эв-
тектики, что приводит к очень незначительным
флуктуациям рН при снижении температуры Дру-
гие пригодные буферы должны иметь компоненты
с одинаковыми или близкими точками эвтектики

Лиофилизируемые композиции также нео-
бязательно включают биологически приемлемую
соль Соль, которая может быть выбрана из тех
же солей, применяемых в водных композициях,
присутствует в лиофилизируемой композиции в
такой же или более низких концентрациях по срав-
нению с водными композициями Поскольку кон-
центрация соли может возрастать во время лио-
филизации, может оказаться целесообразным
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снизить концентрацию соли, присутствующей в
лиофилизируемых композициях, для предотвра-
щения денатурации протеина Снижение концент-
рации соли в лиофилизируемой композиции мо-
жет быть компенсировано во время восстановле-
ния таким образом, чтобы придать конечной ком-
позиции достаточную изотоничность, пригодную
для введения пациенту

Необязательные лиофилизируемые компо-
зиции включают биологически приемлемый во-
дорастворимый носитель Носители и концентра-
ция носителей, которые могут быть использованы
в лиофилизируемых композициях по изобретению,
такие же, как и те, которые пригодны для исполь-
зования в водных композициях по изобретению

Предпочтительные лиофилизируемые ком-
позиции включают приблизительно от 1 до 1250
мкг/мл NGF, от 15 до 45 мг/мл сахарозы, от 15 до
45 мг/мл маннита, необязательно от 7 до 9 мг/мл
NaCI и от 0,1 до 0,7 мг/мл лимонной кислоты при
значениях рН от приблизительно 5,5 до прибли-
зительно 6,5 Наиболее предпочтительные лио-
филизируемые композиции с NGF включают от
100 до 1250 мкг/мл NGF, 30 мг/мл сахарозы, 30
мг/мл маннита, 5 мг/мл сывороточного альбумина
человека, необязательно 8,7 мг/мл NaCI и 0,3
мг/мл лимонной кислоты Наиболее предпочти-
тельное значение рН лиофилизируемой компо-
зиции равно приблизительно 6,0

Лиофилизируемые композиции по изобре-
тению лиофилизируют до содержания остаточной
влаги менее, чем приблизительно 2%, однако, так-
же рассматриваются композиции, которые сохра-
няют биологическую активность NGF как при бо-
лее, так и при менее высоком содержании влаги

Предпочтительная лиофилизируемая ком-
позиция включает от 0,001 до 1,25 частей фактора
роста нервов, от 30 до 90 частей сахара и менее
приблизительно 1 части воды

Лиофилизируемую композицию с NGF восс-
танавливают с помощью растворителя, содержа-
щего буфер, такой, как лимонная кислота, и соль,
например, хлорид натрия, с тем, чтобы образовав-
шаяся восстановленная композиция оказалась по-
добной жидкой водной композиции, т е включаю-
щей приблизительно от 1 до 1250 мкг/мл NGF, от
1 до 12,5 мг/мл HSA, от 5 до 10 мг/мл NaCI, от 0,2
до 3,0 мг/мл лимонной кислоты, от 1,5 до 30 мг/мл
сахарозы и от 1,5 до 30 мг/мл маннита при рН 5,2

Лиофилизированная композиция с NGF по
изобретению также пригодна в качестве компонен-
та набора, обеспечивающего удобный и эконом-
ный путь получения стабильного лиофилизиро-
ванного NGF в форме, которую можно быстро и
легко восстановить в подходящем носителе для
введения пациенту в случае необходимости ле-
чения Кроме лиофилизированнои композиции с
NGF такие наборы по изобретению также вклю-
чают восстанавливающий носитель Восстанавли-
вающий носитель включает стерильную воду и
достаточное количество соли для того, чтобы сде-
лать конечную композицию практически изотонич-
ной Восстанавливающий носитель, кроме того,
может включать дополнительный буфер Общий
объем восстанавливающего носителя, присутст-
вующего в наборе, должен быть достаточным для
получения конечной концентрации NGF, пригод-

