19 7 ,
~ —~ 4 S

. - P
E{ AN T T ey,
% oo i

R o

59.159/SZE S A

PEL“‘;A. EPS A O
KIVONAT 3

Eljaréas ndvekedési hormont és aszparagint tartalmazd stabilizalt

gybgyszerkészitmény eldadllitisara
Novo Nordisk A/S, BAGSVAERD, DANIA

A bejelentés napja: 1992. 12. 16.

Els&bbsége: 1991. 12. 20. (2047/91), DANIA

A nemzetkdzi bejelentés szdma: PCT/DK92/00378.

A nemzetkdzi kodzzététel szima: WO 93/12811.

A taldlmany targya eljaras ndvekedési hormont és aszpa-
ragint tartalmazé gydgyszerkészitmény eldallitidsdra, melynek so-
rana névekedési hormont vizes aszparagin-oldatban oldjék és

ad.os. liofilizaljak.
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A taldlmény ndvekedési hormont /GH/ tartalmazé
stabilizdlt gybgyszer-készitménype,—akéseitmény el84llitdsdra
alkalmj? eljdrdsra és a novekedési hormon készitmények sta-

|

bilizdEahoz aszparagin alkalmazdséra vonatkozik.

Az emberbll és a szokdsos hdzidllatokbdl szdrmazd
novekedési hormonok mintegy 191 aminosavbél 4116 fehérjék,
amelyek a hipofizis eliils§ lebenyében szintetizdldédnak és
vdlasztédnak ki. Az emberi novekedési hormon 191 aminosavat
tartalmaz,

A novekedési hormon nemcsak a testl novekedés,
hanem a fehérjék, szénhidrdtok és lipidek anyagcseréjének
ﬁzabélyozéséban,is kulcsszerepet betdltd hormon. A novekedési
formon f£6 hatdsa a novekedés elémozditédsa.

A novekedési hormon befolydsa alatt 4116 szerv-
rendszerek kozé tartozik a csontvéz, kotdszovet, izomszovetek
és zsigeregymint a mdj, bél és vese.

A novekedési hormon gén rekombindns technolégfé-
janak és k1énozdsanak kifejlesztése ma mdr lehetd8vé teszi
példdul a humdn novekedési hormon /hGH/ és a Met-hGH ipari
szintli el84llitdséat, Korébban azonban a hGH-t csak emberi
holttestek hipofizigébdl lehetett kivonni. A hGH erdsen kor-
ldtozott hozzdférhetSsége miatt e hormon haszndlata gyermek-
korban a hosszanti novekedés serkentésére és serdiilékorban

a torpenovés kezelésére szoritkozott, noha egyebek mellett



novekedési hormon-hidny, Turner-szindréma okozta vagy normédlis
alacsony termet, felnSttkori ndvekedési hormon-hidny, termé-
ketlenség, égési sebek, sebgydégyulds, disztréfia, csontbssze-
forrds, csontritkulds, diffuz gyomorvérzés és dliziilet keze~
lésére is Jjavasoltdk.

A ndvekedési hormont emellett hédzidllatok noveke-
dési gebességének fokozdsdra, vagy az emberi fogyasztdsra
szdnt &llatok zsirtomegének csdkkentésére is ajdnlotték.

A nﬁvekedééi hormont tartalmazd gydgyszer-készit-
mények bomldsra hajlamosak. Bomléstermékek, mint dezamiddlt
vagy szulfoxiddlt termékek és dimer vagy polimer formdk kép-
z8dnek, féként a novekedési hormon oldataiban,

A hGH legfdbb bomldsi reakcidi kozé tartoznak a
kovetkezdk: 1/ kozvetlen hidrolizis vagy ciklusos szukcinimid
k6zbensd terméken &t végbemend dezamiddlds, melynek sordn
kiilonbszd mennyiségi L-asp-hGH, L-izo-asp-hGH, D-asp-hGH és
D-izo-agp-hGH képzddik /l1-3. irodaimi hivatkozds/,

2/ a 1l4- és 125-helyzetii metioninrészek oxiddcidja /4-9.
hivatkozds/ és
3/ peptidkotések felhasadédsa.

A dezamid&lés kiilondsen a 149-helyzeti aszpara-
ginon /Asn/ kovetkezik be.

