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Zrtsob vyroby Yonservovanjch 1é&iv, obsabujicich lid-

sk¥ protein,pro infizni nebo in

Cbhlast techniky

Predmétem vyndlezu je zphsob vyroby konservo -
varfch 1é&iv, obsahuiicich lidskxy protein,pro pouzi-
t{ jako irfuzni nebo injekéni roztok ve formé,kte -
rou pacient dodb¥e snisi.

Tosavidni stav _techniky

Tidské proteiny ve smyslu p¥edlozeného vynéle-
zu Jsou proteiny,které jsou télu vliastni , vysky-
tu3i{ se jen v malfch mnozstvich a pouzivaji se pro
terapeutické ucely, Jjako nap¥iklad t-PA / tissue
plasminogen sctivator /, G=CSF / granulocyte colo=-
ny stimulating facdor /s streptokindza,urokirdza,
interferon nebo EE0 /erythropoietin / pop¥ipadé
jejich derivéty vyrobené rekombinaci,které maji v
podstaté podotné nebo srovnatelné fa;makologické

vlastnoéti.

vV evropské patentové pFihldsce ZP 0,430,200
jsou popséna létiva obsaruiici lidsky protein pro
subkutanni nebo intramuskularni aplikaci,které
vzhledem k pridavku aminokyselin vykazuji lepsi
viodisponovatelnost a lepsi snésenlivost ve sSTOV-
nén{ se znimymi formami podévéni.

Stabilizované létiva obsahuiici lidsky pro -
tein,kteréd obsahuji mimo 3iné mogovinu a Thzné
aminokyseliny, jsou znémy z P O 306 824 , pfi-
gems jsou tam jaxo 1idské proteiny zminény Jjako
p*{klad zejména EFO 2 G-CSF.




Dile se v iP 0,456,153 popisujl galenické vod-
né formalace X0 pro vyrobu injekénich preparati
pro subkuténni nebo intramuskuidrni aplikaci,které
vykazuii hodnotu pH 6 az 8 a pro stabilizaci obsa-
huii vyluéné fosforetnan 21kalickéko kovu nebo halo-
genid alkaliciéko kovu.

Gentechnologickd vyroba vyse uvedenyclh lidskych
proteind je nap¥iklad znéma z nésleduiicich patento-
vieh p*’:ihlééek: v 2CT vpi"ihléékéch WO 85/02610 a WO
86/03520 jsou popsény zpusoby gentechnologické vy =
roby rh-3P0 / recombinantes humanes erythropoietin/,
Déle je v¥roba polypeptidd s Gdirnkem podobnym ery-
thropoietinu popséna v EP O 409 113 3 EP 0 357 8043
WO 36/02100 a WO 91/05867~ Ze stavu teckniky Jsou
dédle znémy zplusoby viroby jinych rekombinantnich
proteinl, nap¥iklad polypeptidl s uéinkem podo -
bnim aktivdtoru plasminogenu z WO 90/09437 3 =F
0,227,462 ; EP 0,400,545 nebo EP 0,440,763. ViTo-
ba polypertidil s uéirnkem podobnfm “Einku G-C5F je
nep¥iklad znima z EP g1 107 429.2 nebo PCT/EP
91/00192.

EPO je‘glyk0protein,kterj stimuluje tvordu
hemoglotinu pop¥ipadé erythrocyti v kostni d¥eni.
Tento lipoprotein se tvo¥i hlavmné v ledvinédch,
nachizd se ve velmi malém mnozsivi v séru a vy-
luduje se za fyziologickych podminek v moci.

Preparéty 1éki zndmé aiz dosud zé stavu tech-
niky,xteré obsahuji lidské proteiny , Jsou formu-
lace,které zpravidla neobsahuji #4dné konserva =
&n{ prostredky, nebot se vseobecné pouzivaji pro




jednorizovou dévieu ve formé tak zvarné forwulace s
jednorézovou dévkou pop¥iradé jednodivkovou nidrie-
ku. Tak zvané multidévkové jedrotky pop¥ipadé vi -
cedsvkové nddriky jsou naproti tomu vhoéné pro vi-
cendsobnou aplikaci v libovolnych diléich mnoistvich
UE&inné 1étky. V dusledku toho se kladou na siabili-
trvanlivost tekovychto forem podévéni obvzld-
$tni néroky,a to zejména ve vzitahu k rozioktm besz
drodkl., Z tohoto dGvodu se do takovichio roztoku
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dévaji konservaéni &inidla,aby se zabrdnilo rt-
stu zédrodka v p¥iprevenych ,pohotové aplikovatel -
rych injekénich nebo infiznich roztoecich,

Vyroba konservovanych lélebnych prepardti,ob-
szhujicich lidské proteiny, se ukdzala byt obtiZ-
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ouziti konservalnich prost¥edkl se uki-
zalo, Ze tyto vyvolavaji problémy se stabiliton

m skledovéni 1é@iv. 2¥i tom dockézi k in-
aktivaci lidskybh proteind a ke tvorbé aglomeritiy,
které mokou byt prfilinou pozorovan’ch nesnéSenli-
vosti injekériech roziokli. Cbvyklé zplusoby vyroby
konservevarych 1é¢iv dle receptury pro infizni ne-
bo injekéni 1téely se v pPipadé Tlinnych ldtek lid-
skych proteint nedaji pou2it,nevot p¥i podminkich
sterilizace v autoklévech p¥i 121 °C a dGob& 20 min
inaktibuji Uéi-né 1étky a rozruduii jejich struk-
turu. Je také zrémo, Ze b&iZné , ve farmacii pouii-
vand konservadéni ¢éinidla zreaguji s uéinrymi 1idt-
kami lidskych proteind a tyto pFi tom imektivuji.
2 tohoto duvodu byly aZ dosud intravendzni /i.v./
neto subkutérnni /s.c./ preparéty vyrédbény jako
jednodévkové formulace za aseptickych podminek,
aniZ by se p¥i tom pouiZivala konservadéni &inidla.




Byla zadéha ‘loha ,nalézt zrusod vyroby kon -
servovanych, 1€&iv obsehuiicick lidsky protein,pro
injek&ni nebo infuzni ‘éely,pomoci ného? by se mo-
hle vyrerit 1éeiva,xterd by nevykazovala vyse uve-
dené nedostazky.Tato takto vyrobend lééiva Dby mé=-
la byt reprouukovatelda méla by se aplikxovat s do=-
vrou snisenlivosti,méla by zarudit co moZné bez-
holestnou aplikeci a méla by byt prosté zérodki.
Kromé toho by mély bit déna k dispezici multi -
ddvkové podédvaci formy / nddriky s mnoha ddvkami/,
které by byly prosté zdrodkl a bylo je mozné apli-
kxovet s cobrou snddenlivosti.

Podstata vyndlezu

~ .