ной для введения пациенту в случае необхо-
димости лечения В предпочтительном примере
выполнения настоящего изобретения предложен
набор, включающий две ампулы Одна ампула со-
держит стерильную лиофилизированную компо-
зицию с NGF по изобретению, а вторая ампула со-
держит стерильный восстанавливающий но-
ситель При использовании набора соответствую-
щее количество восстанавливающего носителя
добавляют в ампулу, содержащую лиофилизиро-
ванную композицию с NGF После разбавления
лиофилизированнои композиции восстановленная
композиция может быть немедленно введена па-
циенту

Благодаря долговременной стабильности
восстановленной композиции по изобретению так-
же возможно приготовить достаточное количество
восстановленной композиции для обеспечения
множества доз

Композиции по изобретению пригодны для
лечения пациентов с состоянием, чувствительным
к NGF-терапии Обычно такие композиции сте-
рильны и пригодны для внутривенного, внутри-
мышечного, парентерального и интрацеребро-
вентрикулярного введения Такая терапия может
быть полезна при лечении нейронных дисфунк-
ций, включающих повреждение нейронов или де-
генерацию чувствительных к NGF нейронов NGF
может быть особенно пригодным для лечения бо-
лезни, связанной с потерей центральных холинер-
гических нейронов, такой, как болезнь Альцгейме-
ра NGF как лекарство при болезни Альцгеймера и
других форм слабоумия описан в ЕР 0370171

Композиции по изобретению для лечения
слабоумия могут быть введены любым из мно-
гочисленных путей в зависимости от конкретной ко-
нечной цели Наиболее пригодный путь введения
будет зависеть от цели и конкретного субъекта

Для устранения трудностей, связанных с
преодолением гематоэнцефалического барьера,
NGF может быть введен в ЦНС путем прямых инт-
равентрикулярных инъекций или через импрегни-
рованные лекарством имплантаты или насосы
Другим путем введения является непрерывное
вливание через интрацеребровентрикулярное уст-
ройство с канюлей В другом варианте для проник-
новения через гематоэнцефалический барьер мо-
жет быть необходима конъюгация NGF с молеку-
лами носителя, такого, кактрансферрин

Полагают, что терапевтически эффективное
количество NGF должно составлять от прибли-
зительно 0,001 до приблизительно 0,5 мг в день,
предпочтительно от приблизительно 0,01 до 0,1 мг
в день, наиболее предпочтительно от прибли-
зительно 0,02 до приблизительно 0,06 мг в день
Точная доза и схема введения будут зависеть от
многих факторов, таких, как путь введения и сте-
пень поражения пациента, подлежащего лечению

Процедуры анализа
Идентификация и количественная оценка

NGF с использованием жидкостной хроматогра-
фии высокого разрешения (ЖХВР) с обращенной
фазой

NGF идентифицировали и подвергали ко-
личественной оценке, анализируя образцы объе-
мом 100 мкл с помощью ЖХВР с обращенной фа-
зой (жидкостной хроматограф Hewlett Packard HP
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1090), оснащенный аналитической колонкой с об-
ращенной фазой 300 А, 5 мкм, 4-6 мм х 25 см L
Dynamax (Raimn Instrument Co , Woburn, MA, США)
с защитной колонкой Dynamax 300 А, 5 мкм, 4,6
мм х 1,5 см и решеткой диодных УФ-детекторов,
настроенных на 220 нм Подвижная фаза предс-
тавляла собой (А) 0,1% трифгоруксусную кислоту
в воде и (Б) 0,1% трифторуксусную кислоту в аце-
тонитриле, где градиенты изменялись от 25% (Б)
до 60% (Б) в течение 45 минут при скорости по-
тока 0,5 мл/мин при давлении 1700-2000
фунт/дюйм2 при температуре окружающей среды