A hGH elég kdnnyen oxiddlddik a 14- és 125-
helyzetben, kiilondsen oldat formgjédban /4-8., hivatkozéds/.

A hGH szulfoxidok képzldéséhez vezetd oxiddcidjdt



------------------

dltaldban a készitményben feloldott oxigén okozza. Az oxigén
oldékonységa desztilldlt vizben koriilbeliil 200 uM /9/. Mint-
hogy a hGH koncentrdcidéja egy 4 NE/ml készitményben 1,3 mg/ml
/60 nM hGH/, szokdsos tdroldsi koriijmények kozott az oxigén
mennyisége a hGH oxiddcidjdhoz szilkséges sztochiometrikus
mennyiség 3000-szerese. A probléma nem oldhaté meg a pufferek
gdztalanitdsa utjén a készitmények kitoltése vagy kiszerelése
eldtt.

Ma nem hissziik, hogy e bomldéstermékek toxikusak
lennének, vagy megvéltozott bioldgiai aktivitdssal vagy re-
ceptorkstd tulajdonsdgokkal rendelkeznének, mégis bizonyos
jelek arra utalnak, hogy a szulfoxidok szerkezeti stabilitdsa
a nativ hGH~-val ©sszehasonlitva csodkken.

Novekedési hormont tartalmazd stabil, oldat for-
miju készitmény kifejlesztéséhez fontos ismerni a szulfoxidok
képz8dési sebességét, valamint az oxiddeid visszaszoritdsdnak
eszkozét.

A bomlds kinetikdja fiigg a hémérséklettdl, pH-t6l
és a hGH kégzitményben levd kiilonboz8 adalékoktdl vagy ad-
juvédnsoktdl.

Instabilitdsa miatt a novekedési hormont ma lio-
filezik és ebben a fofméban 4°C-on tdroljdk a felhaszndldsa
elétti rekonstrudldsig /ujraoldédsig/, hogy a bomlds a lehetd
legkigebb legyen.

A hGH-t tartalmazé liofilezett gydgyszer-készit-



ményeket ma a beteg rekonstrudlja, majd a legfeljebb 14 napi
felhaszndldsi id6 alatt 4°C-on oldatként tdrolja. Eé%iatt
bizonyos mértékii bomlds kovetkezik be.

Ezenfeliil a liofilezett novekedési hormon rekon-
gtruidldsi médja nehézséget jelenthet a beteg szdméra.

Ezért ma eldnydsnek tartjdk, hogy a novekedési
hormont a felhasznidlds eldtt a lehetl legkésSbben rekonstru-
41jék és a készitményt Liofilezett dllapotban tdroljék és
gzdl1litsdk. A gydrtétél a gydgyszertédrig vezets ldnc lehetdvé
teszi a készitmények alacsony hdémérsékleten, példéul 4°C-on
t57ténd ellendrzott kezelését, ami 2 éves tdroldsi idét is
lehetd8vé tesz.

Az Ongydgykezeléshez haszndlt irétollszerii rend-
szerek /pen systems/ elterjedt haszndlata és a kibdviilt fel-
hasznildsi teriilet azonban olyan készitményt igényel, amely
a végsb felhaszndléndl elég hosszu iddén &t stabil olyan koG-
riilmények kozott, ahol a "megfeleld" hiités nem 411 mindig
rendelkezésre,

Elényssen a végsl felhaszndldéndl a liofilezett
dllapotu készitmény mintegy 1 hdénapig, és rekonstrudlt dlla-
potban tovédbbi 1 hdnapg stabil egy irdtollszerii eszkdzben
/pen device/ a betét )cartridge/ tervezett felhaszndlasi
ideje alatt.

Stabilabb ndvekedési hormon-készitményekre van

tehdt szilkkség, amelyek bizonyos idén 4t viszonylag magas hé-



mérsékleten liofilezett 4llapotban, ezenfeliil a felhaszndldsi
id8 alatt viszonylag magas hémérsékleten oldat forméjéban is
stabilak. E stabilizdlds igen nagy fontossdgu, amikor a hor-
monkezelés a klinikdrdl a kezelendd egyénm otthondba tevédik
4t, ahol - mint emlitettilk - nem dllnak rendelkezésre opti-
mdlis téroldsi koriilmények.