Tato tloha ae vyfreSena tim,Ze se prl
1¢égiv obseahuiicich 1idské proteiny, k injekénim

vyrobé

nebo inPiznim ugelium ,pFidévaji konservadni ¢ini-
dls v koncentraci az do 2 % / hmot. % k ohj. %
hm/ob3./, zejiména 0,01 aZ 1 % pop¥ipadé 0,1 aZ
0,3 % a tato s€ pop¥ipadé pred vyrobou sklado-
vatelnych formuleci 1lé&iv opét odstrani.Vybérem
takovych xonservadnich éinidel, kterd vykazujl
maly pocet alergii, je dédle umoZnéno, +akovato
konservadni ¢inidla ve skladované formulaci 1lé-
giv i ponechat, takze neni bezpodmlnecne nutné
gselektivni odstranéni.

TaktO'vyrobena lédive Jsou konservovéana, to
znamend,ze obsahuji konservadni ¢inidlo nebo pri
neimendim byle béhem jeiich vyroby obces konser-
vednd dinidla p*itomna.PTro konservaci jsou vkod-
ré véechny 1létky,které pisobi baktericicné. Po-




2iéla nréini ristu zérodkd,xte-
znou do preparitu neto je

U zphsotu podle vyrdlezu je zeiména vyhodné,
Ydy# se poufi;f tekové konservaéni &inidla ,kxte-
»4 ce moliou bez némehy odstranit pFi jednom z po-
sleénich krok: zpisobu vyroby skladovetelné for-
rmulece lédiva. To mé tu vyhodu,?e aplikovatelné

.

1édiva jsou potom prostd jekéhokoliv konservaléni-
e

J
ho &ipidla ovlivaujiiciho je ich snédSenlivost. K

t&kavym konservaénim &inidlim, které Jjsou obvzlé-
:t% vyhodnd, pat¥i chloreton /ehlorbutanol ,1,1,-
l-triehlor-2-methyl-2-propancl / nebo benzylalko-

kecl.

Do t€ co bylo konstatovéno,Ze riizné konser-
vedni &irniéls vykazujl p¥i ste3iném konservalinim
Uginku rlzny pocet elergii,3é se snédenlivos?y
zlepdit sprévnou volbou prostredku. Konservatni
giridla s malym podtem alergii jsou zejnéna chlor-
Tutenol,berzylalkoliol & berzelkoniumehlorid.Ben-
zelkoniumehlorid je smés kvepternich gmoniovych
sloudenin/QUATS/ druru alkylbenzyldimethylammo-
riumehloridll cbecného vzorce ZfHSC -CH -P+/Cuﬁ/ R7
pritemz R Je alkylovy zbytek CSE17 - 018‘37 ,na-
r¥{iklad benzododeciniumchlorid nebo cetelkonium-
chlorid / srovrej Kirk-Othmer 2: 633 I 3 193
562 £./.

Tato konservaéni ¢inidle maii ddle tu vihodu,
se pneinektivuii lidské proteiny obsaZené v roz -
toku. Snésenlivost se zlepdi i co nejniZzsi kon-
centrac{ kcnservadniho ¢inicla. Zejména by obsah




sedrotlivérlo kcnservedniko &iridla v roztoku léku
nemél pFekroéit hodnotu 10 ~g/ml. S vihodou se po-
uiivé a% 5 mg/rwl konservadéniho &inidla v roztoku
 éku.,

-

Fot*ebné konmentrace se dé& minimalizovet rlz-
nymi opat¥enimi, Nap¥iklad tim,Ze se co nejvice
cebrénd irektivaci lidského proteinu konservaénim
gdinidlem. To mé tu dalsdi vihodu, Ze se zvysi sta-
btilita injekéniho roztoku. Inektivaci lze zabré-
rit tim, Ze se zvoll konservecrni &inidlo s ohle -
dem na malou resktivitu. Inaktivece se déle potla-
¢{ ,kdyz kontakt mezi lidskym proteinem a konser-
vednim #inidlem je co nelkratsi. Fot¥ebnd koneen-
trace konservadniho &iridla v rozioku se 42 sni-
2it i tim, Ze se vyloudi jeho absorpce na mate -
ridlech , jako nap¥iklad gumé,s nimiZ p¥ichdzi
roztok do styku.

Pro spdfenlivost hraje druh pouzitého konser-
vedniho &inidle vyznamrou roli., VSechny konserva-
gn{ 8inidla vykazuje vetsi neko mendi podet aler-
gifi. Aby se zarudilo,Ze 1lééivo je bez zérodki,
nelze se ale vidy vyhnout jeho pouziti. Podle
zkoudek, které jsou podklsdem vyrdlezu je moZné,
pouzit konserveéni &iridla p¥i vyrobé injekénich
roztokl tek, aby se zeruéilo, Ze lééivo je maximil-
ré prosté zdrodki, tek i Ze vedlejsi uéinky kon-
servadniho &inidla jsou témé¥ Uplné vylouleny.

V mnoha p¥ipadech neri moiné pfes skutec-
nost, Ze p¥idand konservalni ¢inidla vice mnebo
méné reaguji s lidskymi proteiny a iyto pi¥i tom
insktivuii,dplné vyhnout p¥idavku kcnserveéniho




¢iridla,protoZe zérodky =ohou do roztoku vniknout
rap¥iklad p¥i plnéni, neto protoZe, kdy: se ze ste-
rilriho lyofilizZtu v zultidédvkové nddrice prFiprevuje
injekéniy roztok, musi byt af do Uplné spot¥eby kon -
servovéna.

Bez rroblémi je p¥idevek
T¥i vyrobé prepardtu, kd
vybere tek, Ze se p¥i ly

konservaénilo &inidla
se konservaéni &inidlo
ilizaci odpa¥i neho vysu-
tlimuje. Konservaéni ¢inidla,kterd vykezuji odpovi-
dajici{ tékavost, Jjsou nap¥ikled chloreton,benzylal-
kchol,

¥
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Vzhlederm k tomu, Ze taZné konservadni &inidla,
pouZivané ve farmacii, reaguji s lidskimi proteiny
a tyto inaktivuji,vyrébt{ se Sasto prepardty pro in-
trzvenozri a subkuténni aplikace jeko monoddvkové
/ jednoréizové/ formulace za aseptickych podminek,
aniz by se p¥i tom pouviivala konservaéni &inidla,
Ale ne vidy se did zabrénit torm,aby se p¥i plmnérni
nedostaly do prepardtu zdrodky, kiteré mohou zptsobit
Skody,kdy% se mnezabrérni p¥idavkem konservadéniho &i-
nidle jeiich ristu nebo se jim neusmriti,

Upot¥ebitelné koncentrace konservadniho &ini-
dla se pohybuji mezi asi 0,1 af asi 2,0, s vyhodon
mezi asi 0,1 a% asi. 0,3 %. Presnéd koncentrace zdvi-
si na koncentraci U¢inné létky a stanovi se p¥i-
rad od p¥ipedu zphsoby,které jsou pro odbornika béz-
né.

