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Den foreliggende opfindelse angar stabiliserede interferonpraparater
der er ejendommelige ved at de indeholder en phosphatpuffer, der
sikrer en pH-vardi pd 6,0-9,0, iszr en pH-vardi pa ca. 7,5, og som
har en phosphatkoncentration pa 500-1000 mmol/liter, iszr 1000 mmol/-
liter og/eller en koncentration af polyphosphat pa 25-100 g/liter,
iser 50 g/liter,. en fremgangsmide til fremstilling deraf samt an-
vendelse af et sadant praparat til fremstilling af et praparat til
terapi eller profylakse af sygdomme, isar til terapi eller profylakse

af virusinfektioner, immunregulatoriske anomalier eller neoplasier.

Til interferoner regnes en gruppe proteiner, som findes i kroppen og
har antiviral og immunregulerende virkning. Den antivirale virkning
opnis imidlertid ikke ved en direkte indflydelse pa selve viraene,
men ved indvirkning pa disses malceller med henblik pa en beskyttelse
mod virusinfektionen. Ud over den antivirale aktivitet kan interfero-
nerne have iagttagelige virkninger pa kraftsvulster, som ger dem
egnede til anvendelse inden for kraftterapi, og de pavirker kroppens
eget immunsystem, idet de fx aktiverer makrofager og NK-celler og
forstarker ekspressionen af forskellige immunologisk betydningsfulde

bestanddele i cellemembranen.

Interferoner (IFN-a, -8 og -y) kan i dag takket vare rekombinant DNA-
teknologi fremstilles ad mikrobiel vej i mangder, som tidligere trods
de sterste anstrengelser ikke kunne tilvejebringes ved isolering fra
naturligt materiale (leukocyter, fibroblaster, lymfocyter) og op-

rensning.

Ferst denne nye teknologi har derfor &bnet vej for den intensive
kliniske afprevning og eventuelle brede terapeutiske anvendelse af
interferonerne og muligger en tilstrazkkelig forsyning med de aktive

stoffer til personer, der skal behandles.

Blandt humaninterferonerne er IFN-y det mest ustabile protein, hvis
biologiske aktivitet hurtigt gar tabt ved lagring, frysning eller
lyofilisering. Denne ustabilitet vanskeligger i betydeligt omfang
fremstillingen, oprensningen, lagringen og den terapeutiske anvendel-
se af IFN-y. Stabiliseringen af dets biologiske aktivitet spiller

derfor en sarlig vigtig rolle. I sammenligning med IFN-y er humanin-
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terferonerne o og B relativt stabile proteiner og kan oprenses,
lagres og anvendes til terapi uden noget navnevardigt tab af biolo-

gisk aktivitet.

Til stabilisering af interferoner, isar IFN-y, er der tidligere
overvejet forskellige hjzlpestoffer. Siledes beskrives stabilisering
af interferoner med propylenglycol i USA patentskrift nr. 4.483.849.
Det har dog vist sig, at propylenglycol ikke kan anvendes effektivt
til stabilisering af rekombinant IFN-y. Ogsad stabilisering af IFN-vy
med bovint serumalbumin (Rinderknecht et al., J. Biol. Chem. 259,
6790-6797 [1984]) er blevet prevet og har ikke vist sig at vare
effektiv. Stabilisering af IFN-y ved hjzlp af 0,1% BSA og 0,5% gela-
tine (Devos et al., J. Interferon Res. &4, 461-468 [1984]) er lige-
ledes kendt. For at forhindre et aktivitetstab md sddanne praparater

dog til stadighed opbevares ved -70°C.

Fra DK 5658/82 og Cryobiology, vol. 16 (1979), 301-304 kendes inter-
feronpraparater, der indeholder et phosphatpuffersystem med en pH-
vazrdi pid henholdsvis 6,5-8 og 7. Desuden har phosphatpuffersystemet i
ovennavnte reference fra Cryobiology, en phosphatkoncentration pad
0,1M. Imidlertid er der i ingen af ovennazvnte referencer nogen hen-
visning eller antydning til, at et phosphatpuffersystem med haj
phosphatkoncentration pa 500-1000 mmol/liter og/eller polyphosphat

kan bevirke en interferonstabilisering.

Ifolge opfindelsen har det vist sig, at interferoner i narvarelse af
en hej koncentration af phosphat og/eller polyphosphat udviser en
fortraffelig stabilitet, siledes at interferonerne kan opbevares i
oplesninger ved 2-8°C uden navnevardigt tab af biologisk og immuno-

logisk aktivitet.

