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(57) KIVONAT

A taldlmény tirgya eljirds szOveti plazminogén akti-
vétort (t-PA) tartalmaz6 nagy tdménységf, stabil, vi-
zes parenterdlis oldat el§dllitisdra, oly médon, hogy

(a) az ismert médon el64llitott sz8veti plazmino-
gén aktivitorbél ismert médon készftett tisztftott ol-
dat kzegét pH 2-5 éntékd, kivant esctben egy vagy
bb ismert adalékanyagot tartalmaz6 vizes kiizegre
cserélik; vagy

A lelrds terjedelme: 6 oldal, 2 dbra

(b) az ismert médon elG4llftott szOveti plazmino-
gén aktivitort pH 2-5 értékd, kivint esetben egy vagy
ti5bb ismert adalékanyagot tartalmazé vizes kbzegt-
ben oldjik; majd a kapott oldatot steriliz4ljsk.

A fenti médon el64llitoit oldat a humin- és 4llat-
gy6gy4szat teriiletén trombé6zisos betegségek kezelé-
sére hasznilhatd.
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A taldlmény tirgya eljdris szoveti plazminogén
aktivétort tartalmaz6 nagy wdménységd, stabil, paren-
terdlis gyogydszati készitmények el64llit4ssira, ame-
lyek a humén- és 4llatgy6gy4szat teriiletén alkalmaz-
haték.

A véralvadék kialakitisdra képes enzimrendszer —
— azaz a koagul4cids rendszer — s az €p, szabad vér-
pélyét biztosftd, véralvadékot old6 enzimrendszer —
azaz a fibrinolitikus rendszer kzttt feltehetGen dina-
mikus egyensiily 41l fenn, A sérilléseknél a vérvesz-
teség megakadéilyozdsira a sériilt véredényekben
véralvadék képz6dik. A sériilés természetes gyogyu-
14sa utdn a felesleges véralvadék a fibrinolitikus en-
zimrendszer mikddése kovetkeztében feloldédik. El-
Sforduthat azonban, hogy kiils6 sériilés nélkill is ke-
letkezik véralvadék, amely a 6 véredényekbe keriil-
het, és ez4ltal részben vagy teljesen elzdrhatja a vérs-
ramlist. Ha ez a szfvben, tiid6ben vagy agyban k&-
vetkezik be, sz{v-infarktus, tiid§-embélia vagy guta-
Utés lehet a kovetkezmnénye. A fenti okok egyiittesen
alegf6bdb betegséget és halilt okozd tényezok az ipa-
rilag fejlett orszdgokban.

A vérrbgok fibrin-h4l6bdl dllnak, amelyet a plaz-
min nev( proteolitikus enzim képes oldani, Az enzim
az inaktiv proenzimbdl, a vérplazma egyik kompo-
nensét alkoté plazminogénbdl keletkezik, egy plaz-
minogén-aktivitor hatdsira. Két, immunolégiailag
megkiilonbdztethet emlSs plazminogén-aktivator
van. A bels§ (inherens) plazminogén aktivitor —
amely urokindz néven is ismert — a vesé€ben terme-
16dik €s a vizeletb6l izoldlhatd. A kiils6 (exogén)
plazlmnogén aktivitor, mis néven vaszkuliris plaz-

aktivitor vagy sz&veti plazminogén aktivé-
tor (t-PA) szdmos szivet-homogenizitumb6l — pél-
dsul emberi méhszovetbdl — ér-sejtfalbdl és bizo-
nyos sejttenyészetekbdl izoldlhats. A fenti kétfajta
plazminogén aktivétoron kiviil egy bakteridlis erede-
td termék, a streptokindz is itezik, amelyet f-hemo-
liz4l6 streptococcusokbdl izoldltak. A fenti két uroki-
niz és a streptokiniz kiz0s nagy hétrdnya, hogy az

egész keringésben, €s nemcsak a vérmog kialakulssd-

nak helyén fejtik ki hatdsukat. {gy példdul m4s vér-
proteincket - fibrinogént, protrombint, V. faktort &s
VIIL. faktort is tonkretehetnek, ezaltal cstkken a vér
alvaddsi képessége és n6 a vérzékenység veszélye.
Ezzel szemben a t-PA biol6giai aktivitdsa a fibrin je-
lenlétét6l fiigg, amelyhez kotSdik, és ott aktivalddik.
A maximélis aktivitds {gy csak a véralvadis helyén,
azaz a feloldando6 fibrinhdld jelenléiében jon Ktre, és
igy a vérzékenység veszélye ncm 4l fenn.

At-PA-t f6leg intravaszkul4ris infiizié form4jaban
alkalmazz4k, {gy a t-PA-t parenterdlis oldatté kell for-
mélni, kivénatos, hogy a parenterdlis olda-
tok a hatGanyagot nagy koncentriciéban tartalmaz-
24k, Ennek oka az, hogy az ilyen oldatbél birmely
adott helyzetben tovabbi oldészer vagy kizeg hozza-
adésdval egyszerd higftdssal elkészitheti az orvos
vagy az 4llatorvos a kivént koncentriciéjii oldatot.
Mésrészr6l nem tanicsos sziv- vagy vese-betegség-
ben szenvedd betegnek nagy oldat-térfogatokat ada-
golni, mivel ezzel a szivet vagy vesét még nagyobb
igénybevételnek tennénk ki. Ezért a koncentredltabb
oldatok alkalmazisdval az infiizi6s oldat térfogatét a
lehet§ legkisebbre kell cstkkenteni. Ugyanakkor a
parenterdlis oldatnak stabilnak is kell lennie, vagyis
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a hatSanyagnak nem szabad kicsapédni az oldatb6l
sem rakt4rozis kozben, se a higitisi m@ivelet sorén.