Zékonodérce pfedepisuje, e receptury v multi-
’ , , - , . ’ ” . 4
davkovych nadrzkéach pro intmavenozni a subkutéinni
aplikaci musi byt dostazteéné konservovény, to zrame-




d,7e i te3té posledni den uvederé doby trvanlivo-
ti rusi byt v plném rozsahu p¥itomny konservaéni
ginek. Aby se tento pozadavek mokl splnit,musi
romtok lidského proteinu v injekéni formé obsaho-
vat konservadni &inidlo. Io nachazuje problém,pro-
toie - viz vise- kcnservadni éinidla reaguii s lid-
skymi proteiny a u pacientd vyvoléveji gensibili-
zaci. Reakece s Géinnou létkou vede jednak ke sni-
sen{ sktivity v¢inné létky a jednak konservaéni-
ko uéirku,kxtery se jesté ddle zmensi tim,ze do -
chizi k absorpei konservadnich gdinidel na pryZo-
vyech zétkéch.

Podle vynélezu se tyto potize odstranuji tim,
se se pouziji komservedni ginidla,kterd reaguii
mélo s lidskymi proteiny a phsobi mélo sensibili-
zadné,ze se usiluje o co nejkratsi kontzki lidské-
ko proteinu s konservadnimi &éinidly, a Ze seé Vy-
1oudi faktory,které prispivaji ke spot¥ebé kon -
servaéniho &inidla.

K mélo reaktivnim a sensibilizujiicim konser-
vadnim &inidlim se poditd chlorbutanol,benzylal-
kohol,benzalkoniumchlorid a kombinace téchto 1lé-
tek. Pri pouiiti jedrotlivych jmenovexfch konser-
vadnich diridel se pouziveji pdsledujicd koncentra=~
ce : chlorbutancl : 2,0 aZ 5,0 mg/ml, s vyhodou :
3,0 az 4,0 mg/ml. Benzylalkohol s 1,0 a% 5,0 mg/ml,
s vyhodou : 2,0 aZ 3,0 mg/ml. Berzalkoniumeklorids
0,01 az 0,05 mg/xl, s vyhodou 3 0,02 az 0,03 mg/ml.

Ukézelo se , ze je zejména vihodné,kdyZ se
poutije kombinace jednotlivych xonservaénich ¢i-
ridel. Tim se doséhne lepsi konservaéni ucinek
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elizinu’i se nevyhodné interskéni ulinky s lid-
- ’m

kymi proteiny, F¥i poufiti jedirého konservaéni-
0

(0]

¢inidla nebylo moiné doséhnout v néktergch p¥i-

+

radech v zévislosti na pouZitém lidském proteinu
pozadovenon stabilitu preparitu. Pouziti benzalko-
riumehloridu v mroZsivich optimdlnich pro konser-
vaci miZe nap¥ikladé vést k inaktivaci lidského
proteinu. Pouziti chlorbutanolu pii terloté chlad-
nidky v koncentraci,kterd jesté nevede k agregaci
lidského proteinu mbiZe za uréitych okolncsti zphi-
sobit nedostztednou konssrvaci.Pouiiti benzylalko-
rolu v mnoiZstvi postadujicim pro konservaci mize
vést k fyzikélni nesndSenlivosti a ke zékellm roz-
toku 1lédiva. Kombirnaei jednotlivych konservaénich
prosti¥edk se lze témto nedostatkliim vyhnout.Vyhod-
rné korbinace jsou roztoky,které obsahuji zejména
benzylalkol/bernzalkoniumchlorid, berzylalkohol/
/cehlorbutanol nebo chlorbutanol/berzyvlalkohol/ben=-
zalkoniumecklorid. P¥i tom se chlorbutanol pouiZivé
s vykodou 2% do koncentrace 10 mg/mi,benéylalko-
hol a¥ do 10 mg/ml a benzalkoniumchlorid ag do

0,1 mg/ml, zejména pek 0,01 a3 0,05 mg/=l.0b -
zv145té vyhodné je kombinace p¥i nif se pouiivé
tenzylalkohol a benzelkoriumchlorid,pfic¢emZz kon-
centrace terzylalkoholu v Toztoku 1lé¢iva éind s
vihodou 3 a% 6 mg/ml a benzalkoniumechloridu 0,01
at 0,025 mg/ml.

Pouziti mélo reaktiviich a mélo sensibilizu-
;icich konservadnich prost¥edklu a krétkodoby styk
pomehaji 3iZ snizit potfebné mnoistvi konmservaéni-
ho &iridle,protoie se tim minimelizuje odbourdni




konservadnilo &inidla p¥i inektivaci lidského pro-
teinu,

Co mo?néd nejkratéi styk se zabezpedi tim, kdyz
se receptura ve formé lyofilizdtu nebo v koncentro-
vané formé - pop¥iradé poté co se u lyofilzace /viz
vise/ odstranilo konservaéni &inidlo - sterilné
uskladni a teprve p¥i pouziti injekéni formy se p¥i-
d% konservadni &inidlo,p¥idem: by se injekéni roz-
tok m&l spot¥ebovet béhem 30 dni.

Jestlize se zvoli lyofilizédt,tek miZe farma-
ceutické obalové jednotka obsahovat dodatelné roz-
poustéile pot¥ebrné pro rekonstituci.Tato jsou zpra-
vidla tek p*izphisobena odpovidajicimu lyofilizétu,
3¢ se p¥i smichéni ziskaji injekdni roztoky s vlast-
rostmi podle vypdlezu.Iyofilizdt whie obsahovat
tpln& nebo Géstedné potfebnd mmozstvi konservadnich
giridel,takZe se rekonstitmce v podsteté ppovadi
s destilovanou vodou pro injekéni ulely. Jinak Je
ale v principu moZné ,aby rekonstituéni roztok ob-
sahoval pot¥ebné mmozstvi konservalnich prost¥edki,
aby se ziskaly injekéni roztoky lédiv.V p¥ipadé
rultidédvkovich preparéti je to vyhodnéd varianta .

fpraeve zpisobu podle vyndlezu spoéiva v tom,
se se lidské proteiny rozpusti ve vodé s pot¥ebmy-
mi pomoenymi létkemi,Které obsa n3i. pot¥ebnd mmoZ-
stvi konservednich éinidel / af meximélné 6 %/, a
v pFipadd, ze je to potfebné,se zahfeji na teplo-
tu,kterou dotyény lidsky protein s ohledem na svou
stabilitu snese,aniZ by se p¥i tom inektivoval.
Konservaéni &inidlo se neché delsi dobu plusobit,
a3 je roztok v podstaté prostf zérodku, to znamena




aZ asi &tyfi hodiny, s vyhodou 10 winut ai dvé
hodiny. Potom se rcztok udinné latky naplni do
lzhvi a lyofilizuje., P¥i tom konservaéni &¢inidlo
zpravidla béhem lyofilizace odsublimuje nebo se
vipa¥i.Takto zlskané lyofilizdty poskytuji po
rekonstituci s béinymi rozpoustédly sterilni roz-
tok pro infizni & injekéni 4dlely.