Den foreliggende opfindelse angar siledes et stabiliseret interferon-
praparat, der er ejendommeligt ved, at det indeholder en phosphat-
puffer der sikrer en pH-vardi pi 6,0-9,0 isar en pH-vardi pid ca. 7,5,
og som har en phosphatkoncentration pa 500-1000 mmol/liter, isar 1000
mmol/liter og/eller en koncentration af polyphosphat pid 25-100 g/li-

ter, isar 50 g/liter, samt en fremgangsmade til fremstilling deraf,
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ved hvilken en interferonoplesning tilsattes phosphat og/eller po-

lyphosphat i overensstemmelse med ovenstaende.

Stabiliseringen af przparatet ifslge opfindelsen kan anvendes pa alle
interferoner eller polypeptider med interferonlignende biologiske
egenskaber samt pa blandinger, der indeholder en interferon eller et
sadant polypeptid. Fortrinsvis anvendes den med humaninterferon.
Humaninterferonet kan vare et naturligt eller rekombinant leukocytin-
terferon (IFN-a), fibroblastinterferon (IFN-8) eller immuninterferon
(IFN-v). Ogsi sikaldte hybride interferoner, hvor fragmenter af to
eller flere native interferonarter er forbundet, kan stabiliseres ved
fremgangsmaden ifelge opfindelsen. Et sarlig foretrukket humaninter-
feron i narvarende sammenhang er IFN-vy, isar rekombinant IFN-v,
fortrinsvis IFN-y DO eller IFN-y D3. Betegnelserne DO og D3 tjener
til skelnen mellem de sidstnazvnte interferoner, idet DO betegner et
rIFN-v, hvis N-terminale aminosyresekvens begynder med Cys-Tyr-Cys
eller Met-Cys-Tyr-Cys, hvorimod der ved D3 forstds et rIFN-y, som er
forkortet med Cys-Tyr-Cys, og hvis N-terminale aminosyresekvens

begynder med Gln eller Met-Gln.

Interferonindholdet i praparaterne ifelge opfindelsen er ikke kri-
tisk. Koncentrationsomrddet strzkker sig over flere tierpotenser, og
den everste vardi begranses i det vasentlige kun af det pagzldende
interferons opleselighed. Med hensyn til humant IFN-y kan der fx
blive tale om koncentrationer pd op til 108 enheder (E)/ml, idet et
foretrukket omrade er 44103 - ca. 106 E/ml.

Przparaterne ifelge opfindelsen kan anvendes til fremstilling af et
farmaceutisk praparat til terapi eller profylakse af sygdomme, isar
til terapi eller profylakse af virusinfektioner og immunregulatoriske

anomalier eller neoplasier.

Phosphatpuffersystemet er siledes indrettet, at det opretholder en pH
pa 6,0-9,0, fortrinsvis 7,5, og har en phosphatkoncentration pa 500-
1000 mmol/liter, fortrinsvis 1000 mmol/liter. Som phosphatkilde kan
der anvendes kaliumphosphater og natriumphosphater, fortrinsvis
dinatriumhydrogenphosphat og mononatriumhydrogenphosphat. Et sarlig

foretrukket phosphatpuffersystem er siledes tilpasset, at der sikres
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en pH pid ca. 7,5 og har en phosphatkoncentration pa 500-1000 mmol/-
liter, isar 1000 mmol/liter, samt 25-100 g/liter, fortrimsvis 50

g/liter, polyphosphat, isar kaliumpolyphosphat.

Polyphosphatoplesningerne med pH 7,5 anvendes i en koncentration pa
25-100 g/liter, fortrinsvis 50 g/liter polyphosphat, isar kaliumpo-
lyphosphat.

Opfindelsen belyses narmere ved nedenstdende eksempler.

De i eksemplerne anvendte kemikalier var til analysebrug eller af

hojeste renhed.

Alle de interferoner, der kan stabiliseres ved fremgangsmaden ifslge
opfindelsen, isazr det i eksemplerne anvendte rekombinante IFN-y D3
kan fis i ren form ved kendte, i litteraturen beskrevne fremgangs-

mader eller ved fremgangsmiader, som er abenlyse for fagfolk.

Til bestemmelse af den immunologiske aktivitet af det rekombinante
IFN-vy D3 blev der anvendt en enzymimmunologisk test (IFN-y-EIA), der
svarer til den enzymimmunologiske test, som er beskrevet af H. Galla-
ti til bestemmelse af humant leukocytinterferon 1 J. Clin. Chem.

Clin. Biochem. 20, 907-914 (1982).

