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Tiivistelmd - Sammandrag

t-PA:n

jolla on entsy-

Keksintd koskee glykosyloimattoman
farmaseuttista valmistetta,
maattinen aktiivisuus ainakin 0,1 MU/ml ja
pH-arvo 4,5 - 6, ja joka sisdltdd sitraattia
ja ainakin 1 yhdistettd joukosta: a) askor-
biinihappo, b) EDTA, c) aminoyhdisteet, joil-
R'R®°N-R-X, = " S0,H,
CH(NH,)-CO,H, CO,H, H, NH, tai OH, R = C,-C,-
alkyleeni, C,-C,-sykloalkyleeni tai bentsyli-

la on kaava jossa X

deeni, ja R' ja R? ovat toisistaan riippumat-
ta H tai C,-C,~alkyyli, d) guanidinovoihappo,
e) dimetyylibiguanidi, f) arginiini, g) glu-
kosamiini, fruktoosi, h) pyrimidiininukleosi-
dit ja pyrimidiininukleotidit, i) 1 tai
useammalla hydroksi-, keto-
karboksiryhmilld substituoidut karboksyyliha-

tai/ja muilla

samoin kuin ladkeainetta vaikuttavana
t-PA:n
pohjalta, ja menetelmi#i sen valmistamiseksi.

pot,

aineena olevan glykosyloimattoman

Uppfinningen avser en farmaceutisk komposi-
tion av oglykosylerad t-PA med en enzymakti-
vitet av minst 0,1 MU/ml och ett pH-vdrde av
4,5 - 6, vilken komposition innehdller citrat
och atminstone en substans vald bland grup-
perna: a) askorbinsyra, b) EDTA, c) aminofo-
reningar med formeln R'R’N-R-X, ddr X = SO,H,
CH(NH,)-CO,H, CO,H, H, NH, eller OH, R = C,-C,-
alkylen, C,-C;,-cykloalkylen eller bensyliden,
och R! och R? &r oberoende av varandra H el-
ler C,-C;-alkyl, d)
dimetylbigquanid, f)

guanidinosmérsyra, e)
arginin, g) glukosamin,
fruktos, h) pyrimidinnukleosider och pyrimi-
dinnukleotider, i) genom 1 eller flera hydro-
keto-

substituerade karbonsyror,

xi-, eller/och andra karboxigrupper
likasd som ett
likemedel pd bas av oglykosylerad t-PA sdsom
verksamt &mne, och ett forfarande f&r dess

framstdllning.
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t-PA pro:n stabilointi - Stabilisering av t-PA pro

Ihmisen kudosplasminoegeniaktivaattorilla (t-PA) on suuri
terapeuttinen merkitys verihyytymien liuottamisessa, esimer-
kiksi‘sydaninfarkteissa. t-PA aikaansaa verihyytymien liuke-
nemisen plasminogeenin aktivoinnilla plasmiiniksi. Plasmiini
vuorostaan liuottaa fibriinid, hyytyneen veren proteiini-

matriisin padkomponenttia.

Luonnollinen t-PA koostuu useammasta funktionaalisesta
alueesta F, E, K1, K2 ja P. Alue P sisdltdd proteolyyttises-
ti aktiivisen keskuksen, joka aikaansaa plasminogeenin loh-
keamisen plasmiiniksi. On jo tunnettua valmistaa eukarioot-
tisissa ja prokarioottisissa soluissa geeniteknologisesti t-
PA:ta tai erilaisia t-PA-mutaatioita, joissa 1 tai useita
alueista F, E, K1 ja K2 on deletoitu. Tdll6in t-PA-johdan-
naisia syntetisoituu prokariooteista luonnolliselle t-PA:lle

vastakohtana ei-glykosyloidussa muodossa.

Edelleen on tunnettua, ettd sokeriosalla on huomattava vai-
kutus proteiinien liukoisuuteen ja aggregoitumiseen (J.
Biol. Chem. 263 (1988), 8832-8837). Nyt on keksitty, etta
glykosyloimaton t-PA on olennaisesti huonoliukoisempi kuin

glykosyloitu t-PA.

