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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajace;
pratki szczepu BCG nalezace do Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau, przeznaczonej do
leczenia nowotwordw pecherza moczowego nie naciekajacych warstwy miesniowej (NMIBC) u ludzi.

Rak pecherza moczowego jest czwartym pod wzgledem czestosci wstepowania nowotwordw zto-
Sliwych w Polsce. Stanowi on 3% wszystkich nhowotwordw zto$liwych oraz okoto 70% rakéw narzaddéw
uktadu moczowego. Najczesciej stosowana metoda leczenia nowotworéw pecherza moczowego nie
naciekajacych miesniowki wtasciwej (NMIBECE) jest chirurgicznie usuniecie zmiany nowotworowe;
w pecherzu moczowym (transurethral resection of the bladder tumor — TURB), a nastepnie miejscowa
chemioterapia lub immunoterapia. Obecnie za najskuteczniejsza metode leczenia i zapobiegania na-
wrotom choroby uwaza sie immunoterapie zywymi pratkami BCG podawanymi dopecherzowo. Po-
wszechnie uznano, ze immunoterapia pratkami BCG jest skuteczniejsza niz chemioterapia. Jest to me-
toda uznana i stosowana na catym Swiecie, zalecana miedzy innymi przez Miedzynarodowe Towarzy-
stwa Urologiczne oraz FDA. Wszystkie stosowane aktualnie na swiecie podszczepy BCG Bacille Cal-
mette-Guerin zaréwno do produkcji szczepionki przeciwgruZliczej jak i preparatéw BCG przeznaczo-
nych do immunoterapii, zawieraja jako substancje aktywna atenuowany szczep Mycobacterium bovis
(BCG). Szczep BCG uzyskany w 1921 r. przez Calmette’a i Guerina w wyniku wieloletniego pasazowa-
nia wirulentnego szczepu M. bovis na pozywce ziemniaczano-glicerynowej z dodatkiem 2zdtci, zostat
nastepnie przekazany do wielu laboratoriéw na swiecie w celu wytwarzania szczepionki przeciwgruzli-
czej. Liczne pasaze szczepu M. bovis BCG przeprowadzane w tych laboratoriach w réznych warunkach
hodowli doprowadzity do licznych mutacji i powstania wielu podszczepéw BCG réznigcych sie nieco pod
wzgledem skuteczno$ci i bezpieczenstwa. Jednak w opinii Swiatowej Organizacji Zdrowia wszystkie
aktualnie istniejace podszczepy BCG nadaja sie do wytwarzania szczepionki przeciwgruzliczej oraz
preparatéw BCG do immunoterapii i nie ma podstaw do zalecania jakiegokolwiek podszczepu BCG jako
skuteczniejszego od pozostatych. W Polsce brazylijski podszczep Moreau zostat wprowadzony do pro-
dukcji szczepionki przeciwgruzliczej w 1955 r. i jest dotychczas stosowany. Podszczep Moreau nalezy
do grupy | podszczepdw BCG, ktdére zostaty wczeénie wyizolowane z oryginalnego szczepu BCG (Ba-
cille Calmette-Guerin). Nalezy do szczepdw charakteryzujacych sie $rednim poziomem immunogenno-
&ci oraz dos¢ wysokim poziomem bezpieczenstwa. Dopecherzowa terapia powierzchniowych nowotwo-
réw pecherza moczowego pratkami BCG zostata zapoczatkowana w 1976 r. przez Moralesa. Mechani-
zmy oddziatywania pratkéw BCG na komodrki nowotworowe nie zostaty doktadnie poznane. Badania
majace na celu poznanie biologii guza i zagadnien zwiazanych z jego immunologia moga byé pomocne
w podwyZzszeniu skuteczno$ci immunoterapii, a co za tym idzie zapobieganiu nawrotom choroby.