Til stabilitetsanalyse af IFN-y blev oplesninger med 4000-10000 E/ml
IFN-v og de tilsatningsstoffer, der skulle underseges, inkuberet i
glasampuller ved 37°C og efter visse tidsrum blev den immunologiske
aktivetet af IFN-v, der var tilbage i den inkuberede IFN-vy-oplesning,
bestemt ved IFN-v-EIA.

Opfindelsen belyses narmere under henvisning til tegningen, hvor fig.
1 viser stabiliteten af den immunologiske aktivitet af IFN-y afhangig
af puffersystemet og pH-vardi. 6000 E/ml IFN-y blev sat til hver af
0,1 mol/liter natriumacetat pH 2,0-6,0 (® B), natriumphosphat, pH
5,5-8,0 (@w), og i TRIS/acetat, pH 7,2-9,0 (& &) og inkuberet i
lukkede glasampuller ved 37°C i 2 dage. Den immunologiske aktivitet
af IFN-y blev bestemt for inkubationen samt 1 og 2 dage efter inkuba-
tionen ved IFN--y-EIA.
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Fig. 2 viser stabiliteten af den immunologiske aktivitet af IFN-vy 1
500 mmol/liter natriumphosphat afhangig af pH-vardien. 10000 E/ml
IFN-vy blev sat til 500 mmol/liter natriumphosphatpuffer med en pH pa
4,5-10 og inkuberet i glasampuller i 7 dage ved 37°C. Efter 3 dages
inkubation (6—®) og efter 7 dages inkubation (o) blev den

immunologiske aktivitet bestemt ved IFN-y-EIA.

Fig. 3 viser stabiliteten af den immunologiske aktivitet af IFN-vy ved
pH 7,5 afhazngig af natriumphosphatkoncentrationen. 6000 E/ml IFN-vy
sattes til oplesninger, som var pufret med forskellige natriumphos-
phatkoncentrationer og indstillet til pH 7,5. IFN-y-oplesningerne
blev inkuberet i glasampuller i 7 dage ved 37°C. Efter denme inkuba-

tion blev den immunologiske aktivitet i IFN-y-oplesningerne bestemt

ved IFN-v-EIA.

Fig. 4 viser stabiliteten af den immunologiske aktivitet af IFN-y af-
hangig af polyphosphatkoncentrationen i oplesningen. 4500 E/ml IFN-v
blev sat til oplesninger, som indeholdt forskellige koncentrationer
af kaliumpolyphosphat, pH 7,5. Disse IFN-v-oplesninger blev inkuberet
i glasampuller i 16 dage ved 37°C. Efter 3 dages (¢—®) og 16 dages
inkubation (o—v) blev den immunologiske aktivitet af IFN-y i de pa-

geldende oplesninger bestemt ved IFN-v-EIA.

Fig. 5 viser stabiliteten af den immunologiske aktivitet af IFN-y af-
hzngig af polyphosphatkoncentrationen i narvarelse og fraverelse af
natriumphosphat. 8000 E/ml IFN-vy blev sat til oplesninger, der inde-
holdt forskellige koncentrationer af kaliumpolyphosphat, pH 7,5
(c—0). Desuden blev nogle af oplesningerne pufret med 1000 mmol/-
liter natriumphosphat, pH 7,5 (¢——®). De i denne figur viste IFN-v-
aktiviteter blev malt efter 20 dages inkubation ved 37°C ved IFN-v-

EIA.

Fig. 6 viser sammenlignende stabilitetstest med IFN-y i forskellige
oplesningsmidler og ved forskellige temperaturer. 4000 E/ml IFN-v

sattes til hver af
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a) 20 mmol/liter natriumphosphat med 9 g/liter NaCl og 0,25 g/liter
thimerosal (natrium-ethylmercurithiosalicylat, fra Fluka), pH

7,5 (oDm).

b) 20 mmol/liter natriumphosphat med 9 g/liter NaCl, 5 g/liter BSA
og 0,25 g/liter Thimerosal, pH 7,5 (WW), og

¢) 1000 mmol/liter natriumphosphat, 50 g/liter kaliumpolyphosphat
og 0,25 g/liter Thimerosal, pH 7,5 (& A, 60, ¢ W),

Disse IFN-y-oplessninger blev inkuberet i glasampuller i 8 dage ved 2-
8°C, 22°C og 37°C. Den immunologiske aktivitet af IFN-y blev bestemt
med bestemte tidsintervaller ved IFN-y-EIA.