Glykosyloimaton t-PA (t-PA pro) liukenee vain hyvin huonosti
proteiinien liuottamiseen tavallisesti kdytettyihin pusku-
reihin kuten esimerkiksi 50 mmol/l Na-sitraattiin, 50 mmol/1l
fosfaattiin tai fysiologiseen NaCl-liuokseen. t-PA pro:lla
pitdisi terapeuttisena vaikuttavana aineena kaytt&6d varten
kuitenkin olla suurempi entsymaattinen aktiivisuus ainakin
0,1 MU/ml, edullisesti 0,1 - 10 MU/ml. Aktiivisuus on madri-
telty laitoksen WHO, National Institute for Biological Stan-
dards and Control (ZGIMAL 42 (1987), 478-486) mukaisesti.
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EP-patenttijulkaisusta A 0217379 on tunnettua korottaa pro-
kariooteista saadun t-PA:n liukoisuutta neutraaleilla tai
hieman alkalisilla arginiiniformuloinneilla. Erds tamin
menetelmdn haitta on kuitenkin, ettd t-PA pro:n hyvia liu-
koisuuksia voidaan saavuttaa vain hyvin korkeilla arginii-

nikonsentraatioilla.

Siten keksinnén tehtidvidnid on kehittdad farmaseuttisia valmis-
teita, jotka sisdltdvd t-PA pro:ta aktiivisuudella yli 0,1
MU/ml, jolloin t-PA pro:n on oltava stabiilia pitemmd&n ajan-

jakson.

Keksinndn mukainen tehtdvi ratkaistaan glykosyloimattoman t-
PA:n farmaseuttisella valmisteella, jonka entsymaattinen ak-
tiivisuus on ainakin 0,1 MU/ml pH-arvolla 4,5 - 6, jolloin
tadmd koostumus sisdltdd sitraattia ja ainakin yhtd yhdistet-
ta joukosta

a) askorbiinihappo,

b) EDTA,

c) aminoyhdisteet, joilla on kaava
RIR?N - R - X

jossa X = SO,H, CH(NH,)-CO,H, CO,H, H, NH, tai OH, R = C,-C,~
alkyleeni, C,-C,-sykloalkyleeni tai bentsylideeni, ja R' ja
R? ovat toisistaan riippumatta H tai C,-C,-alkyyli,

d) guanidinovoihappo,

e) dimetyylibiguanidi,

f) arginiini,

g) glukosamiini, fruktoosi,

h) pyrimidiininukleosidit ja pyrimidiininukleotidit,

i) 1 tai usealla hydroksi-, keto- tai/ja muilla karboksiryh-
millid substituoidut karboksyylihapot.

t-PA pro:lla ymmdrretddn tdmdn keksinndén mukaisesti t-PA,

joka alkaa aminohapoilla -3 (Gly) - +1 (Ser) ja loppuu ami-
nohapolla 527 (Pro) (nime&minen: Harris, Protein Enginee-

o TR T A
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ring, nide 1 (1987) 449-458). t-PA pro on saatavissa PCT-
patenttijulkaisussa WO 87/02673 kuvatulla menetelmdlla.

t-PA pro:n liuottamiseen on erityisen sopiva sitraattipdsku-
ri. Sitraatti-ionien konsentraation on oltava ainakin 5
mmol/1l, edullisesti 5 - 100 mmol/l, erityisen edullisesti
sitraatti-ionien konsentraatio on 50 mmol/l. pH-arvo sdéde-
tdin kulloinkin kdytetyn yhdisteen emdksisyyden mukaan edul-
lisesti BCl:11i tai emikselld kuten esimerkiksi NaOH tai

KOH.