At-PA-t hatdanyagként tartalmaz( parenterdlis ol-
datok iltaldban az A-41.766., A-93.619., A-
112.122., A-113.319., A-123.304. szdmii eurdpax
szabadalmi lefrdsok, tovébbd az 65-6936 és 56-
163145, sz4mi, 57-120523., illetve 58-65218. sz4-
mon kizrebocsétoit japin szabadalmi lefrisok ismer-
tetik. A fenti készftmények a t-PA vizes séoldattal ké-
sziilt oldatai, amelyek pH-ja kozel semleges, és hit-
rinyuk, hogy a t-PA oldhatdsdga ilyen korillmények
kozit alacsony, ion-erSsséget novel anyagok tivol-
Kiében, Ennek kovetkeziében a fenti ismert készit-
mények vagy alacsony koncentriciéban tartalmazzk
a t-PA-t, ezért bizonyos esetekben nagy térfogatban
kell azokat adagolni a betegnek, vagy hipertoni4sok,

avmﬁs-v&mhekﬁoslehetuaﬂmknamskor.

Taldlmdnyunk azon a felismerésen alapul, hogy a
t-PA oldhatéséiga vizes parenterdlis oldatban novelhe-
16, ha az oldat pH-ja a savas tartoményba esik, és hogy
alkalmaziskor az oldat savassfiga nem okoz jelentGs
fiziolégiai problémdkat. Ennek megfelelden a taldl-
mény szerinti eljirdssal el4llitott vizes parenterdlis
t-PA-oldat pH-ja 2 és 5 kiz&itti pH-tartoméanyban van.

A taldlmény szerinti eljdrdssal elG4llitoit parente-
rdlis oldatban a t-PA fokozott oldékonysiga ktvet-
keztében a t-PA nagy koncentrécidban van jelen, an-
nak veszélye nélkill, hogy a t-PA az oldatbdl kicsa-
podna. Ezenk(viil azt tapasztaltuk, hogy a talflmény
szerinti eljfrdssal elG4llitott, a t-PA-t nagy koncentrd-
cicban tartalmaz6 oldatot semleges vagy savas pH-jii
vizzel is higithatjuk, ha a t-PA koncentr4ciéjat csok-
kenteni kivanjuk anélkill, hogy azzel a t-PA kicsapé-
disét idéznénk el6. A taldlmény szerinti eljdrdssal el-
G4llitott parenteralis oldat tehdt stabil, amely az orvo-
sok vagy 4llatorvosok sziméra kdanyebben kezelhe-
1§, mint az ismert készitmények.

A talilminy szerinti el;&ﬂssal elSallitott gyégy
szerkészitményben a t-PA b4rmely, lényegében em-
16s, kiildndsen humén t-PA-nak megfelel§ biol6giai-
lag aktiv protein lehet, akdr gliikozilslt, akdr gliikozi-
lilatlan formdban. Lehet egy- vagy kétldnci t-PA,
vagy ezek elegye, amint azt az A-112,122, sz4m eu-
répai szabadalmi lefrisban ismertették, és teljesen
gliikozilslt humén t-PA esetén ltszélagos méitSme-
ge poli(akril-amid) gélen 70.000, és izoelektromos
pontja 7,5-8,0. A t-PA specifikus aktivitdsa kozel el-
6nyds 500.000 NE/mg [NE, azaz nemzetkdzi egység,
amelyet a WHO National Institute for Biological
Standards and Control (Holly Hill, Hampstead, Lon-
don, NW3 6RB, Nagy-Britannia) definislt].

A t-PA aminosav-szekvencidja ¥nyegében az 1,
§bra szerinti szekvencidnak felel meg, azaz vagy az
1. 4bra szerinti, vagy egy vagy t6bb aliél-eredetd vagy
egyéb aminosav-kiesést, -szubsztitiiciét, -beillesz-
tést, -inverzi6t vagy -addici6t tartalmaz oly médon,
hogy a kapott szekvencia legaldbb 80%-ban, elényd-
sen 90%-ban homol6g az 1. §bra szerinti szekvenci-
4val, és ¥nyegében megtartja a protein biolégiai és
immunolégiai tulajdonségait. Kdzelebbr6l, a t-PA
szekvencidja azonos az 1. sbran l4thaté szekvencis-
val, vagy a6l annyiban tér el, hogy az N-termindlis
szerint6l a 245. aminosav metionin helyett valin, mi-
mellett adott esetben a szekvencidb6l az els§ hirom
aminosav birmelyike hidnyozhat, vagy az N-termi-
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nélison egy Gly-Ala-Arg 0bblet-szekvencit is tar-
talmazhat a peptid.

Az 1. fbra szerinti polipeptidben 35 cisztein-ma-
radék van, gy 17 diszulfid-hid kialakitdssra van le-
het@ség. Mis, részletesen felderitett szerkezetd pro-
teinek anal6gidjdra alapozva a diszulfid-ktés kiala-
kuldsabél kiindulva a 90-es helyzettf aminosav és a
C-termindlis prolin kazdtti szekvencia feltételezett
szerkezete a 2. 4bra szerinti. Az N-termindlis rész
szerkezete kevbésbé vildgos, noha mér arr6l is ismer-
tettek néhdny elképzelést in Fibrinolysis, 6,
269-273 (1983); és Proc. Natl. Acad. Sci, 81, 5355~
5359 (1984)]. A t-PA szerkezetének legfontosabb jel-
lemzGje az a két kringle régi6 (a 92. és a 173. ami-
nosav, €s a 180. és 261. aminosavak kdzistt), amely a
protein fibrinhez kot6déséért felelds, és a szerin-pro-
tedz régid, amely a B-ldnc legnagyobb részét mags-
ban foglalja, és amely a plazminogén aktiv4lssért fel-
el6s. A szerin-protedzokban kiil6aleges fontossagi
aminosavak a His/Asp/Ser katalitikus tridd, amelyek
at-PA-ban a 322,, 371. és 463. helyzetben fordulnak
cl6. A 264. &s 395. cisztein aminosav-maradékok ko-
z0uti diszulfid-hid is fontos, mert ez tartja 8ssze a t-
PA A- és B-lanc4t, a t-PA kétl4nci form4jsban.