EKSEMPEL 1

I en forste forsegsrakke blev IFN-vy-stabiliteten undersegt i for-
skellige puffersystemer og ved forskellige pH-vardier. 6000 E/ml
IFN-v blev sat til hver af 0,1 mol/liter natriumacetat, pH 2,0-6,0,
natriumphosphat, pH 5,5-8,0 og TRIS/acetat, pH 7,2-9,0 og inkuberet i
2 dage i lukkede glasampuller ved 37°C. IFN-vy’s immunologiske aktivi-
tet blev bestemt for inkubationen samt 1 og 2 dage efter inkubationen
ved IFN-y-EIA. De i fig. 1 viste resultater viser generelt en darlig
stabilitet af den immunologiske aktivitet af IFN-y i 0,1 mol/liter af
de undersegte puffersystemer. De bedste resultater blev opnaet med

phosphatpuffersystemet.

EKSEMPEL 2

I en yderligere forsegsrzkke blev IFN-y-stabiliteten i 500 mmol/liter
natriumphosphat afhangig af pH-vardi (4,5-10) undersegt. 10.000 E/ml
IFN-v blev sat til hver af 500 mmol/liter natriumphosphatpuffer, pH
4,5-10, og inkuberet i glasampuller i 7 dage ved 37°C. Efter 3 og 7
dages inkubation blev den immunologiske aktivitet bestemt ved IFN-y-
EIA. Det blev fastsliet, at der pi den ene side generelt kan opnds en

vasentligt forbedret stabilitet ved den forhsjede phosphatkoncentra-
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tion, og at IFN-y pa den anden side inden for det undersegte pH-
omridde pa 4,5-10 er mest stabilt ved pH 7,5 (fig. 2). Saledes kunne
man efter 7 dages inkubation ved 37°C med en med 500 mmol/liter
natriumphosphatpufret oplesning med en pH pd 7,5 endnu genfinde 70%

af den oprindelige immunologiske aktivitet af det anvendte IFN-7y.

EKSEMPEL 3

Pa grund af de overraskende resultater i eksempel 2 blev indvirknin-
gen af natriumphosphatkoncentration ved pH 7,5 pa IFN-y-stabiliteten
ved en inkubationstemperatur pd +37°C undersegt. 6000 E/ml IFN-y blev
sat til oplesninger, der var pufret med forskellige natriumphosphat-
koncentrationer og indstillet til pH 7,5. Disse IFN-vy-oplesninger
blev inkuberet i glasampuller i 7 dage ved 37°C. Efter denne inkuba-
tionstid blev den immunologiske aktivitet i IFN-y-oplesningerne be-
stemt ved IFN-vy-EIA. Resultaterne, der er vist i fig. 3, bekrafter de
i fig. 1 og 2 viste undersegelsesresultater, og viser en betydelig

forbedring af IFN-y-stabiliteten med tiltagende phosphatkoncentra-

tion.

EKSEMPEL 4

Da natriumphosphatkoncentrationen af oplsselighedsgrunde ikke va-
sentligt kan overstige 1000 mmol/liter (udkrystallisation ved 4°C),
blev indvirkningen af polyphosphat pi IFN-y-stabiliteten ved 37°C
undersegt i en yderligere forsegsrakke. 4500 E/ml IFN-y blev sat til
oplesninger, som indeholdt forskellige koncentrationer af kaliumpo-
lyphosphat, pH 7,5. Disse IFN-y-oplesninger blev inkuberet i glasam-
puller i 16 dage ved 37°C. Efter 3 og 16 dage blev den immunologiske
aktivitet af IFN-y i de pigzldende oplssninger bestemt ved IFN-vy-EIA.
Resultaterne (fig. 4) viser en lige si god effekt som ved heje natri-

umphosphatkoncentrationer.
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EKSEMPEL 5

For at opklare indvirkningen af en kombination af kaliumpolyphosphat
og natriumphosphat pa stabiliteten af IFN-y blev 8000 E/ml IFN-vy sat
til oplesninger, som indeholdt forskellige koncentrationer af kalium-
polyphosphat, pH 7,5. Desuden blev nogle af oplesningerne pufret med
1000 mmol/liter natriumphosphat, ved pH 7,5. Resultaterne (fig. 5)
viser en optimal stabilisering af IFN-vy med en kombination af 1000
mmol/liter natriumphosphat, pH 7,5, og 25-100 g/liter, fortrinsvis 50
g/liter polyphosphat.

