CZ 3429-97 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zvefejnéna podle § 31 zdkona ¢&. 527/1990 Sb.

(19)

CESKA
REPUBLIKA

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(22) Pfinlaseno: 25. 04. 96

(32) Datum podénf prioritni pFihldsky: 29.04.95
(31) Cislo prioritnf prihlasky: 95/9508785

(33) Zemé priority: GB

(40) Datum zvefejnéni prihlasky vynilezu: 18. 03. 98
(Véstnik ¢. 3/98)

(86) pcT ¢islo: PCT/EP96/01733
(87) PCT &islo zvetejnéni: WO 96/34626

(21) Cislo dokumentu:

3429-97

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. c1.5:
AGl1K 39/35
AB1K 39/36
ABGl1K 31/195

(7 1) Ptihlasovatel:

SMITHKLINE BEECHAM P. L. C., Brentford,

GB;
{72) Piivodcc:

Wheeler Alan Worland, Harlow, GB;
Taylor lain, Harlow, GB:

(74) zastupce:

Korejzova Zdenitka JUDr., Biehova 1, Praha

1, 11000;

(54) Nazev pfihlasky vynalezu:
Farmaceuticky prostifedek

(57) Anotace:

Farmaceuticky prostifedek obsahujici tyrozin
a polymerizovany alergen, ktery se pfipravuje
/a/ polymerizaci alergenu, /b/ misenim
vodného roztoku alergenu s roztokem tyrozi-
nu ve vodném roztoku silné kyseliny, /c/ ne-
utralizaci smési roztok a tim koprecipitaci
tyrozinu a polymerizovaného alergenu, a /d/
poptipadé misenim produktu s fyziologicky
pfijatelnym nosi¢em.
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Farmaceuticky prostredek

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych prostiedk( pro pouziti pfi desenzitizacni

terapii pacientu trpicich alergii.

Dosavadni stav techniky

GB-A-1 492 973 popisuje zpusob vyroby koprecipitatd tyrozinu,
které v sobé maji dispergovany modifikovany alergen. Alergen byl
modifikovan plUsobenim prostfedku, jako je glutaraldehyd, ktery
zpUsobuje intramolekuldrni zesiténi a snizuje vzhledem kK

nemodifikovanému alergenu alergenicitu produktu.

EP-A-0 367 306 a Nakada a dalsi (Allergy, 54, [1985] str. 437 a
déle) popisuji zplsoby vyroby polymerizovanych alergend pomoci
prodlouzeného  pusobeni  zesitujiciho Cinidla pro  dosaZeni
intermolekuiarniho zesiténi, nasledovaného filtraci nebo dialyzou pro
odstranéni nepolymerizovaného produktu. Polymerizované alergeny

se popisuji jako alergeny se snizenou alergenicitou.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vynalez poskytuje farmaceuticky prostredek
obsahujici tyrosin a polymerizovany alergen. Typicky je alergen
potaZen a/nebo adsorbovan na tyrosin, napiiklad pusobenim

koprecipitace.
Alergen muize byt odvozen z jakékoliv alergizujici latky, jako je
pyl (napf. ambrézie nebo bfizy), potraviny, hmyzi jed, plised, zvifeci

srst nebo roztoéi z domaciho prachu (D. farinae nebo D.
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pteronyssinus). Ve zvlastnim hledisku se alergen odvozuje z D.
pteronyssinus.  Zde pouzivany termin ,alergen* zahrnuje smés
alergend, které mohou pochazet z jediného zdroje nebo vice zdroja.

Daldi  hiedisko vynalezu  poskytuje  zplsob  vyroby
farmaceutického prostiedku podle vynalezu, ktery zahrnuje (a)
polymerizaci alergenu, (b) smiseni vodného roztoku alergenu s
roztokem tyrozinu ve vodném roztoku silné kyseliny, (c) neutralizaci
smési roztokii a tim koprecipitaci tyrozinu a polymerizovaného
alergenu, a (d) popfipadé miseni produktu s fyziologicky pfijatelnym
nosiéem. Vhodné fyziologicky pfijateiné nosice zahrnuji roztok fenolu

ve fyziologickém roztoku a sterilni vodu.