Ezenfeliil a névekedési hormon alkalmazdsdt az
irétollszerii eszkoz haszndlatdra kell adaptalni, ami miatt
a beteg d1tal elvégzendd kezelés megkdnnyitése céljdbdl no-
vekedési hormont tartalmazdé stabil, oldott készitményre van
gziikség. Novekedési hormont tartalmazé stabil, oldott, hasz-
ndlatra kész készitmény d1lithatd eld az irdétollszerii eszkoz-
be beleilld betétek formidjiban, amelyeket a beteg ktzvetleniil
haszndl a prepardtum rekonstrudldsianak szilikségessége nélkiil
és igy nem kell liofilezett készitménnyel, rekonstrudléshoz
gziikséges hordozdanyaggal, sziikséges jdrtassdggal, valamint
a készitmény steril rekonstrudldsdhoz steril felszereléssel
rendelkeznie.

Biztonsdgi okokbSl az is elényds, hogy a liofi-
lezett készitményekkozvetleniil a felhaszndlds eldtti re-
konstrudldsa mellSzhetS.

. Tovabbi ei6nyt jelent a liofilezd miivelet elhagyd-
sa a novekeddsi hormon-készitmények elddllitdsakor. A liofi-
lezés idGigényes és ktltséges miivelet, és a fagyasztva-szi-

rité berendezés korldtozott kapacitdsa kovetkeztében a terme-
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1lésben gyakran sziik keresztmetszetet képez.

Ezért sziikség van a bomldsi sebesség cstkkentésé-
re, hogy a feloldott hGH készitmények tdroldsuk folyamdn és
felhaszndldsi idejilk alatt egészen 1 hdénapig stabilak legye-
nek.

A hGH stabilizdldsdra irdnyuldé kordbbi kisérletek-
nél nem sikeriilt teljesen kikiisztbdlni a dimerképzddést. A
dimerképzddéssel jird problémdkat Becker G.W. irja le a
Biotech. Appl. Biochem. 9, 478 /1987/ kidzleményben.

A WO 89/09614 szdmu nemzetkdzi szabadalmi beje-
lentés és a 30771/89 szému ausztrdliai szabadalmi bejelentés
humén névekedési hormont, glicint és mannitot tartalmazé
stabil gydégyszer-készitményt ismertet. A készitmények liofi-
lezett dllapotban nagyobb stabilitdssal rendelkeznek normdlis
feldolgozds és tdrolds esetében, valamint a rekonstrudléds
utdni felhaszndldsi idészak folyamén.

A 303 746 szdmu eurdpai szabadalmi bejelentés
gzerint 4llati novekedési hormon kiilonbzd stabilizdtorokkal
torténd stabilizidldsa az oldhatatlan anyagok kisebb mértékii
‘képzédéséhez és vizes kdrnyezetben az aktivitds meglrzéséhez
vezet., Stabilizdtorként egyes poliolokat, aminosavakat, fi-
zioldgids pH-nidl t6ltést hordozd oldalldnccal rendelkezd
aminosavak polimerjeit és kolinsdkat alkalmaztak. A poliolok
kozé nem-redukdldé cukrok, cukoralkoholok, cukorsavak, penta-

eritrit, laktéz, vizoldhaté dextrdnok és ficoll; az amino-
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savak kozé glicin, szarkozin, lizin vagy s6i, szerin, arginin
vagy séi, betain, N,N-dimetil-glicin, aszparaginsav vagy séi,
glutaminsav vagy séi; fizioldgids pH-ndl toltést viseld oldal-
l4nccal rendelkezd aminosav-polimerek kozé polilizin, poli-
aszparaginsav, poliglutaminsav, poliarginin, polihisztidin,
poliornitin és sdik; és a kolinszdrmazékok k&zé kolin-klorid,
kolin-dihidrogén-citrdt, kolin-bitartardt, kolin~bikarbondt,
trikolin-citrdt, kolin-aszkorbdt, kolin~bordt, kolin-glukondt,
kolin-foszfdt, di/kolin/-foszfdt, di/kolin/-szulfdt és di-
/kolin/-mukét tartoznak.

Meglepd mdédon azt taldltuk, hogy az adalékként
vagy pufferként aszparagint tartalmazdé humén novekedési hor-
mon készitmények nagy stabilitdst mutatnak dezamiddlds, oxi-
ddcidé és peptidkdtés-felnyilds ellen. A termék stabilitdsa
lehet8vé teszi a liofilezett allapotu, vagy a feloldott vagy
ujrafeloldott készitmény tdroldsdt és szdllitdsdt.