Dobré snddenlivost injekéniho roztoku lidské-
ho proteinu se kromé jiného ovlivni i spriévrou
volbou hodnoty pH, kapacity pufru, titraéni aci-
dity a pufreénimi lédtkami obsaZenymi v roztoku.

Eorr{ hodnota pE roztoku nesmi se pohybovat
podstatné nad neutréinim bodem / todnota pH kree
se pohybuje mezi 7,2 a% 7,4/, protoze lidské pro-
teiny jeou v alkalické oblasti nestélé. Pro in -
travendzrni dévky vikazuji roztoky s vyhodou hod-
rotu pH asi 4,5 a% 7,4. Pro subkutdnni dévky jsou
vihodné roztoky s hodnotou pH asi 6 a% 7,4. In-
+ravendzni a subkutdnni aplikace se rozliduji
proto, protoze intravendzrim vzedmutim krve a
tufru obszfenéko v krvi je umoZnéno rychlejsi
vyrovnéni fyziologickych pomértu pH,neZz to kte-
ré mize nastat subkuténné. Vzhlederm k tormu, Ze
rychlost vyrovnéni a subkutdnni a intravenozni
aplikace se dé jedté zlepsit také co nejnizsd
kapacitou pufrn a co nejnizsi titradéni acidiou,
zédvisi p¥ijatelnéd minimélni hodnota pH rozioku
také jesté na téchto parametrech.Kapacita pufru
hotovékho aplikovatelného roztoku se pii tom po-
kybuje v rozmezi O a% 10 mVal/l a titradéni aci-
dits v rozmezi O a% 20 mVal/l. Zejména by kapa-




cita pufru rotovych aplikovatelnych roztoxl neme-
1a &init vice nez 6 mvalty/l a titradni acidite vi-
ce nez 10 mValu/l.

Tufradni kepecita se obecné definuje jako to
ekvivelentni mroistvi /vel/ kyseliny nebo louhu,
které je rutné,aby se hodnotz DE roztoku o orjeru
jednoho litru zménila o jednu.*ednotku pE.Jestli-
3¢ se pro titraci pouZiji monobasick cé kyseliny ne-
to béze, odrovidd udaj val/l pocuzité kyseliny ne-
to béze molérnimu mrozsivi mol/l této kyseliny.
Verledem k tomu,ze v pfedloZeném p¥ipadé vykazuji
pouzité roztoky hodnotu pH v kyselé oblasti, mhze
se alternativné kapacita pufru definovat také ja-
o to =mozsivi rap¥iklad 0,1 n roztoku aOH,které
je nezbyiné, aby se hodnota pH roztoku o objemu
jednoko litru zvi3ila o jednotku pE. Hoztoky 1é-
giv obsakmjiei lidské proteiny obsabuji p¥i sta-
noveni pufraéni kapacity bézné farmaceutické po-
moené prostfedky nebo nosice.

Stanoverd pufraéni kapacity 1é3iv obsahuji-
ci{ 1lidské proteiny se provadz vychadzeje od ho-
tovych aplikovatelnych 1ngekcnlch a infuznich roz-
toku ,které .obsahuji vedle 43inné 1étky pomocné
létky a p¥isady,k steré jsou jinak ve farmaceuti-
cké praxi obvyklé. Zpravidla maji roztoky kyse-
lou hodnotu pH pro stabilizaci proteint. Odpo-
vidaiici mnoZstvi béze se zjisti titraci baze-
ai ,pfitemz toto mnoZstvi jJe nezbytné k tomu,aby
se hodnota pH roztoku zvysila o jednotku pE.

Vihodné meze £ pufradni kapacity v infiznim
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o iniekdnim roziolu jsou pro intravenozni davku
5 do 2,4 ml 0,1 n louwtu sodného , s vyhodou aZ do
,5 ml. To odpovidd mroZstvi lovhu (,24 mmolu po-
${padé 0,05 mwold Pro subkuténni divku se s vyho-
dou pouzivéd az do 1 ml C,1 n roztoku LalkL, zeixzéna
pak 2% do 0,2 ml 0,1 n roztoku KalH. To odpovida
moistvi lo:hu a% do 0,1 mmolld, pop¥ipadé ai do
0,02 mmold.

Déle se ukdzalo, e je vihodné , kdyz hotové
aplikovatelné injekéni nebo infizni roztoky vyka -
=]

zuii co nejmensd{ titradni amiditu aZ do 5 mwa/l.

e
i

V¥hodné meze titradni acidity infiznich a in-
jekdnich roztokl Jsou pro intravenozni aplikaci ai
do 10 ml, s vyhodou a% do 5 ml, 3 wl nebo 1 1l 0,1 n
rozto¥ru NaOH. To odpovidd titradéni acidité az do
1 mmolu/l pop¥ipadé a2 do 0,3 mmoldy/1 nebo 0,1 mmo-
1%/1. Pro subkutdmmi aplikaci se s vihodou pouzi-
vé a3 5 ml, zejména pak a3 2 ml nebo a% 0,5 ml 0,1 n
roztoku FaOE. Titradni acidita &ini v tomto p¥ipa-
dé a3 0,5 mmold/l popfipadé a% 0,2 mmoll/l nebo
0,05 mmoll/l. -

Titraéhi acidita vop¥ipadé titratni bazicita
se obecné definuje jako to mnoZstvd loubu nebo ky-
seliny,které'jeAnﬁtné, aby se nastavila holnota
pE rozt-ku s objemem jednoko litru na hodnotu pH
xrve / asi 7,2 a® 7,4 /. V pfedlozeném p¥ipadé mi-
5e titradéri acidita byt elternativné definovéna
také jako mnozstvi nap¥iklad 0,1 m roztoknm NalH,
které je nutné, aby zvysilo hodnotu pE litru roz-
toku na hodnotu pE krve / asi 7,3/.Roztoky 1é8iv
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obsanuiici lidsky protein obsahuji p¥i stanoveni
pufradni kapacity béiné farmaceutické pomocné nebo
pridavné létky. Zpusob stahoveni titradni acidity
se provddi analogicky jako stanovenipufrabni kapa-
city, tim,ze se vyehdzi od hotovych aplikovatelnych
injekinich a infiznich roztokl a urdi se to rnoz -
stvi bdze,které je nutné, aby se nastavila hodnota
TH Toztoku asi 7.