Идентификацию NGF проводили путем
сравнения времени удерживания в образце с со-
ответствующим временем удерживания свежепри-
готовленного калиброванного стандартного раст-
вора NGF, приготовленного из NGF, взятого из
этой же серии Количество NGF в образцах подс-
читывали путем сравнения со стандартной кри-
вой, полученной серийными разбавлениями из-
вестных концентраций

Определение концентрации NGF (мкг/мл) с
помощью твердофазного иммуноферментного
анализа (ELISA)

Концентрации NGF также определяли с по-
мощью ELISA Как стандарты, так и образцы ана-
лизировали в трех повторностях Каждый планшет
содержал полную стандартную кривую NGF и со-
ответствующих контролей без NGF

После того, как в каждую лунку 96-луночного
планшета добавляли 100 мкл покрывающих анти-
тел (мышиных моноклональных 24CI, индуциро-
ванных rhNGF), планшеты заворачивали в обертку
Saran с влажным бумажным полотенцем и инку-
бировали в течение ночи в холодильнике при 2-
8°С Лунки опорожняли, промывали трижды с ис-
пользованием самонаполняющегося набора шпри-
цев Wheaton, вводя 250 мкл/на лунку промывочно-
го буфера (содержащего 500 мМ Триса, 2М хло-
рида натрия, забуференного до рН 7) и высуши-
вали до лепешки Далее, в каждую лунку добавля-
ли 200 мкл блокирующего буфера (1%-ный раст-
вор бычьего сывороточного альбумина) для бло-
кирования неспецифических сайтов, в каждую
лунку добавляли 50 мкл образца и планшеты ин-
кубировали в течение минимум 1 часа при комнат-
ной температуре, перемешивая на планшетном
шейкере Затем лунки снова опорожняли и вы-
сушивали до лепешки досуха, после чего добавля-
ли по 50 мкл раствора стандарта и образца Затем
планшеты покрывали и инкубировали в течение 2
часов при комнатной температуре Лунки планше-
та вновь опорожняли, промывали четырежды про-
мывочным буфером и высушивали до лепешки В
каждую лунку добавляли пятьдесят (50) мкл био-
тинилированных антител (мышиных моноклональ-
ных 8CI, индуцированных rhNGF), планшеты пок-
рывали и инкубировали в течение двух часов Лун-
ки планшетов опорожняли, промывали и высуши-
вали как указано выше и в каждую лунку добавля-
ли 50 мкл стрептавидинового конъюгата перокси-
дазы из хрена Планшеты покрывали и инкубиро-
вали в течение 20 минут при комнатной темпе-
ратуре, перемешивая на планшетном шейкере
Планшеты промывали пятикратно промывочным
буфером Затем в каждую лунку добавляли 50 мкл
орто-фенилендиаминного (ОФД) субстратного бу-

фера, планшеты покрывали и инкубировали в тем-
ноте в течение 1 часа

Для определения абсорбции в каждой лунке
использовали микропланшетный ридер для опре-
деления кинетики максимальной скорости реакции
(Vmax) (Molecular Devices, Mountain View) Для оп-
ределения чистой величины абсорбции каждой
лунки из пика абсорбции при 450 нм вычитали фо-
новую абсорбцию при 650 нм Концентрацию NGF
в образцах определяли путем сравнения со стан-
дартной кривой NGF

Определение активности NGF
Биоактивность NGF определяли с помощью

биоанализа РС-12 Биоанализ РС-12 основан на
увеличении метаболической активности феохро-
моцитомных клеток РС-12 (Green, Trends Neurosci
7 91, 1986) при экспозиции NGF Метаболическую
активность клеток РС-12 измеряли на основе кле-
точного поглощения 3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-
2,5-дифенилтетразолийбромида (Сі8Ніб^Вг)(МТТ),
который превращается с помощью клеточной де-
гидрогеназы в нерастворимые внутриклеточные
голубые кристаллы