EKSEMPEL 6

Endelig blev stabiliteten af IFN-y i forskellige oplesningsmidler
undersegt. Siledes blev 4000 E/ml IFN-y sat til hver af a) 20 mmol/-
liter natriumphosphat med 9 g/liter NaCl og 0,25 g/liter Thimerosal,
pH 7,5, b) 20 mmol/liter natriumphosphat med 9 g/liter NaCl, 5 g/li-
ter BSA og 0,25 g/liter Thimerosal, pH 7,5, og c¢) 1000 mmol/liter
natriumphosphat, 50 g/liter kaliumpolyphosphat og 0,25 g/liter Thi-
merosal, pH 7,5. Disse IFN-y-oplesninger blev inkuberet i glasampul-
ler i 8 dage ved 2-8°C, 22°C og 37°C. Den immunologiske aktivitet af
IFN-v blev bestemt ved bestemte tidsintervaller. Som vist i fig. 6
viser sammenligningen af lagerstabiliteten af IFN-y i PBS, PBS-BSA
samt i 1000 mmol/liter natriumphosphat/50 g/liter kaliumpolyphosphat,
pH 7,5, at den immunologiske aktivitet af IFN-y i PBS og i PBS-BSA
ved en inkubationstemperatur pa 22°C nasten fuldstandig er giet tabt
efter allerede 1 dag, hvorimod den i phosphat/polyphosphatoplesningen
nasten er fuldstandig bevaret efter 8 dages inkubation ved 4°C, 22°C

og 37°C.

PATENTKRAV

1. Stabiliseret interferonpraparat,
kendetegnet ved, at det indeholder en phosphatpuffer, der
sikrer en pH-vardi pa 6,0-9,0 iszr en pH-vardi pa ca. 7,5, og som

har en phosphatkoncentration pa 500-1000 mmol/liter, isar 1000 mmol/-
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liter og/eller en koncentration af polyphosphat pa 25-100 g/liter,
isar 50 g/liter.

2. Praparat ifelge krav 1,
kendetegmnet ved, at phosphatpuffersystemet indeholder

dinatriumhydrogenphosphat og mononatriumhydrogenphosphat.

3. Prazparat ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at det indeholder kaliumpolyphosphat.

4. Praparat ifelge et hvilket som helst af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at interferonet er et humaninterferon, fx

et naturligt eller rekombinant IFN-v sdsom rIFN-y DO eller rIFN-v D3.

5. Praparat ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at det indeholder rekombinant human IFN-v

D3 i 1000 mmol/liter natriumphosphatpuffer, pH 7,5 og 50 g/liter
kaliumpolyphosphat.

6. Fremgangsmide til fremstilling af et praparat ifslge et hvilket
som helst af kravene 1-5,
kendetegnet ved, at en interferonoplesning tilsattes phos-

phat og/eller polyphosphat i overensstemmelse med krav 1.

7. Anvendelse af et praparat ifslge et hvilket som helst af kravene
1-5 til fremstilling af et farmaceutisk praparat til terapi eller
profylakse af sygdomme, isar til terapi eller profylakse af virusin-

fektioner, immunregulatoriske anomalier eller neoplasier.



DK 163280 B

Tpaxesa~-Hd
6 8 L 9 S 14 € ¢
_ _ _ _ _ _ | | 0
v | [ ] n n
o [ |
uoTIRqNUT o
m,\w.m.um.@ s o930 /.\ [ —-
— ¢
— &
UOTFeqnyuT
spep T Io33° .\. n
o
— ¥
_ — G
osiTeue SpPUSPSTPUT
— 9
ewiweb-N-4H
T *brd

lw/3 0001 X



x 1000 E/ml

rnFN-gamma _

0 —

8 —

DK 163280 B

Fig. 2

[ J
/ °
— O
3 ./
o) o
o
1—

pH-vardi



DK 163280 B

(T/Tour) uoTjledjusouodizeydsoydunTIieu

0001 00G 0S¢ Gel 629
_ _ _ | | 0
— |
\o
ah
(o) — €
o

— v
— G

o o
— 9
euwiweb-N4H

€

JE ¥ jw/3 0001 X



DK 163280 B

(1/8) uoTieazusouoyjeydsoydAtodumtrey

005 052 gl S'29
| | | | 0
o (@]
o — 1
@,

osATeUR SpUSPSTPUT

— 9

BwLweb-N4M
v "bTa jW/3 0001 X



DK 163280 B

Fig. 5
x 1000 E/ml
fFN-gamma
8= ()
7— /
l.s.
6 —
o)
5 —
0/
4 —
(o)
33— ’ el
®
2 ]
{1 —
p
@) O
0 I | | | I |
100 200 300

kaliumpolyphosphatkoncentration (g/1)



DK 163280 B

00lE Omm

(ebep) prisuorzeqniur

S 14 € g
_ _ _ _

—— g

Oocc ®

Dodd V-

Oob ./
®

ewiweb-N4i
jWw/3 0001 X



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