Alergen se polymerizuje pusobenim dialdehydu, jako je
glutaraldehyd, ve vodném roztoku pfi pH 3 az 10, typicky 7 £ 1, a pfi
teploté mezi 0 a 100 °C, typicky mezi 4 a 37 °C, po dobu 10 hodin,
napfiklad pfiblizné 2 hodiny pfi pokojové teploté. Hmotnostni pomeér
alergenu ke glutaraldehydu je typicky v rozmezi 1 : 25 az 1 : 2,
napfiklad pfiblizné 1 : 4, a&koliv pfi delSi dobé reakce mohou byt
pouzity vy$si poméry alergenu (viz napfiklad EP-A-0 367 306, kde se

pouziva pomérl pfiblizné 3 : 1 a reakéni doby pfiblizné 7 hodin).

Produkt s nizkou molekulovou hmotnosti se potom odstrani
gelovou filtraci nebo dialyzou, napfiklad dialyzou s tangencialnim
tokem, a produkt se lyofilizuje nebo pfimo pouzije v dalSim kroku.
Hranice molekulové hmotnosti je pfiblizné alespoi 100 kD, naprikiad
alespon 250 kD, vyhodné&ji 300 kD.

Roztok polymerniho alergenu pii pH 7 + 1, ziskany bud jako
reakéni smés z polymerizaéniho postupu nebo rozpusténim pevné
latky, se potom misi s roztokem tyrozinu ve vodném roztoku silné
kyseliny. Silnou kyselinou je obvykie anorganicka kyselina, s vyhodou
kyselina chlorovodikovd. V tomto kroku pouZivany roztok

polymerizovaného alergenu typicky obsahuje mezi 0,1 pg/mi a
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100 pg/ml proteinu alergenu. Hmotnostni pomér alergen : tyrosin ve

smési je typicky v rozmezi 1 : 4 x 10°az 1: 4 x 10%.

Vysledna smés roztoku alergenu a tyrozinu se neutralizuje. Pod
neutralizaci se rozumi nastaveni pH na hodnotu v rozmezi 4,0 az 7,5.
Je dulezité, ze nikdy, nebo alespori ne dels$i dobu v prabéhu
neutralizace, nepfekroéi pH roztoku vyrazné hodnotu 7,5. Tato
podminka mdzZe byt spinéna dukladnym michanim roztoku a pouzitim
pouze pozadovaného mnoZstvi baze v pripadé potieby. Pro
napomahani pfi fizeni pH v prubéhu kroki miseni a neutralizace
mohou byt vhodné pouzity rizné pufrovaci prostiedky. Zviasté
vhodnym zpusobem provadéni neutralizace je privadéni oddélenych
proudd roztoku tyrozinu a kyseliny a neutralizujici baze do roztoku
alergenu. Rychlosti pratoku pfidavanych roztoku se fidi pH-statem, tj.
zafizeni, které Fidi pratok jednoho nebo obou roztoki tak, ze pH
reakéni smési zUstava v podstaté konstantni a ma predem stanovenou
hodnotu. Autory vynalezu bylo zji§téno, Ze optimalnich vysledkd se
obvykle dosahuje pfi fizeni pH v rozmezi 6,5 az 7,5, ackoliv presna

hodnota pH se muze lisit v zavislosti na povaze alergenu.

Vysledkem neutralizace je okamzité vysrazeni tyrozinu, pficemz
roztok alergenu je uzavien a/nebo adsorbovan uvnitf a/nebo na jeho
povrch. Po vysrazeni smési se smés bud ihned promyje nebo se pfed
promyvanim ponecha stat po dobu nékolika hodin az jeden nebo dva
dny. Je Zadouci dosahnout pokud moZno jemné srazeniny, Cehoz se
dosahuje rychlou neutralizaci roztoku ve spojeni se silnym michanim

pfi provadéni neutralizace.