Каждая лунка 96-луночного планшета со-
держала приблизительно 30000 клеток РС-12 в 50
мкл среды RPMI-1640 (фирма Sigma) Готовили
серийные разбавления каждого образца и стан-
дартов для того, чтобы получить растворы, содер-
жащие от 0,006 до 400 нг rhNGF на 1 мл RPMI-
1640 с 0,2%-ным бычьим сывороточным альбу-
мином (БСА) Затем в каждую лунку добавляли
пятьдесят микролитров каждого раствора для по-
лучения концентраций от 0,003 до 200 нг NGF на 1
мл, и каждую концентрацию анализировали триж-
ды После выдерживания планшетов в течение
двух дней в 5% СОг при 37°С в каждую лунку до-
бавляли 10 мкг МТТ и планшеты инкубировали
еще в течение 4 часов Затем добавляли один
объем 20% д од еци л сульфата натрия в 50% ди-
метилформамиде (ДМФ), рН 4,7, и планшеты
обертывали целлофаном, запечатывали внутри
пластиковых пакетов и инкубировали в течение
ночи при 37°С На следующий день планшеты счи-
тывали с использованием планшетного ридера,
Vmax, настроенного на 575 нм Отношение опытной
кривой ED50 к стандартной кривой ED50 NGF поз-
воляло определить относительную эффектив-
ность двух препаратов

Пример 1.
Композиция с NGF
Готовили водные композиции, содержащие

1, 10, 100 и 1000 мкг/мл rhNGF, 5 мг/мл HSA, 8,7
мг/мл хлорида натрия и 2,1 мг/мл лимонной кисло-
ты и соответствующее количество воды для по-
лучения 10 мл композиции, забуференные до рН
5,2 После растворения лимонной кислоты и соли
в приблизительно 70% общего объема рН регули-
ровали с помощью NaOH/HCI, и добавляли, осто-
рожно перемешивая вместе с водой, HSA и NGF
до получения требуемого объема и композицию
фильтровали через фильтр Milhpore Millex-GV с
размером пор 0,2 микрона

Используемый для получения композиции
rhNGF экспрессировали в клетках насекомых с по-
мощью бакуловирусного экспрессирующего векто-
ра и очищали с помощью ионообменной хроматог-
рафии и хроматографии с обращенной фазой, как
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описано у Barnett J и др , Exp Neurol , 110 11-24,
1990

Пример 2.
Стабильность композиций с NGF при 5°С и

25°С
250 мкл аликвотных проб композиции по

примеру 1 с концентрацией NGF 100 мкг/мл хра-

нили при 5°С и 25°С (комнатная температура) в
полиэтиленовых ампулах с капельницей в течение
6 месяцев Анализы этих образцов, проведенные
с помощью ЖХВР с обращенной фазой, ELISA и
биоанализов (описанных выше), показали отсутст-
вие потерь протеина в течение 6 месяцев (табли-
ца 1)

Таблица 1
Стабильность NGF при 5°С и 25°С, измеренная с помощью ЖХВР с обращенной фазой (ОФ),

ELISA и биоанализа РС-12

Хранение, тем-
пература

(°С)

5°С

Комнатная
температура

(22-25°С)

ЖХВР ОФ
% им

1 неделя

99±2

99±2

ЖХВР ОФ
% им

2 недели

99±6

91 ±5

ЖХВР ОФ
% им

3 месяца

96±4

95±5

ЖХВР ОФ
% им

4 месяца

100±3

103±3

ЖХВР ОФ
% им

6 месяцев

101±3

99±5

ELISA
% ИМ

6 месяцев

100±6

104±13

Биоанализ,
относительная

эффективность
6 месяцев

106±14

123±3

% ИМ = Интенсивность метки [%] = [ N G F ] о б Р а з е Ч
[NGF] контроль

„ , , г „ , . Активность образца
Относительная эффективность [%] =Активность контроля