Tot¥ebri oblast pH pro pokud mozno bezbolest-
né& aplikovatelny jinfiznd a injekéni roztok se pohy-
buje v zévislosti na prévé pouzitém lidském protei-
nu v kyselé nebo neutrélni oblasti.Infizri nebo in-
sekéni roztoky maji hodrotu pH v oblasti asi 2 ai
7,4. S vihodou se pouZivaji roztoky s hodnotou pH
asi 3,8 a% 7,4, pridem? jako dolni meze p¥ichazdi
v “vahn zejména hodnoty pE 4,5 at 6,0, s vyhodou
5,5 a% 6,0, Jako horni meze oblasti pH se pouziva-
31 hodnoty pE roztokld, které se pohybuji v blizko-
sti hodnoty pH krve. Pro intravenozni aplikace se
s vihodou pouzivaji roztoky s hodnotou pE 6 az T,4,
zeiména pak 6,8 aZ T,2. Fro subkuténni aplikace se
pouzivaji s vyhodou roztoky s hodnotou PE 6,5 az 7,2,
zejména pak 7,0-35 Ty2e

Kromé p¥irozeni se vyskytujied formylidsky¥ch
proteinfi se mohou pouzivat také vhodné muteiny. Pod
pojmem "muteiny " se zpravidla rozumi takové lid-
cké proteiny, jelichi seguence aminokyseliny se li-
51 od p¥irozené sequence minimdln& jednou aminoky-
selinouTyto rozdily mohou spodivat v tom,2ze se
jedna nebo vice , s vyhodou 1 aZ 10 aminokyselin
v pfirozené sequenci vyméni ze jiné aminokyseliny,
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reho, Ze se jedna nebo vice anminoxyselin p¥ipo
X T-termindlnimu nebo C-terminélnimu Xonci poprira-
d% také oddéli. Fotom se rluvi o I-termindlnich ne-
bo C-termindlnich prodicuzenich pop¥ipadeé K-termi-
réinfch nebo C-termindlnich deletacich.Dfive uvede=-
né mofrosti se daji spolu pop¥ipadé také kombino-

vat, to sramenéd L-terminilni konec pPirozené se-

quence se mhZe nap¥iklad prodlouZit za souéasného

ckréceni C-termindlniho konce, p*icemZz se€ pop¥irede

teké muie vyménit jedna nebo vice aminokyselin za
jiné aminokyseliny. S ohledem na okamZzity smér in-
dikace by mély takto ziskané fragmenty vykazovat

v podstateé ste jné zékxladni terapeutické vlastno-
sti o udirky jako p¥irozené 1idské proteiny.

Vieobecné se pojeﬁ v yekcxbinentni " t¥kéd ta-
kovych 1idskfch proteinl,kterée se vyribi pomoci
rekombinantri DRA-tecknologie. Iyto zplsoby zakrnu-
i klonovani genu,ktery koduje stévajici lidsky
protein, inserci odpovidajici cINA nebo genomidke
TNA ve vhodném vektoru, Jjako nap¥iklad v bakteridl-

im plasmidu, a transformaci téchio rekombinantnich
plasmldu ve vhodryck bOStltCISKTCh punkéch., Xlono=-
vany gen se potom V hostitelské bunce exprimuje a
odpovidajied llﬁSK’ protein se izoluje o sobé zné-
Iym zplsobem.

Kapalnéd nebo lyofilizovanéd létiva obsahuji po-
¥ipadeé bésné farmaceutické pomocneé 12tky Jjako na-
flklad stabilizadéni prost¥edky nebo orgenické hy-
ni polymery. Jako stebilizadni prostredky se
hodi nap¥iklad oligosacharidy, jako nap¥iklad cu-
xroza,tetraloza,laktoza,dexirany s molekulérni




vrotnosti zsi 10.000 z3 £,000.000 . Organické hy -
drofilni polymery ZIsou mekrowole-uly sé zékladni
uhlovodikcvou kostrou, kteréd je vysitevéna z hy-
arofilnich monomernich jednotek , které popiipa-

d¢ maji polédrni boéni skupiny, jako nap¥iklad poly-
ethylenglykol nebo polyvinylpyrrolicon. P¥ipravky
1€8iv obsahu:i dédle pufry béiné ve farmacii, jako
nap¥iklad fosforednany alkalickych kovu / fosfo =
rednan sodnj nebo fosforeénan draselny popZipadé
jeiich hydrogensole nebo dikydrogensole /, sole or-
gerickfch nebo anorganickych kyselin nebo aminoky-
selin. Slozernd rihznich pufradénich 1létek v receptuTe
je zvoleno tak, aby rezultovala co nejmenséi pufra=-
&ni kepacita hotovich aplikovaselnych injekénich
nebo infiznich roziokd . To se mize cosdhnout i
tak,%e se pouZije co nejmendi moistvi pufraéni
14+tky, priéemZ by zejména nemélo celkové mnoZstvi
pufru pfekroéit koncentraci v roztoku lééiva

100 mmol/l. S vihodon se pufradni létky pouiive-
s{ v koncentrasci 10 a2 100 mmolil/1, zejména pak

10 a3 60 mmolii/l. V obmnéné k tomu je také toiné,
zvolit jednotlivé pufralni ldtky tek,aby se na -
vzéjem kompenzovaly ve svémwﬁ@inku pohytujicim se
v podsteté v kyselé nebo zésadité oblasti pufru.

V tomto piipadémﬁie celkové mnozstvi pufraénich
14tek v hotové aplivovatelné formé 1léku &init aZ
200 mmolw/I.

Iyofilizovaend lééiva obsahuji s vjhodou déle
rrostfedek napoméhajici vytvéfet kostru,ktery p¥i
zrrznuti vodného rozioku vytvéfi krystalickou ma-
trici,kterd zlistévéd stebilni 1 béhem nésledujici
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V tomto smyslu p¥ichézi v Uveku jeko vhodné prostled-
cy napomdhajici vytvé¥et kostru manitol nebo glycin,

Takto vyrobenéd lé&iva se dosté
s virodon ve formé lyofilizéd+td, loh
Sako jednodévkové preparaty,piicexz v irjekéni lzhe-
viéce,arpulce nebo podobné je p¥itomno uréité moz-
stvi 1idskéno proteinu a lyofilizit se rozpusti p¥i-
davkem odpovidajiiciko mnoZstvi rekonsti tuéniho roz~
1% obsahovat urgité

€

+oku.Rekonstitudni roziok e
T~
LJ

mnoistvi louku,které je nezbytné, aby se nastavila

.

pezadovand holnota pH in niekéniho rozitoku. Vedle to-

(‘

”

Yo mohou bt t pouzity béZné isotonické p¥isady.lyo-
£ilizét mhze Jinak ji% zcela nebo Céstelné mnoi -

’,

stv{ bazickych &iridel potfebnych pro nastaveni
vyhodné oblasti pH,tekie se rekonstituce provédi
v podstaté destilovanou vodou pro injekéni 1ucely.
Déle mhde jak lyofilizét tak i rekonstitudni pro =
ct¥edek obsahovet prostfedky ,které zaruduji vyro-
bu isotonického rozicku.