Yllittden todettiin, ettd glykosyloimattoman t-PA:n liukoi-
suus muissa puskurijdrjestelmissd, esimerkiksi fosfaattipus-
kurissa, on olennaisesti véhdisempi samalla iovivahvuudella
ja samalla pH-arvolla. On osoittautunut sopivaksi sadtaa
alkalisten sitraattiliuosten pH-arvo HCl:11ld, ts., etta
koostumus sisiltdid lisdksi vield kloridi-ioneja. t-PA pro:n
erittiin konsentroidut liuokset ovat nimittdin kloridi-ioni-
en lisni ollessa yllittden olennaisesti stabiilimpia kuin
esimerkiksi fosfaatti-ionien ldsnd ollessa. Happamien sit-

raattiliuosten pH-arvo sdddetddn tavallisesti NaOH:lla.

Keksinnon mukaiselle koostumukselle sopiva on pH-arvo vdlil-

14 4,5 ja 6,5, edullinen on pH-arvo 6.

Keksinndn mukaisessa koostumuksessa aminoyhdisteind edulli-
sesti kidytettyj& ovat tauriini, 4-aminobutanoli-1, S5-amino-
pentanoli-1, 6-aminoheksanoli-1, 1,9-diaminononaani, 1,8-
diamino-oktaani, 1,7-diaminoheptaani, 1,6-diaminoheksaani,
1,5-diaminopentaani, 1,4-aminobutaani, 1,3-aminopropaani,
lysiini, ornitiini, 8-amino-oktaanihappo, 7-aminoheptaani-
happo, €-aminokapronihappo, é-aminovaleriaanahappo, 8 -amino-
voihappo, traneksaamihappo tai p-aminometyylibentsoehappo.
Tauriinin ja analogisten yhdisteiden edullinen konsentraatio
on 0,1 - 0,5 mol/1l, erityisen edullisesti 0,1 - 0,3 mol/1.
4-aminobutanoli-1:td, 5-aminopentanoli-1l:t&, 6-aminoheksano-

li-1:td, 1,9-diaminononaania, 1,8-diamino-oktaania, 1,7~
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diaminoheptaania, 1,6-diaminoheksaania, 1,5-diaminopentaa-
nia, 1,4-diaminobutaania tai 1,3-diaminopropaania kdytetdan
edullisesti tasolla 10 - 100 mmol/l. Lysiinid, ornitiinia,
8-amino-oktaanihappoa, 7-aminoheptaanihappoa, e-aminokap-
ronihappoa, é-aminovaleriaanahappoa, X -aminovoihappoa, tra-
neksaamihappoa tai p-aminometyylibentsoehappoa kaytet&ddn
edullisesti tasolla 0,5 - 20 mmol/l, erityisen edullisesti 1
- 10 mmol/1l.

1 tai usealla hydroksi-, keto- tai/ja muilla karboksiryhmil-
14 substituoituna karboksyylihappona kdytetddn esimerkiksi
omenahappoa, maitohappoa, fumaarihappoa tai oksoglutaarihap-
poa. Nditd aineita kdytetddn edullisesti tasolla 1 - 1000
mmol/l, erityisen edullisesti 10 - 500 mmol/l.

Guanidinovoihappoa tai arginiinia k&dytetddn edullisesti
tasolla 10 - 200 mmol/l, erityisen edullisesti 50 - 100
mmol/l. Dimetyylibiguanidin konsentraatio on 50 - 400
mmol/l, edullisesti 100 - 300 mmol/l.

EDTA:ta kdytetddn edullisesti tasolla 1 - 100 mmol/l, eri-
tyisen edullisesti 10 - 100 mmol/l. Askorbiinihappoa kdyte-
tdin edullisesti tasolla 0,1 - 1 mol/l, erityisen edullises-
ti 0,2 - 0,3 mol/l.

Glukosamiinia ja fruktoosia kdytetadn edullisesti konsent-
raatioissa 1 - 500 mmol/l, erityisen edullisesti 10 - 300
mmol/1.