(Результаты, полученные с помощью ЖХВР с обращенной фазой, представляют собой средние зна-
чения ± стандартные отклонения по 2-4 повторностям Результаты анализа биологической активности
представляют собой средние значения ±95% доверительные уровни по 3 определениям)

Пример 3.
Стабильность различных композиций с NGF,

хранившихся в полиэтиленовых катетерах при
37°С

250 мкл аликвотных проб композиций с NGF,
содержащих от 1 до 1000 мкг/мл rhNGF, получен-
ных, как описано в примере 1, хранили в непропус-
кающих излучение полиэтиленовых катетерах

(внутренний диаметр 0,030 дюймов и наружный
диаметр 0,048 дюймов) при 37°С в течение до 4
недель Результаты, приведенные в таблице 2,
свидетельствуют об отсутствии существенного
снижения содержания протеина (при измерении
ЖХВР с обращенной фазой) или активности NGF
(при использовании биоанализа РС-12)

Таблица 2
Стабильность композиций с NGF в полиэтиленовых катетерах при 37°С, определенная

с помощью ЖХВР с обращенной фазой и с помощью биоанализа РС-12

[NGF] в начальный момент
времени (мкг/мл)

1,0

10,0

100,0

1000,0

% им
1 неделя

ЖХВР ОФ

104±3

94±14

102±4

107±2

% ИМ
2 недели
ЖХВР ОФ

87±6

92±4

95±6

92±4

% ИМ
4 недели
ЖХВР ОФ

85±3

100±1

95±2

86±3

% относительной эффектив-
ности 4 недели

биоанализ РС-12

101±34

118±45

129±34

108±33

% ИМ = Интенсивность метки [%] = [ N G F ] о б Р а з е Ч
[NGF] контроль

„ , , г „ , . Активность образца
Относительная эффективность [%] =Активность контроля

(Результаты, полученные с помощью ЖХВР с обращенной фазой, представляют собой средние зна-
чения ± стандартные отклонения по 2-4 повторностям Результаты анализа биологической активности
представляют собой средние значения ±95% доверительные уровни по 3 определениям)
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Пример 4.
Стабильность композиции с NGF в различ-

ных приспособлениях для доставки
Аликвотными пробами композиции по при-

меру 1 с концентрацией NGF 100 мкг/мл наполня-
ли либо имплантируемый инфузионный насос In-
fusaid Model 600 (Shiley-lnfusaid Inc , Norwood, MA),
либо имплантируемый инфузионный насос Med-
tromcs Synchromed (Medromcs Inc, Minneapolis,
NN), либо миниосмотический инфузионный насос
Alzet Model 2ML4 (Alza Corp , Palo Alto, CA) На-

сосы помещали в водяную баню с температурой
37°С и инициировали выход композиции из на-
соса В течение 4-недельного периода времени
еженедельно собирали образцы и анализировали
на содержание протеина и определяли активность
с помощью ЖХВР с обращенной фазой, ELISA и
биоанализа РС-12

Данные, приведенные в таблице 3, показы-
вают, что не обнаружено существенного снижения
концентрации или активности NGF

Стабильность композиций с NGF в различных приспособлениях для доставки
при 37°С в течение 1 месяца

Таблица 3

Приспособления
для доставки

Имплантируемый на-
сос Infusaid Model 600

Имплантируемый на-
сос Medtromcs Syn-
chromed

Осмотический ми-
нинасос Alzet 2ML4

% ИМ
1 неделя

ЖХВР ОФ

91 ±3

109±2

96±3

% ИМ
2 недели
ЖХВР ОФ

101±3

92±2

95±7

% ИМ
4 недели
ЖХВР ОФ

112±4

91 ±3

90±5

% ИМ
4 недели

ELISA

90±11

97±4

н о

% относительной эф-
фективности

4 недели
биоанализ

100±36

90±6

н о

% ИМ = Интенсивность метки [%] = [ N G F ] о б Р а з е Ч
[NGF] контроль

„ , , г „ , . Активность образца
Относительная эффективность [%] = Активность контроля