Az 1. és 2. 8brén az aminosav-maradékok jelolé-
sére a szok4isos egy, illetve hdrombetds kédokat hasz-

néljuk, az aldbbiak szerint
Asp D azsparaginsav Cys C  cisztein
T treonin Val V  valin
Ser S szerin Met M metionin
Glu E glutamin Ile I izoleucin
Pro P prolin Tyr Y tirozin
Gly G glicin Phe F fenilalanin
Ala A alanin His H hisztidin
Lys K lizin Trp W triptofdn
Leu L leucin Gln Q glutamin
R i -Asn N  aszparagin

argnin
A t-PA-t az ismert eljdrdsok birmelyikével el64l-
lithatjuk. példéul kinyerhetjiik normédl vagy rékos
sejtten: [Biochim et Biophys. Acta 580,
140-153 (1979); A-41.766., vagy A-113.319. sz4mii
eurdpai szabadalmi lefrdsok]. A t-PA-t el6ny®sen re-
kombinins DNS-technika alkalmazisival nyert
transzform4lt vagy transzfektalt sejtvonal tenyészeté-
bat dllitjuk eld, példsul az A-93.619., A-117.059.
vagy A-117.060. szamii eurdpai szabadalmi lefrdsok-
ban ismertetett médon. KiilonOsen elSayds, ha a t-PA
termeksére kinai horesdg ovérium (CHO) sejteket
hasznslunk, amelyet a [Molecular and Cellular Bio-
logy 5(7), 1750-k1759 (1985)] szerint 4llitunk el6.
Ekkor akldnozott gént a dihidrofol4t-reduktizt kédo-
16 génnel (dhfr) kontranszfektflva visszik a dhfr
CHO sejtekbe. A dhfr-t expressz4lé transzformalt
sejteket nukleozidokiSl mentes tiptalajon szelektal-
juk, és ndvekvé koncentrici6ji metotrex4ttal kezel-
jik. Adhfr &s t-PA gének igy egyesiilnek és olyan sta-
bil sejtvonalat eredményeznek, amelynek t-PA terme-
16 képessége igen magas.
At-PA-telnySsen ismert médon tisztitjuk [pékis-
ul Biochim, et Biophys. Acta 580, 140-153 (1979); J.
Biol. Chem. 254(6), 1998-2003 (1979); J. Biol.
Chem. 256(13), 7035-7041 (1981); Eur. J, Biochem,
132 681-686 (1983); A-41.766., A-113.319. sz&mi
eurfpai vagy A-2.122.219. szdmi nagy-britanniai
szabadalmi lefrdsok].
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Ugy tinik, hogy at-PA oldékonysaganak nincs fel-
s6 hatdraa is oldatban. Igen nagy koncent-
riciékban — 150,000.000 NE/ml-nél magasabb kon-
centriciéban — az oldat csak viszkdzussd vilik, anél-
kill, hogy a t-PA jelentSs mértékben kicsapédna. A t-
PA koncentricidjit a parenterélis oldatban {gy széles
hatdrok kozou véltoztathatjuk, példdul az 50.000-
50.000.000 NE/ml lehet. A taldlmdény szerinti eljérds
elényénck maximdlis kihaszn4l4séara a t-PA koncent-
riciéjit 100.000 NE/ml-nél nagyobbra, kzelebbrol
500.000 NE/ml-nél nagyobbra, legel6nydscbben
1.000.000 NE/mnl-nél nagyobbra vélasztjuk. A lege-
16nyssebb, ha a t-PA koacentricidja kiszel 5.000.000
NE/ml.

A parenterdlis oldat pH-értékének felsS hatéra el-
Ony0sen 4,5. Az oldat pH-ja cl6nytsen 2,5-4.0, még
el6nybsebben 2,8-3,5, legeldnydscbben 3,0. A paren-
terdlis oldat kivant pH-értékét célszerSen fizioldgia-
ilag elfogadhaté szervetlen vagy szerves savakkal —
példaul hidrogén-kloriddal, kénsavval, salétromsav-
val; illetve citromsavval, borksavval vagy benzol-
szulfonsavval — dllftjuk be. A fenti savak kozil el-
6nydsen hidrogén-kloridot hasznilunk.