A taldlmdny szerinti készitmény formdja liofile-
zett por lehet, amit késdbb rekonstrudlni kell szokvdnyos
hordozdanyagok, mint desztilldlt viz vagy injekcidkészitéshez
haszndlatos viz segitségével. Az ilyen hordozdanyagok szokdsos
tartésitészereket, mint m-krezolt €s benzil-alkoholt tartal-
mazhatnak.

A taldlmdny eldnyben részesitett kiviteli alakja
novekedési hormont tartalmazd olyan készitmény, amelyben a

novekedési hormon aszparagint tartalmazd, aszparagin puffer-
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oldunk
rel pufferezett vizes oldatban kem—jeren. Az ilyen készitmé-

nyek haszndlatra kész formdjuak és jelentSs bomlds nélkiil ta-
rolhaték és szdllithatdk.

Stabilitdsi okokbdl az oldat pH-jdt eldSnydsen a
2 - 8 tartomdnyba dllitjuk be. ElGnycsebbek az 5 - 8, kiilondsen

a6 - T7,5 pH-ju készitmények.
ﬁ

Stabilizdl6 hatéds eléréQLe céljébél az aszparagin
haszndlt mennyisége legfeljebb 100 nM. Az aszparagin koncent-
réciéja eldnydsen 2 - 20 mM, legeldnySsebben 2 - 10 mM.

A taldlmédny szerinti készitmény liofilezett for-
midju is lehet.

A taldlmény szerinti gydégyszer-készitmény a fel-
dolgozds, példdul liofilezés megkdnnyitése céljdbdl sdkat és
szacharidokat is tartalmazhat. A liofilezéshez terjedelinesi-
t6 anyagként dltaldban mannitot hasznilunk.

A taldlmdény tovdabbi aspektusédt az aszparagin fel-
haszndldsa jelenti stabilizdlt novekedési hormon készitmények
elddllitdsdhoz,

A fenti szdvegOsszefiiggésben "novekedési hormon"
alatt barmilyen eredetii ndvekedési hormont értiink, igy madédr-
b6él, ok6rb8l, 1ébdl, emberbdl, tojédsbdl, sertésbdl, lazachdl,
pisztrdngbdl vagy tonﬁglbél, eldénydsen 0kdrbdl, emberbdl vagy
gsertésbdl szdrmazdt; legelénySsebb a humdn novekedési hormon.

A taldlmdny szerint haszndlt novekedési hormon természetes

forridsbol izoldlt nativ novekedési hormon, példdul a hipofizis-
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b8l szokisos médon kivont novekedési hormon, vagy rekombindns
technikdkkal, példdul Jensen E.B. és Carlsen S. kozleményében
leirtak szerint nyert novekedési hormon lehet /Biotech. Bio-
eng. 36, 1-11 /1990//. "Novekedési hormon-szdrmazék" lehet a
névekedési hormon csonka formdja, ahol egy vagy tobb aminosav
hidnyzik; a novekedési hormon olyan analégja, ahol a nativ
molekuldban egy vagy tobb aminosavat méds aminosavmaradékkal,
elényosen egy természetes elSforduldsu aminosav maradékaval
helyettesitiink, amennyiben a helyettesitésnek nincs karos
hatdsa, mint antigénképesség vagy csokkent hatds; vagy a
névekedési hormon valamely szidrmazéka, példdul N- vagy C-
termindlis "nyulvénnyal" rendelkezd formdja, mint Met-hGH,
Met-Glu~-Ala-Glu-hGH vagy Ala-Glu-hGH. Eldnyben részesitett
novekedési hormon a hGH.

A fenti Gsszefliggésben "nagy stabilitdst" akkor
ériink el, ha a készitmény stabilabb, mint a foszfdt puffert
tartalmazdé hagyomdnyos készitmények.

A "sék" megjelvlés a gydgyszer-készitmények to-
v&bbi reagenseire vonatkozik. E sék kizé szerves savak, pél-
d4ul citromsav, borkésav vagy ecetsav alkdlifém=-, alkdli-
£51dfém- vagy amméniumséi, példdul ndtrium-citrdt, ndtrium-
-tartardt vagy nétriuﬁ-acetét, vagy &svényi savek, mint a
gégav s8di, példdul nitrium-klorid tartoznak.