Pyrimidiininukleosideina ja pyrimidiininukleotideina ovat
sopivia esimerkiksi tymidiini, sytosiini ja uridiini tai
vastaavat nukleotidit. Niitd kdytetddn edullisesti konsent-
raatioissa 1 - 300 mmol/l, erityisen edullisesti 10 - 300
mmol/1.
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Edelleen keksint® koskee keksinnén mukaista koostumusta,
joka sisdltdd lisdksi 1 tai useaa aminohappoa, erityisesti

histidiinia.

Seuraavassa esitetiin joukko erityisen edullisia keksinndn

mukaisia valmisteita.

Eris formulaatio sisdltdi 50 mmol/l Na-sitraatti/NaOH:ta, pH
6, ja 0,1 - 0,3 mol/l tauriinia. Edullinen on myos formulaa-
tio, jossa on 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja 0,2 - 0,3

mol/1l askorbiinihappoa.

Edelleen edullinen on formulaatio, joka sisidltdad 50 mmol/l
Na-sitraatti/HCl:&4, pH 6, ja 1 - 10 mmol/l 7-aminoheptaa-
nihappoa, 8-amino-oktaanihappoa, p-aminometyylibentsoehap-
poa, e-aminokapronihappoa, 6-aminova1eriaanahappoa,Y -amino-

voihappoa, traneksaamihappoa, lysiinid tai ornitiinia.

Edelleen erityisen edullisia ovat myds formulaatiot, jotka
sisidltiviat 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:&44, pH 6,0, ja 50 -
100 mmol/l guanidinovoihappoa tai arginiinia.

Edullinen on myds formulaatio, joka sisdltdd 50 mmol/l Na-
sitraattia, pH 6, ja 10 - 100 mmol/l EDTA:ta. Erds toinen
formulaatio sis#ltdid puolestaan 50 mmol/l Na-sitraatti/-
HCl:4i4, pH 6, ja 100 - 300 mmol/l dimetyylibiguanidia.

Edelleen erdis formulaatio sisdlt&i 50 mmol/l Na-sitraatti/-
HCl:454, pH 6, ja 10 - 300 mmol/l tymidiini&, sytosiinia tai
uridiinia. Erds toinen formulaatio sisdlt&&d puolestaan 50
mmol/l Na-sitraatti/HCl:4i, pH 6, ja 10 - 100 mmol/l 4-ami-
nobutanoli-1:t#, 5-aminopentanoli-l:t#, 6-aminoheksanoli-
1:td, 1,9-diaminononaania, 1,8-diamino-oktaania, 1,7-dia-
minoheptaania, 1,6-diaminoheksaania, 1,5-diaminopentaania,
1,4-diaminobutaania tai 1,3-diaminopropaania. Edelleen erds
formulaatio sisaltdid 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:&d, pH 6, ja
10 - 300 mmol/l1 fruktoosia tai glukosamiinia.
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Lopuksi sisdltdd edelleen erds formulaatio 50 mmol/l Na-
sitraattia, pH 6, ja 10 - 500 mmol/l omenahappoa, maitohap-
poa, fumaarihappoa tai 2-oksoglutaarihappoa.

Myds useamman edelld mainitun yhdisteen yhdistelm&dt sitraa-
tin kanssa saavat aikaan t-PA-aktiivisuutta omaavien prote-

iinien erittdin hyvdn liukoisuuden.

Keksint®d koskee lopuksi myos ladkettd vaikuttavana aineena
t-PA-aktiivisuutta omaavan proteiinin pohjalta liuoksessa
tai lyofilisaattina ilmoitettujen vaikuttavien aineiden ja
mahdollisesti my6s muiden farmaseuttisesti yhteensopivien

lisd-, apu-, kantaja- ja tdyteaineiden kanssa.