Noha az oldatban bizonyos fizioldgiailag elfogad-
hat6 tars-oldészerek is jelen lehetnek, a parenterdlis
oldat kizege elényOsen teljes egészében vagy knye-

viz,

A parenterélis oldat a beteg vérszéruméval hiper-
tonifs, hipotonids vagy izotoniss lehet. A nemkivéna-
tos mellékhatdsok elkerillésére az oldat el6nydsen
izotonids, noha kis eltéréseknek nincs nagy fiziol6gi-
4s jelentSségitk. Lényegében izotonids parenterélis
oldatot egy olyan fiziol6giailag elfogadhaté anyag
bevnclévelﬂmhamnkeld amely képes az oldat to-
nicit4sit akfv4nt szintre ndvelni, A fenti anyag ismert
médon példiul dextréz (vizmentes vagy monohidrat
form4ban), nitrium-klorid, vagy ezek elegye lehet.
Az anyag koncentriciSja a parenterdlis oldatban ter-
mészetesen az alkalmazott anyag mindségétSl fliggs-
en viltozik. Nétrium-klorid esetén a koncentricio el-
Gnydsen 7-10 mg/ml, legel6nySsebben 8,5 mg/l, ez
utébbi koncentriciét gyakran a fiziolégids séoldat
koncentrici6jdnak is nevezik. Vizmentes dextréz
esetén a koncentrici6 el6nydsen 30-70 mg/ml, lege-
I6nydsebben S0 mg/ml. Abban az esctben, ha a t-PA
koncentrici6jdt a lényegében izotonids parenterilis
oldatban cstkkenteni. kell, a higitist ugyanazon
anyag ugyanazon koncentrici6ji vizes oldatéval vé-
gezziik el6nytsen, igy az oldat izot6niis marad.

A parenterdlis oldat a fenti tfpusii gyégyszerkészit-

emlithetjiik. Ezenkfv(l, mivel a t-PA hajlamos veg-
¢és mdanyagfeltiletekhez adszorbe4lédni, az adszorp-
ci6 csSkkentésére vagy elkeriilésére a parenterdlis ol-
dat célszerden feltiletaktiv szert is tartalmazhat. Fel-
tiletaktiv szerként példsul a szorbit-anhidrid részle-
ges zsirsav-észtereinek poli(oxi-etilén)-szdrmazékait
hasznilhatjuk, példdul a Tween 80 néven kereskedel-
mi forgalomban Kv6 anyagot.

At-PA Knyegesen megndvekedett oldékonysdgin
kiviil a taldlmény meglep6 el6nye, hogy a fent meg-
adott pH-értékek kdeé es6, savas parenterdlis oldat
haszn4ata nem okoz semmiféle kiros fiziol6giai ha-
tast a betegben. Ugy tdnik, hogy a vérdram 4ltaldban
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képes az oldat pH-jit semlegesre ndvelni, szinte
azonnal, ahogy azzal érintkezik, mivel a t-PA gyor-
san eloszlik a vérdramban. El6nyds, ha ezt a folyama-
tot semmi nem gétolja, igy a parenterilis oldat nem
tartalmaz er6s pufferanyagot. Gyenge pufferol hatd-
s anyag — amely ezt a folyamatot nem gétolja je-
lentGsen — lehet a készitményben, valdjsban savas
PpH-n a t-PA maga fejt ki gyenge pufferhatist, Ezen-
kivil a humén szérum-albumin is képes gyenge puf-
ferhatés kifejtésére.

Mivel a t-PA oldékonységa a taldlm4ny szerinti el-
jérdssal elGillitott parenteralis oldatban igen nagy,
nincs szilkség egyéb anyagokkal — példéul lizinnel,
omitinnel, vagy ezek séival — ndvelni a t-PA oldha-

A parenterdlis oldatot a gyégyszerkészitésben szo-
kisosan haszndlt forméldsi eljirdsokkal allithatjuk
¢ld, a t-PA-t tisztitoit oldata form4jsban vagy szildrd
anyagként hasznilva. A taldlmény szerinti eljirdssal
a t-PA-t hatGanyagként tartalmaz6 vizes parenterélis
oldatot gy Allitjuk el6, hogy

(a) az ismert médon el@4llftott t-PA-bél ismert mé-
don készitett tisztitott oldat kézegét pH 2-5 értékd vi-
zes kézegre cseréljiik; vagy

(b)at-PA-t2-5 pH-jti vizes kiszegben oldjuk, majd
a kapott oldatot sterilizaljuk.

Vizes kizegként el6nydsen egy fiziol6gidsan elfo-
gadhat6 szervetien s6 — példiul nitrium-klorid —
vizes oldatdt haszndljuk.

At-PA tisztitdst a protein kromatografi4s oszlop-
161 valé eludl4sénak utolsé fazisaként hajthatjuk vég-
re, amikoris a proteint ers puffert tartalmaz6 oldat
form4jsban kapjuk. Mint emlitettitk, a parenterdlis ol-
dat el6nydsen nem tartalmaz ers pufferanyagot,
ezért azt célszerfen dializissel tivolitjuk el, mikdz-
ben a kiszeget is kicseréljiik. A dializist dializ4l6 cs6-
ben vagy mesterséges vesében hajthatjuk végre,
amelyben a tisztitott oldatot 2~5 pH-ji vizes kdzeg-
gel szemben dializiljuk. Célszerden vigy jirunkl el —
- kiilonbsen akkor, ha a t-PA koncentrici6ja a tiszti-
tott oldatban magas —, hogy el6szor az oldat pH-jat
4llitjuk 2-5 értékre. Az erGs puffer eltdvolitdsdnak
mésik médja a kizeg egyidejd kicserélésével az,
hogy a tisztitott oldatot gélsztirésnek vetjitk al4, és az
oszlopot 2-5 pH-jii vizes ktzeggel eludljuk.

Atisztitott oldatb6l dgy dllfthatunk el szilérd for-
m4ji t-PA-t, hogy a tisztitott oldat pH-jat kozel 5,5-
re 4llitjuk, az oldatot fagydspontja ktrilli h6mérsék-
letre hdtjiik, &s a kicsap6dott proteint — példaul cent-
rifugldssal — kinyerjik. A kicsapédott szilird anya-
got ezutin a szokdsos médon feloldhatjuk egy 2-5
pH-jii vizes kiizegben.