Rekonstituoveny Toztok se potom matéhne do
injekéni st¥<kadky a miZe se p¥imo aplikovat paci-
ertim. Tak zvené preparity s jednou ddvkou obsa-
ruji napfiklad TEAEPO v mnoZstvi 500 az 2C.000 ,

s vynrodou 1.000 4 2.000,5.000,10.000 nebo 15.000 U.
V p¥iped® odpovidajiciho vétsiho pouzitd lidského
proteinu se mohou vyrdbét i multidévkové preparity.
V tomto pripadé se pouzije vétsi objem / asi 5 az
10 ml/ rekonstituéniho roztoku,piifemZz tento roz-
tok je potom pouiitelpy pro vice aplikacd¥nofstvi
1idskéro proteinu,které se mZ aplikovat xuie byt




v torto p¥ipadé stenovenou léra¥em irdividudlné,po-
r¥ipadé mtize byt pouiito pro vice aplikaci u ruz -
ny¥eh pacienti.

Specifickd aktivita EZPO pouzitého EPO pro vy-
robu iriekénich nebo infiznick roztokh ¢&ini s vi-
hodou asi 160.000 IU na absorplni jednotku pIi 280 nm
/ srovn. EP 0 209.539.

Injekérni rozioky obsahujici lidsky protein
obsahuii krpmé Uéimnné létky ve vodé rozpudténé po-
mocné 1étky, ke kterym vedle jiZ zminénjch stabilizé-
tord,pufri, pat¥i kowplexotvorni ginidla a sméée -
dla. Pufry se poufivaji v koncentracich asi 1 aZ
asi 100 mmolty/1. Upot¥ebitelné hodnoty pH roztokl
se pohybuji asi mezi 4,5 aZ asi 7,4 u intravendznd
aplikace pop¥ipadé mezi asi 6,0 aZ asi 7,4 p¥i
subkuténn{ aplikaci.Horni mez se pohybyp v oblasti
hodnoty pH krve / 7,2 2% 7,4 . Vy$sim hodnotdm pH
je rodno se vyhrout, protoZe lidské proteiny ze -
json v alkalické oblasti zpravidls stédlé.

P¥ikladvy provedeni vyrilezu -

Déle je vyndlez podrotné popsén pomoei p¥i -
¥ladd. Jako udinnd ldtka se jsko zédstupce t¥idy
lidskych proteintt nyrni pouivéd rh-EPO a G-CSE.
Stejné tak ale mohou b¥t pouzivény i jiné lidské
proteiry.

Pro virobu injekénich roztokl,pouzitelnych
u vynddezu, se ve sterilnim, michadlem opatfeném
VoA - dvouplédtovém kotli rozpusti ve vodé pomoce-
ré latky. Elavei powocné létky jsou pufry, komple-




-

votvornd &inidla, stablizétory a srééedla. Fro na-

staveni fyziclogicky optizflni oblasti pro irtrave-
’ -~

nézni a subkutdénrd pouiiti se jako pufry hodi ze-

’

imena glykokol,natrlumcztrét,prlmarnl fosforeénan
draselny, sekundérni fosforednan sodny, karbondt
a2 sole aminokyseliny, kromé tcho sodné a draselné
sole kyseliny jableéné, kyseliny maleinové,kyseli-
ny fumerové, kyssliny vinné a2 kyseliny asparagové

s kombinzce téchto 1léditek. FPufry se pouiivaji v kon-
centreei asi 1 a# asi 100 mmolty/l rozioku. Udirné
14tka se pridévé k roztoku a doplni se na konedlny
objer a promichéd, Roztok vérky se sterilné zfiltru-
je pres mexbrénovy filtr s velikosti pord 0,2 m.
Eoztok, ksery se p¥i tom ziskd se naplni po 0,5
ml za aseptickych podrinek do irjekdnich lahviéek
a potom se sudi v lyofilizagnim za¥izendi,

VYse popsané receptury jsou stédlé i jako ho-
tové injekéni roztoky. F¥i jejich vyrobé se ziska-
ny roziok nelyofilizuje,nybri se po sterilizaci p¥fi-
" mo paplni do ampulky nebo igjekéni lahvitky s obje-
mer asi 1 ml na nédobku. _

Pro vyrobu farmaceutickyech podévacich forem ,
které obsahuji IIGSKE proteiry,se pouzivajd béziné
farmeceutické pomocné prostfedky a prisady. Déle
se mohou p¥iddvat stabilizdtory nebo solubilizadéni
prost¥edky , Jako nap¥iklad bazické aminokyseliny
arginin, lysin nebo orrithin., Jako aminokyseliny
se pridéveii zejména glycin,leucin,isoleucin,
threonin,glutamin,kyselina slutamirové,kyselina
aminooctové, fenylalanir, jakoZ 1 dz1lsi sminoky-
celiny uvedené v patentovyich p¥inlégkdch ZP 0 430
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200 peto EP O 306 824,které slouii ke stabilizacil
nebto solubilizaei prcteinu a kromé toho se mohou
rourivat i jako pufradni 1étky. Dévkoveci forma
se mize prodévat jako lyofilizét nebo 1 jako po-
rotovostni injekéni nebo infizrni roztok.

P¥i virobé farmeceuiicke zabalené jedanoiky
se podédvaci formy opat¥uli zpravidla pFibalenym
1{stkem, na kterém je mimo glne obsaien odkaz

na to, ze infuzni nebo 1rgekcn1 roztoky wroZnuii
dob¥e spesitelnou, bezbclestnou aplikaci.

pomoci nisledu’icich p¥ikladl se maji roz-
toky lidského proteinu pro mltidédvkové néddotky
a jeiich vyroba jedté presnéji popsat.U roztoks
se jednd o takove roztoky, které jeko lidsky pro-
tein obsakbuji EPO mebo G-CSF. Stejné tak se mohou
pouzivat ale i jiné lidské proteiny.Vyrobené re-
ceptury Jsou pfedloZeny Jako lyofilizdty nebo
jako kapalné prlprsvky, které p¥i skladovanl v
chladnidee asi p¥i + 4 °C 2% asi + g ° vydrzi vie-
ce let stélé.