Immunoterapia opiera sie na zatozeniu, Ze wlasny system immunologiczny chorego moze znisz-
czy¢ komorki rakowe. Aby zmobilizowad system immunologiczny do wzmozonego dziatania w obrebie
pecherza moczowego podaje sie dopecherzowo pratki BCG. Niektére publikacje sugeruja, ze w ten
sposéb wywotuje sie sztucznie zapalenie pecherza moczowego. ,Zaalarmowany” system immunolo-
giczny walczy z zapaleniem pecherza niszczac jednoczesnie komorki rakowe w tym rejonie. Mechanizm
dziatania tej metody leczenia nie jest jednak do kohca wyjasniony. Wiadomo, Ze miejscowe stymulowa-
nie komérek uktadu immunologicznego wyzwala mechanizmy przeciwnowotworowe organizmu. Nadzoér
immunologiczny zjawisk nowotworowych wiaze sie z limfocytami T. Komorki nowotworowe maja wtasne
zmienione antygeny transplantacyjne. Krazace limfocyty T rozpoznaja antygenowa innos$¢ komorek no-
wotworowych i niszcza je, miedzy innymi na drodze efektu cytotoksycznego. W zwalczaniu nowotworéw
zaangazowane sa w duzym stopniu réwniez limfocyty NK, ktére stanowia komdrkowa straz chroniaca
organizm przed nowotworem. W niszczeniu komérek nhowotworowych biora rowniez udziat inne komarki
uktadu odpornosciowego, takie jak mikrofagi i komérki tuczne. W tym bardzo ztozonym procesie obron-
nym organizmu wazna role spetniaja rézne cytokiny produkowane przez limfocyty, sposréd ktérych
ogromna role odgrywaja interferongamma i czynnik martwicy nowotworu wydzielany przez limfocyty Thl.
Po podaniu zawiesiny pratkow BCG do pecherza moczowego obserwuje sie infiltracje komoérek T, NK
oraz makrofagoéw do sciany pecherza. W moczu chorego pojawiaja sie duze ilosci cytokin oraz liczne
komorki odpornosciowe jak makrofagi, neutrofile, komérki T. Zaobserwowano, Ze istotna role w immu-
noterapii pratkami BCG odgrywa dtugotrwaty bezposredni kontakt pomiedzy komdrkami odpornoscio-
wymi znajdujacymi sie w Scianie pecherza moczowego z pratkami BCG. W Polsce stosowanie wiewek
dopecherzowych zawierajgcych zawiesine pratkéw BCG w leczeniu nowotworéw pecherza moczowego
nie naciekajacych warstwy miesniowej (NMIBC) rozpoczeto w potowie lat 80. Polskie preparaty Onko
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BCG do immunoterapii (100 mg/amp i 50 mg/amp) zawieraja podobnie jak szczepionka BCG zywe,
atenuowane pratki BCG podszczepu Moreau.Wszystkie podszczepy BCG charakteryzuja sie zmienno-
$cia materiatu genetycznego (genomu) w poréwnaniu do szczepu macierzystego M. bovis i na tej pod-
stawie mozna wnioskowac iz kazdy z nich stanowi innych unikalny podszczep pratka gruzlicy. Obecnoé¢
nawet niewielkich zmian w genomie moze determinowac réznice w cechach fenotypowych i aktywnosci
przeciwnowotworowej. Z analizy wynika ze szczep Moreau tak jak pozostate odmiany BCG utracit zdol-
nos¢ do wywotywania choroby (brak regionu RDI). Inne zmiany w materiale genetycznym charaktery-
styczne dla szczepu Moreau ukazujace jego odmienna mikroewolucje dotycza obecnosci 2 kopii
IS6110, rodzaju duplikacji DU2-1, dodatkowej delecji RD16 oraz obecno$c¢ i ekspresiji biatek antygeno-
wych MPB64, MPB70. Odrebno$¢ szczepu BCG-Moreau jest dobrze widoczna w przypadku budowy
$ciany komorkowej tych pratkow. W obrebie poréwnywanych szczepdw jedynie u BCG-Moreau zaob-
serwowano obecnos$é kwaséw metoksymykolowych co wiaze sie z silniejsza modulacja uktadu immu-
nologicznego poprzez produkcje szeregu czynnikéw prozapalnych (IL, TMF), co przektada sie na wyz-
sza aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Z kolei brak dimykolandéw trehalozy oraz glikolipidéw fenolowych
w Scianie komorkowej pratkow BCG-Moreau skorelowany jest z mniejsza liczba wywotywanych zdarzen
niepozadanych i zwiekszonym profilem bezpieczenstwa stosowania tego podszczepu. Podsumowujac
szczep BCG-Moreau charakteryzuje sie silng aktywnoscig przeciwnowotworowa oraz zwigkszonym pro-
filem bezpieczenstwa w odniesieniu do poréwnywanych szczepéw BCG. Z opisu wynalazku Nr
PL235706 znany jest sposéb wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajacej piatki szczepu
BCG nalezace do Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau, polegajacy na ozywianiu pratkdw na
podtoZzu zawierajacym asparagine, kwas cytrynowy, dwupotasowy fosforan bezwodny, siarczan ma-
gnezu, siarczan cynku, glicerol, selenian sodu, kwas foliowy, chlorek wapnia oraz inkubacji i przepasa-
zowaniu uzyskanej hodowli pratkow BCG a takze przeptukaniu otrzymanej masy bakteryjnej zbuforo-
wanym roztworem chlorku sodu i dwufosforanu potasu.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze kompozycja farmaceutyczna wytworzona na bazie pratkéw
szczepu BCG jest bardziej stabilna i wolna jest od szeregu niebezpieczenstw i niedogodnosci w przy-
padku szczelnego zamykania produktu w oranzowych fiolkach szklanych w procesie liofilizacji w warun-
kach prozni, wysokiego podcisnienia o wartosci od 0,8 do 1,2 Pa abs.