A kapott oldatot ismert médon — példdul szfirés-
sel — steriliz4lhatjuk,

A parenterélis oldatot rendszerint leforrasztott,
steril mdanyag vagy tiveg tartGban szereljilk ki, A pa-
renterdlis oldatb6l egység-dézis formikat — példiul
ampullikat, csGveket vagy egyszer felhasznildsra
sz4nt injekciés eszkdztket —, vagy t8bbszsri d6zist
tartalmazé formékat — péld4ul infiiziés tartdlyokat
vagy (vegeket — is készithetiink. A fenti tartékban
az oldat térfogata tig hatdrok kozott valtoztathat6, el-
Gny&sen 0,5 és 20 ml koziut lehet.

A t-PA stabiliz4lssdra a parenterslis oldatot el-
Gnydsen megfagyasztjuk és —10 és -30°C kdzéuti ho-
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mérsékleten tdroljuk.

A t-PA-t — a vérrisgok fibrinh4l6jat oldé biolégiai
aktivitisa kdvetkeztében — trombdzisos betegségek
kezelésére haszndthatjuk [The Lancet, 1981. novem-
ber 7., 1018-1020; ugyanitt 1985. 4prilis 13., 842
847; The New England Journal of Medicine,
310=10), 609-613 (1984); és ugyanitt, 312(14) 932-
936 (1985)]. A taldlmény szerinti eljirdssal el6dllitott
gyoégyszerkészitményt tehat emlfsdk trombozisos
betegségeinek kezelésére hasznilhatjuk oly médon,
hogy a kezelends alanynak a t-PA-t tartalmazé vizes
parenterilis oklm adjuk.

példsul sziv-infarktus,

ﬁyvénésﬁombdms.ﬁidd—embﬂhvagygutaﬂésle-

A talilmény szerinti eljérissal eld4liftott parente-
rélis oldatot intravaszkuldrisan, kiildntisen intravéns-
san adagolhatjuk, infiizié form4jdban, de bérmely
més médszert — példdul intramuszkuléris adagoldst
— is alkalmazhatunk, Az intravaszkuldris infiizi6t 41-
taldban infiiziés fecskendben elhelyezett oldattal
hajtjuk végre. Az infiizi6s tartdlybll vagy tivegh6l a
gravitici6 révén vagy infiiziés szivattyi alkalmazi-
séval juttathatjuk az oldatot a betegbe. Mivel a gravi-
ticién alapul$ adagolds nem teszi lehetdvé az adago-
14s szabdlyozsisdt, ezért a parenterdlis oldatot eloays-
sen infiiziés szivattyi segitségével juttatjuk a beteg-
be, killéndsen akkor, ha az oldatbnan a t-PA koncent-
ricidja viszonylag magas, Még el6nysebb az elekt-
romosan m{kddtetett infiiziés fecskend hasznélata,
amivel az adagoldsi sebesség még jobban szabdlyoz-
hat6.

A t-PA hatfisos mennyisége emlGstk trombdzisos
betegségeinek kezelésére természetesen szdmos té-
nyez&6l figg, példiul a kezelendS alany korétél és
twimegétdl, a kezelends betegség tiineteit® €s annak
siilyossdgatdl, a kezelés médjatdl, és azt végss soron
akezel6 orvos hatdrozzameg, azonban pél-
ddul szfvkoszordér-trombus felolddsira a dézis
150.000 és 450.000 NE/kg testtdmeg/Gra kozttt le-
het. gy 70 kg-os felndit esctén a hatdsos mennyiség
6réanként 4ltaldban 1.000.000-3.000.000 NE, kize-
lebbr6l 2000.000 NE, és ez a mennyiség primer dé-
zissal vagy anélkill adagolhat6. A d6zis valészinfileg
kisebb bizonyos trombdzisos 4llapotok — példul
mélyvénds rombozis vagy heveny gutaiités — ese-
tén, vagy abban az esetben, ha egy mér djra Atjirhat6
koszoniérben kell ezt az 4llapotot fenntartani. Ilyen
esctekben a hatdsos mennyiség 4ltaldban 7000-
36000 NE/kg testtdmeg/Gra.

A ulilményt kozelebbrol — a korlatoz4s sz4ndé-
ka nélkil — az aldbbi p&ldak segitségével kivinjuk
ismertetni, Az jismert médon eldsllitott kifejezés a
jelen taldlmény els6bbségi napja eldit publikalt elj4-
risokat Sleli fel.

1. példa

Transzformédlt CHO sejtvonal tenyészetéb6l —
melyet a [Molecular and Cellular Biology, 5(7),
1750-1759 (1985)) irodalmi helyen leirtak szerint 41-
linmk el6 — nyert, t-PA-t tartalmazd, deritett oldatot
kromatogréfidsan tisztitunk, és a t-PA-t 0,1 m6l/1 n4t-
rium-citritot s 0,01 vegyes% Tween 80-at tartalma-
z6 vizes oldata formdjdban (pH 5,5) Osszegydjtjik.
Az oldat pH-jat sésavval 3,0-ra 4llitjuk, és a kapott
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olamH—lOCatmdge(AmxconLtd. Upper Mill, Sto-
nebouse, Gloucestershire, ia) betétet haszndlva
ultrasz@iréssel koncentrdljuk. Ily médon koncentrélt,
tisztitott vizes t-PA oldatot kapunk (2.500.000
NE/ml), amely 0,1 m6l/1 nftrivm-cifritot,m a sGsav
hozz4adéssbol szirmazé 0,23 méiA nétrium-kloridot
¢és k0,01 vegyes® Tween 80-at tartalmaz, az oldat
pH-ja 3,0. A kapoit oldatot kb. 14.000 méltomeg 4t-
eresztGképességd dializ4l6 cs6ben dializaljuk,a 4 °C-
on, négyszer SO ml sz(iréssel steriliz4lt, 0,01 vegyes%
Tween 80-at tartalmaz6 fizioldgids séoldattal (0,85
vegyes%-os nétrium-klorid-oldat) szemben, amely-
nck pH-jit twomény sésavoldattal 3,0-ra Allitottuk.
Minden egyes dializis-Kpést 12 6rdn 4t folytatunk. A
vizes oldatot a dializ4l6 tOmlGb6l kivéve szdréssel
sterilizdljuk, majd fiziolégids sdoldattal 500.000
NE/ml t-PA-koncentrécitra higitjuk. A kapott paren-
terdlis oldatot ezutin fivegcstvekbe toltjik, lefor-
rasztjuk, és —20 "C-on fagyasztva tdroljuk.