Keksinnén mukaisia farmaseuttisia valmisteita kdytetddn
edullisesti injektio- ja infuusioliuoksina. Tdmd voi tapah-
tua siten, ettd saatetaan kdyttddn jo injektioon valmis
liuos, joka sisdltdd keksinndén mukaista koostumusta. On kui-
tenkin myds mahdollista saattaa farmaseuttiset valmisteet
kdyttddén lyofilisaattien muodossa. Namd voidaan sitten muo-
dostaa uudelleen sindnsd tunnetuilla, injektiotarkoituksiin
sopivilla aineilla tai liuoksilla. Injektiovdliaineena kay-
tetddn edullisesti vettd, joka sisdltdd injektioliuoksissa
tavallisia lisdaineita kuten stabilointiaineita, liuoksenva-
littdjid, puskureita ja isotonisia lisdaineita, esimerkiksi
fysiologisen NaCl-konsentraation. Tdllaisia lisdaineita ovat
esimerkiksi mannitoli, tartraatti- tai sitraattipuskuri,
etanoli, kompleksinmuodostajat kuten esimerkiksi etyleeni-
diamiinitetraetikkahappo ja sen ei-toksiset suolat, soamoin
kuin suurimolekyyliset polymeerit, kuten nestemdinen poly-
etyleenioksidi viskositeetin s#@ddtddn. Injektioliuoksiin tar-
koitettujen nestemidisten kantajien on oltava steriileji, ja

ne tdytetddn edullisesti ampulleihin.

Lopuksi keksintd6n kuuluu myds t-PA pro:n kdyttd keksinnén
mukaisten farmaseuttisten valmisteiden valmistukseen.
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Seuraavat esimerkit kuvaavat keksinndén konkreettista suorit-

tamista vield edelleen.

Esimerkki 1

t-PA pro:n liukoisuus
Puhdistettua t-PA pro:ta (liuotettuna 0,5 mol/l arginii-

ni/H,PO,:ssd, pH 7,2) konsentroidaan ultrasuodatuksella YM
10-membraanilla (Amicon). 1 ml konsentraattia (aktiivisuus:
2,4 MU/ml) dialysoidaan kulloinkin taulukossa 1 esitettyji
puskureita vastaan. Nidytteiden sentrifugoinnin jdlkeen mita-
taan pdilld olevan kirkkaan kerroksen entsymaattinen aktii-

visuus.

Entsymaattinen aktiivisuus esitetddn tilavuusyksikkdnd yksi-

késsd MU/ml ja kokonaisaktiivisuutena yksik&dssd MU.

tPA-aktiivisuuden mittaus voi t#lldin tapahtua tavallisella
tavalla kromogeenisen substraatin lohkaisemisella (H. Lill,
ZGIMAL 42 (1987), 478-486). Yksikkd U on aktiivisuuden yk-
sikkd laitoksen WHO, National Institute for Biological Stan-

dards and Control mdiritelmdn mukaan.

Taulukko 1

puskuri aktiivisuus
MU/ml MU

50 mmol/l Na-sitraatti/NaOH, pH 6 0,34 0,20

0,3 mol/l tauriini

50 mmol/l1 Na-sitraatti/HCl, pH 6 0,12 0,07

0,3 mol/l1 fruktoosi

50 mmol/l1 Na-sitraatti/NaOH, pH 6 0,34 0,18

0,3 mol/l1 askorbiinihappo
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mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6
mmol/l e-aminokapronihappo

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6
mmol/1 lysiini

mmol/l Na-sitraatti/HC1l, pH 6
mmol/1l traneksaamihappo

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6
mmol/l p-aminometyylibentsoehappo

mmol/l Na-sitraatti/HC1l, pH 6

0,3 mol/l dimetyylibiguanidi

0,05 mol/l Tris/HCl, pH 7,2

50

50
10

50
10

50
10

50
50

50
50

50
10

mmol/1 NH/HCO,

mmol/1l Na-sitraatti/HC1l, pH 6
mmol/l S~-aminovaleriaanahappo

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6

mmol/1 Y-aminovoihappo

mmol/l Na-sitraatti/BCl, pH 6
mmol/1 7-aminoheptaanihappo

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6

mmol/l arginiini

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6
mmol/1l guanidinovoihappo

mmol/l Na-sitraatti/HCl, pH 6
mmol/1l EDTA

il (LRSI BRS S

0,21

0,17

0,26

0,24

1,20

0,27

0,20

0,19

0,16

0,10

0,12

0,36

0,33

0,20

0,27

0,21

0,19

0,12
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Na-sitraatti/NaOH, pH 6
EDTA