Istota sposobu wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajacej pratki BCG nalezace do
Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, wedtug wynalazku jest to, ze mase bak-
teryjna zawiesza sie w no$niku stanowiacym co najwyzej 5% glutaminianu sodu, do otrzymania stezenia
co najmniej 10x108 jtk/mg Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, po czym pro-
wadzi sie proces homogenizacji poprzez intensywne rozcieranie kulkami stalowymi o srednicy 4 mm na
mieszadle elektrycznym przez 5—10 minut przy obrotach 20 rpm/min i kacie nachylenia mieszadta 45°C,
a nastepnie dozuje sie do jednostkowych opakowan szklanych z korkami, po czym poddaje sie trzyeta-
powemu procesowi liofilizacji, gdzie w pierwszym etapie produkt umieszczony w jednostkowych opako-
waniach zamraza sie do temperatury od -30°C do -40°C w czasie co najmniej 120—150 minut, po czym
obniza sie ci$nienie do wartosci od 5 Pa abs do 15 Pa abs przy temperaturze ptyt w zakresie 18°C —
28°C i temperaturze wymrazacza ponizej -50°C w czasie co najmniej 12,0-13,5 godzin, a nastepnie
prowadzi sie proces ogrzewania do temperatury produktu od 35°C do 39°C, przy temperaturze ptyt od
36°C do 46°C i temperaturze wymrazacza ponizej -50°C oraz przy ci$nieniu 0,5 do 2 Pa abs w czasie
25-30 godzin, po czym jednostkowe opakowania zamyka sie szczelnie utrzymujac w nich podcisnienie
o wartosci od 0,8 Pa abs do 1,2 Pa abs.

Korzystnym rozwiazaniem wynalazku jest to, ze kompozycja farmaceutyczna wytworzona sposo-
bem wedtug wynalazku na bazie inaktywowanych pratkéw szczepu BCG jest bardziej stabilna niz szcze-
pionka uszczelniona azotem czy argonem. Sposob wedtug wynalazku pozwala na utrzymanie koncen-
tracji bakterii na poziomie 3x10° jtk/mg Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau.

Przedmiot wynalazku ilustruje szczeg6towo podany przyktad.

Przykiad:

Szczep siewny BCG ozywia sie na podtozu sktadajacym sie z asparaginy jednowodnej w ilosci
4,0%, kwasu cytrynowego jednowodnego w ilo$ci 2,0%, dwupotasowego fosforanu bezwodnego w ilosci
0,5%, siarczanu magnezu siedmiowodnego w iloéci 0,5%, amonu zelaza cytrynian w ilo$ci 0,05%, siar-
czan cynku siedmiowodnego w ilosci 0,002%, glicerolu w ilosci 60%, przy czym roztwor soli rozpusz-
czono w 1 litrze wody do wstrzykiwan podgrzewajac do catkowitego rozpuszczenia. Kulture bakteryjna
inkubuje sie nastepnie w temp. 36-38°C w okresie 20 dni. Uzyskana hodowla pratkéw BCG jest nastep-
nie dwukrotnie przepasazowana na podfozu zawierajacym asparagine, kwas cytrynowy, amon zelaza
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cytrynian, dwupotasowy fosforan bezwodny, siarczan magnezu, siarczan cynku, glicerol, roztwér amo-
niaku. Caty proces wzrostu hodowli pratkéw BCG trwat 30 dni. Nastepnie w prasce Birkhauga wyhodo-
wana kultura pratkéw zostaje oddzielona od podtoza Sautona i przeptukana zbuforowanym roztworem
chlorku sodu zawierajacym chlorek sodu, dwuwodorofosforan potasu w celu usuniecia pozostatosci
podtoza. Cato$¢ homogenizuje sie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny i mase bakteryjng zawiesza
sie w no$niku stanowiacym 4,5% glutaminianu sodu do otrzymania stezenia co najmniej 10x108 jtk/mg
Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, po czym prowadzi sie proces homoge-
nizacji poprzez intensywne rozcieranie kulkami stalowymi o $rednicy 4 mm na mieszadle elektrycznym
przez 5—10 minut przy obrotach 20 rpm/min i kacie nachylenia mieszadta 45°C i dozuje do opakowan
jednostkowych z gumowymi korkami, ktére stanowia fiolki szklane, po czym poddaje sie trzyetapowemu
procesowi liofilizacji, gdzie w pierwszym etapie produkt umieszczony w jednostkowych opakowaniach
zamraza sie do temperatury -35°C w czasie 130 minut, po czym obnizono cisnienie do wartosci 9 Pa
abs przy temperaturze ptyt 23°C i temperaturze wymrazacza -51°C w czasie 12,5 godzin. Nastepnie
prowadzono proces ogrzewania produktu do temperatury 37°C, przy temperaturze ptyt 39°C i tempera-
turze wymrazacza -51°C oraz przy ci$nieniu 1,2 Pa abs w czasie 27 godzin, po czym jednostkowe
opakowania zamknieto szczelnie utrzymujac w nich podci$nienie o wartosci od 1.0 Pa abs. Uzyskano
koncentracje bakterii na poziomie 3x108 jtk/mg Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu
Moreau.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposéb wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajacej kulture bakteryjna szczepu
BCG nalezace do Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, polegajacy
na ozywianiu pratkéw na podtozu, zawierajacym kwas cytrynowy, asparagine, dwupotasowy
fosforan bezwodny, magnezu siarczan, amonu Zelaza cytrynian, siarczan cynku, glicerol oraz
inkubacji i przepasazowaniu uzyskanej hodowli pratkéw BCG, a takze przeptukaniu otrzyma-
nej masy bakteryjnej zbuforowanym roztworem chlorku sodu i dwufosforanu potasu, zna-
mienny tym, ze mase bakteryjna zawiesza sie w nosniku stanowiacym co najwyzej 5% glu-
taminianu sodu, do otrzymania stezenia co najmniej 10x108 jtk/mg Mycobacterium bovis BCG
brazylijskiego podszczepu Moreau, po czym prowadzi sie proces homogenizacji poprzez in-
tensywne rozcieranie kulkami stalowymi o $rednicy 4 mm na mieszadle elektrycznym przez
5-10 minut przy obrotach 20 rom/min i kacie nachylenia mieszadta 45°C, a nastepnie dozuje
sie do jednostkowych opakowan szklanych z korkami, po czym poddaje sie trzyetapowemu
procesowi liofilizacji, gdzie w pierwszym etapie produkt umieszczony w jednostkowych opa-
kowaniach zamraza sie do temperatury od -30°C do -40°C w czasie co najmniej 120-150
minut, po czym obniza sie ci$nienie do warto$ci od 5 Pa abs do 15 Pa abs przy temperaturze
ptyt w zakresie 18°C — 28°C i temperaturze wymrazacza ponizej -50°C w czasie co najmnie;
12,0-13,5 godzin, a nastepnie prowadzi sie proces ogrzewania do temperatury produktu od
35°C do 39°C, przy temperaturze ptyt od 36°C do 46°C i temperaturze wymrazacza ponizej
-50°C oraz przy cisnieniu 0,5 do 2 Pa abs w czasie 25-30 godzin, po czym jednostkowe
opakowania zamyka sie szczelnie utrzymujac podci$nienie o wartoéci od 0,8 Pa abs do
1,2 Pa abs.
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