2. példa

Transzform4lt CHO sejtvonal tenyészetébSl —
amelyet a [Molecular and Cellular Biologhy, 5(7),
1750-1759 (1985)] irodalmi helyen lefrtak szerint 41-
litunk el — nyert, t-PA-t tartalmazé derftett oldatot
kromatogréfidsan tisztitunk, és a t-PA-t 0,17 méi
nétrium-<citrdtot €s 0,01 vegyes% Tween 80-at tartal-
maz6 vizes oldat form4jsban (pH 5,5) 8sszegydijtjak.
Az oldat pH-jét sésavoldattal 3,0-ra dllitjuk, és a ka-
pott oldatot H-10 Cartridge (Amicon Lid., Anglia)
betétet hasznslva ultraszdréssel koncentrdljuk. A
koncentrilt oldatot gélsz(ir6-oszlopra vive (Sephad-
¢x G-150, Pharmacia Biotechnology, Uppsala, Svéd-
orszig) tovabb tisztitgjuk, az elyslist 0,01 vegyes%
Tween 80-at tartalmaz6 0,85 vegyes%-os nétrium-
klorid-oldattal (pH 3,0) végezzitk. A t-PA nagy tisz-
taséig vizes oldatat egyszeri hasznilatra szént mdve-
sével dializdlva djra koncentréljuk. Az oldat pH-jit
nétrium-hidroxid-oldattal 5,5-re §llitva kicsapjuk a t-
PA-t, és a szuszpenzidt 2 Grén keresztiil 4 °C-on tart-
juk. A szuszpenziét 4000 g-vel 30 percen 4t centrifu-
géljuk 4 *C-on. A centrifugildssal kitilepitett t-PA-t
0,01 vegyes% Tween 80-at tartalmazd 0,85 vegyes%-
os vizes nitrium-klorid-oldatban \jra oldjuk, és pH-
jat sésavval 3,0-ra dllitjuk. A sSoldat térfogatit dgy
vélasztjuk meg, hogy a t-PA koncentricidja
7.500.000 és 10.000.000 NE/ml kisztitti legyen. Aka-
pott t-PA-oldatot 0,01 vegyes% Tween 80-at tartal-
mazd 0,85 vegyes%-os nitrium-klorid-oldattal (pH
3,0) és afenti savas sdoldatban 10 vegyes% mannitot
tartalmaz6 oldattal higitjuk oly médon, hogy a t-PA
végkoncentricidja 5.000 NE/ml, a mannité 25 mg/ml
legyen. A kapott oldatot sterilre szdrjitk és 1 ml-en-
ként cstivekbe tiltjiik, a cstiveket 20 "C-on fagyaszt-
va téroljuk.

3. példa

Az 1, példa szerint elG4llitott parenterdlis oldat
trombolitikus hatdsét in vivo nyaki véna tromboézis
modellen hatérozzuk meg,

A vizsgilatot 1ényegében Collen és munkatérsai
[J. Clin, Invest. 71, 368376 (1983)] mddszere sze-
rint végezziik,

Az 1{. példa szerint eldéllitott parenterdlis oldatot
hagyjuk felolvadni, majd 0,01 vegyes% Tween 80-at

10

15

20

30

35

40

45

55

65

8

tartalmazé, pH 3,0-ra 4llftott steril izotonis s6oldat-
tal higitva a t-PA-b6l 500.000 NE/ml ddzist biztosi-
t6, 2 6rés infiizi6hoz elegend§ mennyiségd oldatot Al-
litunk el6. Az infiiziét a jobboldali combvéniba ad-
juk, kaniil segftségével, a fenti vizsgdlatot hdrom Wj-
zélandi fehér nyilon végezzik. Az infiizi6 beaddsa
utén kiértékeljiik a trombolitikus hatdst.

Az 1. példa szerint elG4llitott parenterdlis oldat
trombolitikus hat4sit az azzal elérhet§ 22,3 +4,2%
trombolizis bizonyftja. Ezen t6imenden, semmiféle
kéros hatdst nem tapasztaltunk a parenterdlis oldat in-
fiizi6s adagoldsa sordn.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1, Eljdrds hatdanyagként szoveti plazminogén ak-
tivatort tartalmazg stabil, vizes, parenterélis oldat el-
Géllitasira, azzal jellemezve, hogy

(2) az ismert médon eld4llitott szdveti plazmino-
gén aktivatorbdl ismert médon készfiett tisztitott ol-
dat kiszegét pH 2-5 értékd, kivént esetben egy vagy
tobb ismert adalékanyagot tartalmaz6 vizes kdzegre
cseréljiik; vagy

(b) az ismert médon eldéllitoit szdveti plazmino-
gén aktivitort pH 2-5 énékd, kivant esetben egy vagy
tbb ismert adalékanyagot tartalmaz6 vizes kzegben
oldjuk; majd a kapott oldatot sterilizéljuk.
(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy szOveti plazminogén aktivétorként vagy
egylénci, vagy kétldncii formédban v szbveti plaz-
minogén aktivitort hasznilunk,

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

3.Az1. vagyz.ngenypomswnnuel;érés azzal
Jjellemezve, hogy olyan szlveti plazminogén aktivé-
tort hasznilunk, amelynek aminosav-szekvencidja az
1. 4bra szerinti, vagy att6l annyiban tér el, hogy az N-
termindlis szerint6l a 245. aminosav metionin helyett
valin, vagy tigy, hogy a szekvencifbdl az els6 hirom
aminosav bdrmelyike is hifnyzik, vagy vigy, hogy az
N-termin4lison egy Gly-Ala-Arg tsbblet-szekvenciit
is tartalmaz adott esetben.