(Результаты, полученные с помощью ЖХВР с обращенной фазой, представляют собой средние зна-
чения ± стандартные отклонения по 2-4 повторностям Результаты анализа биологической активности
представляют собой средние значения ±95% доверительные уровни по 3 определениям)

н о = не определено

Пример 5.
Изучение стабильности композиций с NGF

при рН от 4 до 10
Готовили водные композиции, содержащие

100 мкг/мл NGF, 1 мг/мл HSA и 9 мг/мл хлорида
натрия, забуференные до рН 4-10, и фильтровали
в стерильных условиях через фильтр с размером
пор 0,2 мкм (Millex-GV, Milhpore Corp) по способу,
описанному в примере 1 Композиции с рН 4-5 за-
буферивали с помощью ацетата, а композицию с
рН 10 забуферивали с помощью Триса Аликвот-
ные пробы объемом 1 мл переносили в полипро-
пиленовые ампулы с капельницей, которые затем
инкубировали либо при комнатной температуре
(от 23°С до 25°С) или при 37°С Образцы извле-
кали через различные интервалы времени и ана-
лизировали с помощью ЖХВР с обращенной фа-
зой Константы скорости реакции первого порядка,
характеризующие потери NGF из раствора, предс-
тавляли в виде графика зависимости от рН Было
установлено, что скорости разложения NGF в рас-

творе возрастают при значениях рН, меньших чем
приблизительно 4,5, и при больших, чем прибли-
зительно 6,0 Наиболее высокую стабильность
наблюдали при рН 5,2

Пример 6.
Стабильность композиций с NGF в зависи-

мости от концентрации носителя
Исследовали влияние типа и количества но-

сителя на стабильность NGF Готовили водные
композиции, содержащие 100 мкг/мл, описанные в
примере 1, и водные композиции, включающие
другие носители, перечисленные в таблице 4 Ка-
ждую композицию фильтровали в стерильных ус-
ловиях через фильтр Milhpore Millex-GV с разме-
ром пор 0,2 мкм Стабильность NGF в различных
композициях определяли путем инкубирования
композиций с NGF в полипропиленовых ампулах с
капельницей при 37°С Спустя 2 недели образцы
удаляли и анализировали содержание протеина с
помощью ЖХВР с обращенной фазой
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Таблица 4
Стабильность различных композиций с NGF, инкубированных в течение 2 недель при 37°С

Эксципиент

Желатин

Сывороточный альбумин че-
ловека
Сывороточный альбумин че-
ловека
Сывороточный альбумин че-
ловека

Tween 80

Pluromc F-68

Количество (% вес/объем)

1,0

0,1

0,5

1,0

0,2

0,02

% ИМ после 2 недель

64±9

48±7

99±2

31 ±36

77±9

65±5

% ИМ = Интенсивность метки [%] = [ N G F ] о б Р а з е Ч
[NGF] контроль

(Значения ЖХВР с ОФ представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по 2-4 пов-
тори остям)

Пример 7.
Композиция с NGF для лиофилизации
При комнатной температуре готовили вод-

ную композицию с NGF, содержащую 100 мкг/мл
NGF, 30 мг/мл сахарозы, 30 мг/мл маннита, 5
мг/мл HSA и 0,3 мг/мл лимонной кислоты, получая
с помощью NaOH pH=6,0 После растворения ли-
монной кислоты и Сахаров приблизительно в 70%
общего объема, устанавливали значение рН и до-
бавляли HSA и NGF, осторожно перемешивая
вместе с достаточным количеством воды до по-
лучения требуемого объема

Пример 8.