Vysledna srazenina mlze byt z roztoku odstranéna centrifugaci
nebo filtraci a pred resuspendovanim ve fyziologicky pfijateinéem
nosiéi, jako je fenol - fyziologicky roztok nebo sterilni voda, maze byt
promyta napfiklad smési fenol - fyziologicky roztok. Vytvofeny
injikovatelny prostfedek je vhodny pro pouziti pfi desenzitizacni

terapii.
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Pfiklady provedeni vynalezu

Pfedkladany vynalez ilustruje nasledujici pfiklad:

Neutralni roztok proteinu extrahovaného z D. pteronyssinus
o koncentraci pfiblizné 2,5 mg/ml, ktery byl éastecné vycistén dialyzou
nebo frakcionaci, se polymerizuje pfidavkem stejného objemu
jednoprocentniho (hmotnost/objem) glutaraldehydu a smés se pri
pokojové teploté micha pfiblizné 2 hodiny. Reakce se ukonéi
pridavkem stejného objemu glycinu o koncentraci 2 % hmotnost/objem
a smés se micha pfi pokojové teploté dalsi 1 hodinu. Nizkomolekularni
material se odstrani diafiltraci pfes membranu s délenim molekuiové

hmotnosti pfi 300 kD. Smés se potom sterilné filtruje a lyofilizuje.

Roztok polymerizovaného alergenu byl pfipraven bud pfimo ze
sterilniho filtrovaného roztoku nebo rekonstituci lyofilizované pevné
latky. Tento roztok obsahoval 10 pg/ml ve fosfatovém pufru s pH 7
+1. Roztok alergenu byl koprecipitovan s tyrozinem soucasnym
pfidavanim jednoho objemu L-tyrozinu v HCl (pfipraveného
rozpusténim 24 g L-tyrozinu v 3,4 M HCI na objem 100 ml) a jednoho
objemu 3,2 M NaOH ke &tyfem objemim roztoku alergenu za
ddkladného michani. Takto vytvofena suspenze byla zcentrifugovana,
opakované promyta pufrovanym fyziologickym roztokem pro
odstranéni kontaminujicich latek a resuspendovéna v pdvodnim

objemu pufrovaného fyziologického roztoku pfi pH 6 £ 1.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Farmaceuticky prosttedek vyznadujici se tim,

7 e obsahuje tyrozin a polymerizovany alergen.

Prostfedek podle naroku 1, vyznadcujici se tim,
3 e alergen je potazen tyrozinem a/nebo adsorbovan na

tyrosin.

Prostfedek podle nékterého z narokd 1 nebo 2
vyznadujici se tim, Zze alergen je odvozen

z D. pteronyssinus.

Zpusob vyroby farmaceutického prostfedku podle nékterého
znaroki 1 az 3, vyznadujici se tim,
7 e zahrnuje (a) polymerizaci alergenu, (b) miseni vodného
roztoku alergenu s roztokem tyrozinu ve vodném roztoku silné
kyseliny, (c) neutralizaci smési roztoki a tim koprecipitaci
tyrozinu a polymerizovaného alergenu, a (d) popfipadé miseni

produktu s fyziologicky pfijateinym nosicem.

Prostfedek podle nékterého z narokd 1 az 3 pro pouziti

v lékarstvi.

Prostfedek podle nékterého z naroki 1 az 3 pro pouZiti pri

desenzitizaéni terapii pacientd trpicich alergii.

4/ taia
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Pouziti prostfedku podle nékterého z naroki 1 az 3 pfi vyrobé

farmaceutického prostfedku pro pouziti pfi desenzitizacni

terapii pacientl trpicich alergii.

Zastupuje:
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