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

4. Az 1-3. igénypontok bérmelyike szerinti elj4-
1és, azzal jellemezve, hogy szbveti plazminogén akti-
vitorként rekombindns DNS-technikival nyert
transzforma4lt vagy transzfektdlt sejtvonal tenyészté-
sével el64llitott sztveti plazminogén aktivatort hasz-
nilunk,

(Els6bbsége: 1985.08.31.)

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljé-
14s, azzal jellemezve, hogy a szbveti plazminogén ak-
tivator koncentraciéjdt 100,000 NE/mi-nél nagyobb-
ra 4llitjuk be.

(Els6bbsége: 1985.08.31.)

6. Az 5. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a sztveti i aktivitor konceatré-
ci6jat 500.000 NE/ml-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(Els6bbsége: 1985.08.31.)

7. A6. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy a széveti plazminogén aktivator koncentricié-
jét 1.000.000 NE/mi-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

8. A7. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy a szbveti plazminogén aktivator koncentrici6-
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jat 5.000.000 NE/ml-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(ElsSbbsége: 1985.08.31.)

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti elj4-
ris, azzal jellemezve, hogy pH 2 €s 4,5 kbzbtti értékd
vizes kizeget haszndlunk.

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

10. Az 9. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy pH 2,4 és 4,0 kozitti értékd vizes kdzeget
hasznilunk.

(Els6bbsége: 1985.08.31.)

11. Az 10. igénypont szerinti eljérés, azzal jelle-
mezve, hogy pH 2,8 és 3,5 kiszotti értékd vizes kisze-
get haszndlunk,

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

12. Az 11. igénypont szerinti eljirds, azzal jelle-
mezve, hogy pH 3,0 értékl vizes kzeget hasznalunk.
(Els6bbsége: 1985.08.31.)

13. Az 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy nem pufferolt vizes kzeget hasznilunk.
(Els6bbsége: 1985.08.31.)

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti el-
jaras, azzal jellemezve, hogy a vizes ktzeghez adalék-
anyagként olyan fiziolSgiailag elfogadhaté anyagot
is adunk, amely az oldatot a humén vérszérummal
izotonidssé teszi.

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

15. A 14, igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy adal¢kanyagként nitrium-kloridot haszns-
lunk,

(ElsGbbsége: 1985.08.31.)

16. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy adalékanyagként dextr6zt haszndlunk.
(Els6bbsége: 1985.08.31.)

17. Az 1-16. igénypontok barmelyike szerinti el-
jars, azzal jellemezve, hogy a vizes kbzeghez adalék-
anyagként egy felitletaktiv szert is adunk.
(Els6bbsége: 1985.08.31.)

18. Eljaras hatbanyagként szveti plazminogén
aktivétort tartalmaz stabil, vizes, parenterlis oldat
elGillitdsara, azzal jellemezve, hogy

(a) az ismert médon eldéllitott szbveti plazmino-
gén aktivatorb6l ismert médon készitett tisztitott ol-
dat kizegét fiziolégidsan elfogadhat6 szervetlen s6,
kivént esetben egy vagy t6bb ismert adalékanyagot
tartalmaz6, pH 2-5 éntékd vizes oldatira cseréljik,
vagy

(b) az'ismert mddon el64llitott szbveti plazmino-
gén aktivitort fiziolégidsan elfogadhaté szervetlen
s6, kivant esetben egy vagy t5bb ismert adalékanya-
got tartalmazd, pH 2-5 értékd oldatdban oldjuk; majd
a kapott oldatot steriliz4ljuk.

(ElsSbbsége: 1985.05.28.)

19. A 18. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy szbveti plazminogén aktivitorként vagy
egylncii vagy kétlincii formdban v szdveti plaz-
minogén aktivatort hasznilunk,

(Els6bbsége: 1985.05.28.)
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20. A 18. vagy 19. igénypont szerinti eljirds, azzal
Jjellemezve, hogy olyan szbveti plazminogén aktiva-
tort hasznilunk, amelynek aminosav-szekvencidja az
1. ibra szerinti, vagy att6l annyiban tér el, hogy az N-
termindlis szerint6l a 245, aminosav metionin helyett
valin, vagy 1gy, hogy a szekvencidbdl az els6 hirom
aminosav bérmelyike is hidnyzik, vagy gy, hogy az
N-termindlison egy Gly-Ala-Arg tbblet-szekvenciit
is tartalmaz adott esetben.

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

21. A 18-20. igénypontok barmelyike szerinti el-
jaras, azzal jellemezve, hogy sziveti plazminogén ak-
tivtorként rekombinins DNS-technikdval nyert
transzform4lt vagy transzfektilt sejtvonal tenyészté-
sével elddllitoit sz8veti plazminogén aktivtort hasz-
nélunk,

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

22. A 18-21. igénypontok bérmelyike szerinti el-
jaras, azzal jellemezve, hogy a szbveti plazminogén
aktivitor koncentraciéjit 100.000 NE/ml-nél na-
gyobbra dliftjuk be.