Pr{klad 1 : ZF0 £.000 jednotek sucké injek-
sni ldtky / pouziti pro 35.000 lahvitek/
Ve sterilnim, michadlen opat¥eném V24 -dvou-

p1é53ovén kotli o obsahu 100 1 se rozpusti né-
sledujici pomocné latky:

moéovina 700,0 g 70,0 g 0 g
natriumechlorid 70,0 g 70,0 g 76,0
Tween 20 7,0 g 7,0 g 7,0
ckloreton 70,0 g 70,0 g 70,0
ratrivmdihydrogenfosfédt _

x 1H,0 38,4 g 38,4g 38,4
agnctrlumkwarogen¢osfat

x 2E0 350,0 g 350,0 g 350,0
kaleiumehlorid x 2H-O 3,4 g 0,42 g -

clyein 105,0 g 105,0 g 205,0

og 0%




L-leucin 140,0 g 140,0 g 140,0
I-isoleucin 140,0 g  140,0 g 140,0
I-threonin 35,0 g 35,0 g 35,0
I-glutaminové kyseliny 35,0 g 35,0 g 35,0
I-fenylalanin 70,0 g 70,0 g 70,0
voda pro iniekéni tlely ad 70,0 1 70,0 ¥ 70,0

Ke 30 1 tohoto pomocrného roztoku se p¥idéd
214,3 ml S3arze suroviny erythropoietinu a doplni
se na konelry objem 35 1 a prozmiché. Zbylym po-
mocnym roztokem seé vypléchre filtraénd systém.
Roziok vérky se sterilné ziiltruje p¥es membri-
rovi filtr s velikosti pord 0,2 um. Sterilné
zfiltrovany roztok se naplni _dol =1 .. irjekénich
1ahvidek za aseptickych podminek a neché se zmrze-
nout v za¥izeni pro lyofilizaci.

Receptury popsané v piikladu jsou stabilni
p¥i sklacovéni jak ve formé lyoii lizétun tak i ja-
¥o hotové injekéri roztoky.

P¥{klad 2 : BEFO-1lyofilizdt 5.000 U a 10.000 U

sloZky: -

erythropoietin 5.000 T 10.000 T
kalciumchlorid‘z 2H,0 0,151 mg 0,302 mg
natriumchlorid 2,500 mg 5,000 mg
polysorbét 20 0,250 mg 2,500 mg
natriumdihyérogenfosfat )
X lHZO 1,190 mg 2,380 mg
dinstriumhydrogenfosia

x 2E,0 9,965 mg 19,530 mg
kyselina aminooctové 37,500 mg 75,000 mg
l-leucin 5.000 mg 10.000 mg
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L-isocleucin 5,000 nmg 1C,0C00 mg
I-threcnin 1,25C nmg 2,50C mg
I-glutamirovd kyselina 1,250 mg 2,500 mg
L-fenylalanin 2,500 mg 2,500 mg
voda pro injekéni udely ad 2,14 - 4,18
5,35 ml 16,70 ml

V¥robs lyofilizdtu se provadi v souladu s pfed-
piser uvedenym v p¥fikladu 1 s tim jedirym rozdilem,
e se pred lyofilizaci narpini do -2 ml 1lakvicdek,
ale do 0,5 ml lahvidek.

Tyto lyofilizéity se p¥ed pouzitim rozpusti do-
t¥e snéSen’¥mi rekonstitudénimi roztoky obsahujicimi
konservaéni 12tky : chlorbutanocl 5,0 mg,voda pro
injekdni ugely ad 1,0 ml. Alterrativné se mohou po-
uzivat i roztoky benzrlalkokolu / asi 4 aZ 5 mg/ml/
ze p¥isady berzalkoniuvmechloridu / asi 0,01 aZi 0,05

mg/ml/.

P>»iklad 3 : hotové injekdni roztoky s ZEPO

slozgy: 1.000 U/ 2.000 U / 5.000 U/ 10.000 U/
ampulla arpulka armpulka ampulka

EPO 1.0C0 T 2.000 U 5.000 U l0.000-U
nodovina | 5,00 m;g 5,00 mg 5,60 mg 5,00 mg
polysorbét 20 0,10 mg 0,10 ng 0,10 mg 0,10 mg
NaCl 0,50 mg . 0,60 mg 0,60 mg 0,60 mg
NaE,F0,.28,0 0,31 mg 0,62 mg 0,62 mg 0,62 mg
NaQEEO4, 12 B0 5,03 mg 10,06 mg 10,06 mg 10,06 mg
CaCl, , 2H,0 0,04 mg 0,08 mg 0,08 mg 0,08 mg
kyselina amwino- _ '
cetevéd 7,50 mg 15,00 mg 15,00 mg 15,0 mg
kyselina Idtiglu-
tamincva 0,25 mg C,50 mg 0,50 mg
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I-leucin 1,00 mg 2,0C mg 2,00 mg

-
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L-isoleucir 1,00 mg 2,00 mg <,00 mg 2,00 rg
I-fenylalanin 0,50 mg 1,00 nmg 1,00 g 1,00 mg
I-threonin C,25 mg ¢,50 mg 0,50 mg 0,50 mg
voda pro irjekéni

vEely ad 1l ml 1 =1 1 rml 1 ml

7pisob vyroby se 1isi od zrheobu,ktery byl pouzit
v p¥ikledu 2 jen tim, Zze se€ ziskary roztok nelyofilizu-
je , oybri se p¥imo naplni do ampulky nebo injexéni lak-

vidky po 0,5 ml na nédobkue

Tyto injekéni roztoky se pred poufitim z¥edi 0,5 ml
nebo 1,0 ml konservadniho, dobTe sné&enéko roztoku s
nésleduiicim slozenim 3 benzylalkchol 5,0 mg , voda
pro iniekéni uéely ad 1,0 ml. Alternativné se mohou
pousit i roztoky berzylalkoholu / asi 4 aZ 5 mg/ml/ za
¥{sady benalkoriumchloridu / asi 0,01 2% 0,05 mg/l.

‘d

P¥{klad 4 : roztoky rhG-CSF s pE 2,5

rhG-CSF 0,175 mg
natriumchlorid 1,500 mg
polysorhét 30 0,050 mg
kyselina arincoctové p.a. 5,750 mg
I-leucin 0,500 mg
I-iscleucin , : 0,500 mg
1-threonin - 0,125 mg
kyselina I~glutamihové 0,125 mg
I-fenylalanin 0,250 nmg
¢l 0,1 molédrnd 0,000 mg

voda pro injekéni udely +4°3 025 mg
# & 4
1~c>d*"0't:a pﬂ‘roz»oku pro inj ‘exeni uéely rekonstituo-

veného v O,J ml vody : 2,5.
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rto inierBni roztoky se pfed poufitim z¥edi 0,5 ml

1

10
o

neko 1,0 w1l konservadniho ,dob¥e snddeného roztoku s né-

| 54

1
sleduiicim slofenim : bexnzylalkohol 5,0 mg, voda pro in-
jekdéni d3ely ad 1,0 ml, Alternativné se mohou pouZit i
roztoky benzylalkonolu / asi 4 a% 5 mg/ml/ za p¥isady

benzalkoniumehloridu / asi 0,01 a% C,05 =g/1 /.
P#iklad 5

Receptury G-CSF s hodnotou pH 4,5

rhG-CSF 0,175 ng
natrivmehlorid 1,500 mg
polysorbét 30 0,050 mg
kyselina aminococtovad