Na-sitraatti/NaOH, pH 6

100 mmol/1 EDTA

50 mmol/1
50 mmol/1l

50 mmol/1
50 mmol/1

50 mmol/1
0,3 mol/1

50 mmol/1l
0,1 mol/l

50 mmol/1

50 mmol/1

50 mmol/1
0,3 mol/l

Na-sitraatti/HCl, pH 6

1,6-diaminocheksaani

Na-sitraatti/HCl1l, pH 6

5-aminopentanoli

Na-sitraatti/HCl, pH 6

glukosamiini

Na-sitraatti/HC1l, pH 6
tymidiini

Na-sitraatti/HCl, pH 6

Na,HPO,/H,PO,, pH 6

Na-sitraatti/NaOH, pH 6

fumaarihappo

0,18

0,26

0,29

0,29

0,27

0,16

96000

0,22

0,29

0,37

0,36

0,28

0,21



10

15

20

25

30

35

10 96000

Patenttivaatimukset

1.

Menetelmd glykosyloimattoman t-PA:n farmaseuttisen val-

misteen, jolla on entsymaattinen aktiivisuus ainakin 0,1

MU/ml ja pH-arvo 4,5 - 6, valmistamiseksi, tunnettu siiti,

ettd glykosyloimaton t-PA-johdannainen liuotetaan sitraatin

ja
a)
b)

c)

vahintdan yhden seuraavista yhdisteistd kanssa:
askorbiinihappo,
EDTA,

aminoyhdisteet, joilla on kaava

RIRIN-R-X

jossa X = SO;H, CH(NH,)-CO,H, CO,H, H, NH, tai OH, R= C;-Cs-al-
kyleeni, C;-C,-sykloalkyleeni tai bentsylideeni, ja R' ja R?

ovat toisistaan riippumatta H tai C,-C;-alkyyli,

d)
e)
£)
g)
h)

i)

guanidinovoihappo,

dimetyylibiguanidi,

arginiini,

glukosamiini, fruktoosi,

pyrimidiininukleosidit ja pyrimidiininukleotidit,
yhdella tai usealla hydroksi-, keto- tai/ja muulla kar-

boksiryhmalla substituoidut karboksyylihapot,

ja saatu liuos saatetaan sopivaan farmaseuttiseen antomuo-
toon.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-

td, ettd aminoyhdiste on tauriini, 4-aminobutanoli-1, 5-ami-

nopentanoli-1, 6-aminoheksanoli-1, 1,9-diaminononaani, 1, 8-

diamino-oktaani, 1,7-diaminoheptaani, 1,6-diaminoheksaani,

1l,5-diaminopentaani, 1,4-aminobutaani, 1,3-aminopropaani,

lysiini, ornitiini, 8-amino-oktaanihappo, 7-aminoheptaani-

happo, €¢-aminokapronihappo, ©&-aminovaleriaanahappo, ¢y-amino-

voihappo, traneksaamihappo tai p-aminometyylibentsoehappo.

3.

Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-

td, ettda yhdelld tai usealla hydroksi-, keto- tai/ja muulla

karboksiryhmidlld substituoitu karboksyylihappo on omenahap-

po, maitohappo, fumaarihappo tai 2-oksoglutaarihappo.