Лиофилизация композиции с NGF
Изучали стабильность при лиофилизации

водной композиции с NGF по примеру 7 Аликвот-
ные пробы композиций с NGF объемом 1 мл, при-
готовленные в соответствии с примером 7, по-
мещали в 5 мл стеклянные ампулы типа I, закры-
тые лиофилизирующими пробками Ампулы, со-
держащие композицию, загружали в сушильную
морозильную камеру (FTS Systems Inc), которую
перед началом замораживания устанавливали на
5°С Затем температуру камеры снижали до -40°С
После 2-часового выдерживания при -40°С камеру
вакуумировали и давление сохраняли на уровне
от 80 до 100 миллиторр с постоянным потоком
азота Температуру постепенно повышали на 4°С
в час до тех пор, пока не была достигнута конеч-

ная температура сушки 25°С Приблизительно в
течение 30-часового цикла получали конечное со-
держание влаги в продукте от 1 до 2%

Высушенный путем замораживания порошок
хранили при 5° С и спустя 3 дня восстанавливали
при комнатной температуре с помощью 1 мл раст-
ворителя, состоящего из 8,7 мг/мл хлорида натрия
и 1,1 мг/мл лимонной кислоты, забуференного до
рН 5,2 Концентрацию NGF в образцах анализиро-
вали с помощью ЖХВР с обращенной фазой По-
терь протеина вследствие лиофилизации обна-
ружено не было

Пример 9.
Исследование стабильности композиции с

NGF при хранении в стеклянных ампулах при 2-
о

Готовили водные композиции, содержащие
100 или 1000 мкг/мл rhNGF, в соответствии с про-
цедурой примера 1, за исключением того, что раз-
мер порции увеличивали до 1,5 л Аликвотные
пробы объемом 4,2 мл помещали в ампулы типа I
из оптического стекла с покрытыми тефлоном
пробками из синтетического бутилкаучука и хра-
нили при 2-8°С Результаты, приведенные ниже в
таблице 5, показывают отсутствие существенного
снижения содержания протеина (при измерении с
помощью ЖХВР с обращенной фазой и ELISA)
или активности NGF (при измерении с помощью
биоанализа РС-12)

Таблица 5
Стабильность композиции с NGF при хранении при 2-8°С, измеренная с помощью

ЖХВР с обращенной фазой, ELISA и биоанализа РС-12

Номинал [NFG]

100 мг/мл

1000 мг/мл

ЖХВР ОФ
% им

начальное

103±1

102±1

ЖХВР ОФ
% им

12 месяцев

101±1

101±1

ELISA
% ИМ

12 месяцев

102±3

108±3

РС-биоанализ
% ИМ

12 месяцев

102 ±15

102±20

10
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„, , , „ , , , , rr,,-, [NGF] во время опыта
% ИМ = Интенсивность метки [%] = -

начальное [NGF]
Идентификация и количественная оценка NJ, США) и решетки диодных УФ-детекторов, на-

NGF с помощью ЖХВР с обращенной фазой строенных на 210 нм Подвижная фаза представ-
В данном примере 9 использовали следую- ляла собой (А) 0,2% трифторуксусную кислоту в

щую процедуру NGF идентифицировали и ко- воде и (Б) 60% ацетонитрил в буфере (А), где гра-
личественно оценивали, анализируя образцы об- диенты изменялись от 29% (Б) до 75% (Б) в те-
ъемом 100 мкл с помощью ЖХВР с обращенной чение 65 минут при скорости потока 1,0 мл/мин
фазой (жидкостной хроматограф Hewlett Packard при давлении 110 бар при температуре окружаю-
НР 1090), с использованием широкопористого бу- щей среды
тила (С4) Bakerbond размером 4-6 мм х 250 мм с После этого использовали процедуру ЖХВР,
размером пор 300 A (J Т Baker Inc , Phillipsburg, описанную выше в разделе "Процедуры анализа"

Тираж 50 екз

Відкрите акціонерне товариство «Патент»

Україна, 88000, м Ужгород, вул Гагаріна, 101

(03122) 3-72-89 (03122) 2-57-03

11