Dra. 65,5650 mg
I-leucin C,500 mg
I-isoleucin 0,500 mg
T-tkreonin 0,125 mg
kyselina L-glutaminové 0,125 mg
I-fenylalanin 0,250 mg
Ta0H 0,1 moldrrnd

ad pH 4,5 0,000 mg
voda pro injekéni .
hsely . +492,255 mg

Fodnota pH roztoku rekonstituovaného v 0,5 ml vody
pro injekdéni udely : 4,5. Tyto injekéni roztoky se p¥ed
pousitim zzedf 0,5 ml mebo 1,0 ml komservaéniho,dod¥e
sné&eného roztoku nédsledujiciho slozeni:benzylalkohol
5,0 mg, voda pro injekéni ulely ad 1,0 ml. Alternmativné
se mohou poufit i,roztoky benzylalkoholu / asi 4 aZ 5
mg/=l / ze p¥isady benzalkoniumehloridu / asi 0,01 aZ
0,05 mg/ml.
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Tufradéni kapacita : 3,0 mrolu/l KalE / 30 ml
¢,1 n FaOR/

Titradni acidita: 5,0 mmols /1 HalH / 50 ml
0,1 n KalOH/

F¥ixlad 6

receptura pro G-CSE s hodnotou pE 3,8 az 4,0

rhG-CSF 0,175 mg
natriumchklorid 1,500 mg
polysorbat 80 0,050 mg
kyselina aminooctové p-a- 5,750 mg
I-leucin 0,500 mg
L-isoleucin 0,500 mg
Lethreonin 0,125 mg
kyselina I-glutaminovd - 0,125 mg
I-fenylalanin 0,250 mg
EC1 0,1 molérni ad pE 3,8a% 4,0 0,000 mg
voda pro injekdni ulely " +493,025 ng

Hodnota pH roztoku rekonstituovaneho ve vodé
pro injekdéni 1ugely / v 0,5 ml / : 3,9 . Tyte. in-
jekéni roztcky se p¥ed pouzitim z¥edd konservatnim,
dob¥e snéSenym roztokem S nisleduiicim sloZenim:
benzylalkohol 5,0 mg, voda DTO injekéri tutely ad
1,0 ml. Alternetivnd se mohou poufit také rozioky
bernzylalkoholu / asi 4 =% 5 mg/ml/ za p¥isady ben-
zalkoniumehloridu / asi 0,01 2% 0,05 mg/Bl/.

Pufradni kapacita: 5,8 mmoli/Z XalH / 58 ml
0,1 n NaOH/

Titraén{ acidita : 10 mmold/1 FalE / 100 ml 0,1 nmn
NaOH/.
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Friklad 7

Receptury G-CSF s ph 4

rhG-CSF 0,175 nmg 0,175 mg 0,175 mg
nodovina 2,500 mg 2,500 mg 0,000 mg
natriumchlorid 1,500 mg 1,500 mg 1,500 mg
polysorbdt 80 ¢,050 =g 0,050 mg 0,050 mg
kyselina aminoocto- )
vé p.a. 3,750 =g 5,550 mg 5,750 mg
I-leucin 0,500 mg 0,500 mg C,500 mg
I-isoleucin 0,50C mg 0,500 mg 0,500 mg
1-threonin 0,125 mg 0,125 mg 0,125 mg
kyselina I-gluta-

rinové 0,125 mg 0,125 mg 0,125 mg
L-fenylalanin 0,250 mg 0,250 mg 0,250 mg
voda pro injekéni

téely +4592,525 mg +492,975 mg +4393,025 mg

Honota pH formy
lyofilizétu,rozpusté-
név 0,5 ml vody pro
injekéndi tcely 4,0 4,0 4,0

Fufradéni kepacita: 5,8 mmold/1 NaOH /58 ml 0,1 n
NaOH/

Titradni acidita : 10 mmolty/1l NaOH / 100 ml O,1 n
Na0E/ .

Receptury popsané v pFikladech 1 aZ 7 jsou sta-
biln{ p¥i skiadovéni jak jako lyofilizédty tek i Jako
totové injekéni roztokye.
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ici se tim , Ze se p¥i

€ Je

virobs 1é¢iv p¥idd nejméné jedno konservadni &ini-
dlo vybrané ze skupiny cklorbutarolu, berszylalkoho-
lu,benzalkoniumchloridu nebo kombinace téchto létek
a koncentrace ionservaénich giridel v roztoku &ini

0,001 a2 2 % / hmot. % ku % obj./.

2. Zpusob podle ndrokul , vyznadé¢uji-
cf se tim, %  kxoncentrace konservaéniho
ginidla v injekénim nebo infiznim rogicku &ini C,01
az 1 % .

3, Zplisob podle nédroku 1 nebo 2 , vy zmnacu-
54dci se tTim , Ze se konservalni &inidlo
pouzivé ve formé kombinace nejuméné dvou korservadnich
&ini dej.o

4, Zphsob podle jednoho z nédrokd 1 a%z 3 , Vv y =

zned¢ujicdi se tim , 2e koncentrace
chlorbutanclu v injekénim nebo infiznim roztoku &ini
2 az 5 mg/ml.

5. Zptisob podle jednoho z ndrokd 1 aZ 3 , vV y =
znadédujicdi se tim , Zze koncetrace
tenzylalkoholu v injekénim nebo irfuznim roztoku ci-
ri 1 a2z 5 ml.

-~

€. Zpusob podle jednoho z nédroxi 1 aZ 3 , vy -




znadéujici se ti1inm, 22 Xoncentrace
bterzalkoniumchloridu v injekénim nebo infizrnim
rozioku &éini 0,01 az C,05 mg/ml.

7. Zpisodb podle jecdnoho z zéroklh 1 aZz 6 ,v y -
znadujici se tim , 3ze se jako li=~
dské proteiny pouzivaji XF0,G-CSF nebo proteiny
s Uéinkem podobrfm uUlinku aktiviétoru plasminogenu.

8. Zplsob podle jednoho z nédroku 1 a2z 7, v y =
znadtujici se tim , 2 pufraéni ka-
pacita formulaci 1édiv se nastavi na kodnotu az do
10 mval/l. |

S. Zphsob podle jednoho z nérokli 1 a% 8 ,v y =
znadtujici se tinm ,
dita hotovych aplikovatelnjych 1é&iv je nastavena
na hodnotu aZz do 15 mVal/l.

Ze titradéni aci-

- 10. Zpusob podle néroku 8 nebo 9, Vy z n a -
dujieci se tim , z2e se pro nastaveni
pufradni kapacity nebo titradéni acidity p¥idd.
dob¥e sné3end pufradni létka ze skupiny glykokolu,
natriumeitrétn,fosforedénant alkalickych kovi,kar-
'bonétﬁ'alkaliqkﬁch kovl, soli aminokyselin ,soli
alkalickycek kovi kyseliny jableéné,kyseliny malei-
nové, kyseliny fumarové,kyseliny vinné, kyseliny
asparaginové mebo kombinace téchito ldtek,
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