" LML L IEE G
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4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd lisdtadn lisdksi yksi tai useita aminohappoja.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd sitraattikonsentraatio on 5 - 100
mmol/1l, edullisesti 50 mmol/1.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen menetelma,

tunnettu siitd, ettd lisadt&an lisdksi kloridi-ioneja.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kaytetddn 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja 0,1 - 1
mol/l, edullisesti 0,2 - 0,3 mol/l, askorbiinihappoa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kdytetddn 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja 1 - 200
mmol/1l, edullisesti 10 - 100 mmol/l, EDTA:ta.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
ti, ettd kdytetddn 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja 0,1 -
0,5 mol/l, edullisesti 0,1 - 0,3 mol/1l, tauriinia.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu sii-
ta, ettd kaytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:aa, pH 6, ja
0,5 - 20 mmol/l lysiinid, ornitiinia, 8-amino-oktaanihappoa,
7-aminoheptaanihappoa, €-aminokapronihappoa, 6-aminovaleri-
aanahappoa, y-aminovoihappoa, traneksaamihappoa tai p-ami-
nometyylibentsoehappoa.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
ta, ettd kdytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:da, pH 6, ja
10 - 100 mmol/l 4-aminobutanoli-1:td, S-aminopentancli-l:ta,
6-aminoheksanoli-1:t&, 1,3-diaminopropaania, 1,4-diaminobu-
taania, 1,5-diaminopentaania, 1,6-diamincheksaania, 1,7-dia-

minoheptaania, 1,8-diamino-oktaania tai 1,9-diaminononaania.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
tid, ettd kdytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:3a, pH 6, ja



10

15

20

25

30

96000

12

10 - 200 mmol/l, edullisesti 50 - 100 mmol/l, guanidinovoi-
happoa tai arginiinia.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kiytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:4& ja 50 - 400
mmol/l, edullisesti 100 - 300 mmol/l, dimetyylibiguanidia.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu sii-
td, ettd kiytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:84, pH 6, ja
1 - 500 mmol/l, edullisesti 10 - 300 mmol/l, glukosamiinia

tai fruktoosia.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kiytetddn 50 mmol/l Na-sitraatti/HCl:43, pH 6, ja
1 - 300 mmol/l, edullisesti 10 - 300 mmol/l, tymidiinid, sy-
tosiinia tai uridiinia.

16. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kdytetdan 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja 0,001 -
1 mol/l, edullisesti 0,01 - 0,5 mol/l, omenahappoa, maito-
happoa, fumaarihappoa tai 2-oksoglutaarihappoa.

17. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd kdytetddn 50 mmol/l Na-sitraattia, pH 6, ja yhdis-
telmdd patenttivaatimuksen 1 ryhmien a) - i) aineista.

18. Jonkin patenttivaatimuksista 1-17 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd koostumukseen lisatdan lisaksi taval-

lisia farmaseuttisia lisd-, apu- tai/ja kantaja-aineita.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmda, tunnettu sii-
t4, ettd farmaseuttinen antomuoto on injektioliuos tai lyo-
filisaatti.
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Patentkrav

1. Forfarande fo6r framstallning av ett farmaceutiskt pre-
parat av oglykosylerad t-PA med ett enzymatiskt aktivitet
minst 0,1 MU/ml och pH-varde 4,5-6, kénnetecknat av att det
oglykosylerade t-PA derivatet 1dses med citrat och dtminsto-
ne ett av fdljande amnen:

a) ascorbinsyra,

b) EDTA,
c¢) aminofdreningar med formeln
R'R’N-R-X

vari X = SO;H, CH(NH,;)-CO,H, CO,H, H, NH, eller OH, R = C;-Cy-
alkylen, C,;-Cs-cykloalkylen eller bensyliden, och R! och R? &r
oberoende av varandra H eller C;-C;-alkyl,

d) guanidinosmdrsyra,

e) dimetylbiguanid,

f) arginin,

g) glukosamin, fruktos,

h) pyrimidinnukleosider och pyrimidinnukleotider,

i) karboxylsyror substituerade med en eller flera hydroxi-,
keto- och/eller annan karboxigrupp,

och erhdllen 14sning bringas i en lamplig farmaceutisk dose-

ringsform.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat av att
aminofdéreningen ar taurin, 4-aminobutanol-1, 5-aminopen-
tanol-1, 6-aminohexanol-1, 1,9-diaminononan, 1,8-diaminook-
tan, 1,7-diaminoheptan, 1,6-diaminohexan, 1,5-diaminopentan,
1,4-aminobutan, 1,3-aminopropan, lysin, ornitin, 8-aminook-
tansyra, 7-aminoheptansyra, E-aminokapronsyra, 6-aminovale-
riansyra, y-aminosmdrsyra, tranexamsyra eller p-aminometyl-
bensoesyra.

3. Forfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat av att
karboxylsyran substituerad med en eller flera hydroxi-, ke-
to- och/eller annan karboxigrupp &r appelsyra, mjdlksyra,
fumarsyra eller 2-oxoglutarsyra.
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4. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att man
tillsatter en eller flera aminosyror.

5. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4, kénneteck-
nat av att citratkoncentrationen &r 5 - 100 mmol/l, fdoretra-
desvis 50 mmol/1l.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5, kédnneteck-
nat av att man vidare tillsatter kloridjoner.

7. Fdrfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att man
anvander 50 mmol/l Na-citrat, pH 6, och 0,1 - 1 mol/l, fore-
trddesvis 0,2 - 0,3 mol/l, askorbinsyra.

8. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att man
anvinder 50 mmol/l Na-citrat, pH 6, och 1 - 200 mmol/l, £f&-
retriddesvis 10 - 100 mmol/l, EDTA.

9. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av att man
anvdnder 50 mmol/l Na-citrat, pH 6, och 0,1 - 0,5 mol/1,
fdretrddesvis 0,1 - 0,3 mol/l, taurin.

10. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att man
anvander 50 mmol/l Na-citrat/HCl, pH 6, och 0,5 - 20 mmol/l
lycin, ornitin, 8-aminooktansyra, 7-aminoheptansyra, E-ami-
nokapronsyra, 6-aminovaleriansyra, fy-aminosmdérsyra, trane-
xamsyra eller p-aminometylbensoesyra.

11. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av att
man anviander 50 mmol/l Na-citrat/HCl, pH 6, och 10 - 100
mmol/l 4-aminobutanol-1l, 5-aminopentanol-1, 6-aminohexanol-
1, 1,3-diaminopropan, 1,4-diaminobutan, 1,5-diaminopentan,
1,6-diaminohexan, 1,7-diaminocheptan, 1,8-diaminooktan eller
1,9-diaminononan.

12. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av att
man anvander 50 mmol/l Na-citrat/HCl, pH 6, och 10 - 200
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mmol/1l, fdretrddesvis 50 - 100 mmol/l, guanidinosmdrsyra

eller arginin.

13. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att
man anvander 50 mmol/l Na-citrat/HCl och 50 - 400 mmol/l,
fdretrddesvis 100 - 300 mmol/l, dimetylbiguanid.

14. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att
man anviander 50 mmol/l Na-citrat/HCl, pH 6, och 1 - 500
mmol/l, fdretrddesvis 10 - 300 mmol/l, glukosamin eller

fruktos.

15. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av att
man anvander 50 mmol/l Na-citrat/HCl, pH 6, och 1 - 300
mmol/1l, fdretrddesvis 10 - 300 mmol/l, tymidin, cytosin

eller uridin.

16. Forfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att man
anvander 50 mmol/l1 Na-citrat, pH 6, och 0,001 - 1 mol/l,
foretriddesvis 0,01 - 0,5 mol/l, &ppelsyra, mjdlksyra, fumar-

syra eller 2-oxoglutarsyra.

17. Fdrfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat av att

man anvander 50 mmol/l1 Na-citrat, pH 6, och en kombination
av dmnen av grupper a) - i) i patentkrav 1.

18. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-17, kénne-

tecknat av att till sammansattningen tillsatts vidare kon-
ventionella farmaceutiska tillsats-, hjdlp- och/eller barar-

amne.

19. Forfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat av att
den farmaceutiska doseringsformen dr en injektionldsning

eller lyofilisat.
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