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

23, A22.igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy a széveti plazminogén aktivétor koncentrd-
ciéjat 500.000 NE/ml-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(Els6bbsége: 1985.05.28.)

24. A23. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a széveti plazminogén aktivitor koncentrs-
cidjit 1.000.000 NE/mi-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(Els6bbsége: 1985.05.28.)

25. A24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a sz8veti plazminogén aktivétor koncentrd-
ciéjat 5.000.000 NE/ml-nél nagyobbra 4llitjuk be.
(ElsGbbsége: 1985.05.28.)

26. A 18-25. igénypontok birmelyike szerinti el-
)énis azzal jellemezve, hogy pH 2 és 4,5 k6zitti ért-
kd vizes s6oldatot hasznilunk.

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

27. A26. igénypont szerinti eljiras, azzal jelleme:z-
ve, hogy pH 2,4 és 4,0 kozotti értékd vizes sGoldatot
hasznélunk,

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

28. A27. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy pH 2.8 és 3,5 koziitti éntékd vizes séoldatot
haszndlunk.

(Els6bbsége: 1985.05.28.)

29. A28. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy pH 3,0 értkd vizes séoldatot hasznilunk.
(Els6bbsége: 1985.05.28.)

30. A 18-29, igénypontok barmelyike szerinti el-
jarés, azzal jellemezve, hogy nem pufferolt vizes s6-
oldatot hasznflunk.

(ElsGbbsége: 1985.05.28.)

31. A 18-30. igénypontok birmelyike szerinti el-
jérés, azzal jellemezve, hogy a vizes séoldathoz ada-
Iékanyagként egy felilletaktiv szert is adunk.
(ElsGbbsége: 1985.05.28.)
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SerTyr Gln Val lle Cys Arg Asp Glu Lys Thr Gin Met lle Tyr ‘Gia Gln His Gin Ser
Tlrp Leu Arg Pro Val l_eu Arg Ser Asn Arg Val Glu Tyr Cys Trp Cys Asn Ser Gly
Arg Ala Gln Cys His Ser Val Pro Val I_ys Ser Cys Ser Glu Pro Arg C'ys Phe Asn
Gly Gly Thr Cys Gin Gln Ala Leu Tyr Phe 5S(::r Asp Phe Val Cys Gln Cys Pro Glu
Gly Phe Ala Gly Lys Cys Cys Glu lle Asp Thr Arg Ala Thr Cys Tyr Glu Asp Gin
Gly lle Ser Tyr Arg Gly Thr Trp Ser Thr Ala Glu Ser Gly Ala Glu Cys Thr Asn Trp
Asn Ser Serlgga Leu Ala Gin Lys Pro Tyr Ser Gly Arg Arg Pro Asp Ala lle Arg
Leu Gly Leu Gly Asn His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Asp Ser Lys Pro Trp
Cys Tyr Val Phe Lys Ala Gly Lys Tyr Ser Ser Glu Phe Cys S:;OThr Pro Ala Cys
Ser Glu Gly Asn Ser Asp Cys Tyr Phe Gly Asn Gly Ser Ala Tyr Arg Gly Thr His
Ser Leu Thr Glu Ser Gly Ala Ser Cys Leu Pro Trp Asn Ser Met lle Leu lle Gly Lys
Val Tyr Thr Ala Gin Asn Przoger Ala Gin Ala Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr
Cys Arg Asn Pro Asp Gly Asp Ala Lys Pro Trp Cys His Met Leu Lys Asn Arg Arg
Leu Thr Trp Glu Tyr Cys Asp Val Pro Ser Cys Ser Thr Cys Gly Leu Arg Gin %32
Ser Gln Pro Gin Phe Arg lle Lys Gly Gly Leu Phe Ala Asp ll;s Ala Ser His Pro Trp
Gln Ala Ala lle Phe Ala Lys His Arg Arg Ser Pro Gly Glu Arg Phe Leu Cys Gly
Gly Ile Leu lle Ser Ser Cys Trp lle Leu Ser }/Sloa Ala His Cys Phe GIn Glu Arg Phe
Pro Pro His His Leu Thr Val lle Leu Gly Arg Thr Tyr Arg Val Val Pro Gly Glu Glu
Glu GiIn Lys Phe Glu Val Glu Lys Tyr Ile Val His Lys Glu Phe Asp Asp Asp Thr
Tyr z\ssg Asn Asp lle Ala Leu Leu Gin Leu Lys Ser Asp Ser Ser Arg Cys Ala Gin
Glu Ser Ser Val Val Arg Thr Val Cys Leu Pro Pro Ala Asp Leu Gin Leu Pra Asp
Trp Thf Glu Cys Glu Leu Ser Gly Tyr Gly Lys His Gluag?a Let; Ser Pro Phe Tyr
Ser Glu Arg l.eu Lys Glu Ala His Val Arg Leu Tyr Pro Ser Ser Arg Cys Thr Ser
GIn His Leu Leu Asn Arg Thr Val Thr Asp Aan Met Leu Cys Ala Gly Asp Thr Arg
Ser Gly Gly Pro Gln Ala :s?\OLeu His Asp Ala Cys GIn Gly Asp Ser Gly Gly Pro
Leu Val Cys Leu Asn Asp Gly Arg Met Thr Leu Val Gly ile Ille Ser Trp Gly Leu
Gly Cys Gly Gin Lys Asp Vél Pro Gly Val Tyr Thr Lys Val Thr Asn Tyr Leu /ng

Trp lle Arg Asp Asn Met Arg Pro
i 527
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% Hasitasi hely az egylancy t-PA-ban
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