A "gzacharidok" mono- vagy diszacharidok vagy

cukoralkoholok lehetnek, amelyek gyégyszer-készitményekben
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gzokdsosan haszndlatosak. Kozéjllk tartozik a laktéz és mannit.
A taldlmény szerinti prepardldshoz olddészerként
vizet, tovdbbd alkoholokat, mint etil-, n-propil- vagy izo-
propil-, butil-alkoholt, vagy ezek elegyeit alkalmazzuk. Az
0lddszer tartdsitészert, mint m-krezolt vagy benzil-alkoholt

tartalmazhat.
A taldlmidny részletesebb magyardzatdra szolgdlnak
a taldlmanyt illusztrdld aldbbi példdk, amelyek nem korlédtozzdk

a taldlmdny igénypontokban meghatdrozott hatdkorét.

Kigérleti rész

Példa

A dezamiddldédds cs8kkenése

A dezamiddlédds sebességét 25°C-on vizsgdljuk
6 NE hGH-t 10 mM aszparagin jelenlétében /pH 6,5/ tartalmazé
készitményen, Gsszehasonlitva az azonos pH-ju és 7,3 pH-ju
foszfdt pufferrel készlilt prepardtummal.

A hGH készitményeket ugy 4llitjuk eld, hogy 20 mg
hGH-t 10 ml 10 mM aszparagin pufferben oldunk /a puffer eld-
411litdsa: 13,2 g aszparagint 0,9% /térfogat per térfogat/
benzil-alkoholt tartalmazdé 10 ml ionmentesitett vizben oldunk
és a fenti pH~-ig 0,1N sdésavoldatot adunk hozzd/.

Az aldbbi tébldzatban feltiintetett hGH kégzitmé~
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nyeket 25°C-on tartjuk és dezamido-hGH tartalmukat IE-HPLC
elemzés utjén 14 és 30 nap mulva hatdrozzuk meg. Az eredmények

az aldbbi tdbldzatban ldthatdk.

Tdblézat
Dezamido~hGH tartalom a készitmény és a feloldédsi

idé fiiggvényében 25°C-on, IE-HPLC utdn meghatdrozva:

Készitmény /=/ Deazamido-vegylilet képzddése
25°C-on
14 nap /?*/ 30 nap
8 mM di-Na-foszfdt, DH 6,5 7,8 10,8
8 mM di-Na-foszfét, pH 7,3 15,2 20,3
8 mM di-Na-foszfdt, pH 6,5, 9,4 13,2

0,3% m-krezol

10 mM Asp, pH 6,5 21,7 nd
10 mM Asn, pH 6,5 64,5 8,3
10 mM Glu, pH 6,5 14,8 nd

®: 0,9% benzil-alkoholt tartalmaz a # 3.kivételével. A ki-

induldanyag dezamido-hGH tartalma 2,1%.

A fenti tdbldzatbdél kitiinik, hogy a hGH deamidé-
18d4sdt pH 6,5-nél az aszparagin hozzdaddsa mintegy 25%-kal

cabkkenti, Osszehasonlitva a foszfdt pufferrel.
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Asp és Glu hozzéadasa fokozza a dezamiddl4dés
sebességét, Osszehasonlitva a 6,5 pH-ju foszfdt pufferrel.

A fenti eredmények azt mutatjdk, hogy a dezami-
dd14s sebességét a pH csdkkentése és kis koncentricidju asz-
paragin hozzdaddsa - legfeljebb 100 mM, eldnytsen mintegy
5 mM - csbkkenti. A dezamiddlds sebessége t8bb mint 50%-kal
casdkkenthetd a pH csokkentése és a foszfdt puffer aszparagin-
nal t6rténd helyettesitése utjan.

A hasaddst /peptidkotése hidrolizise/ pH 6,5-nél

cebkkenti az aszparagin, Osszehasonlitva a foszfdt pufferrel.



cccccccccccccccccc

- 14 -

Irodalom

1/

2/

3/

4/
5/

6/

T/

Wang Y.-C.J., Hanson M.A., Parenteral Formulations of
Proteins and Peptides: Stability and Stabilizers. J.
Parenteral Science and Technology 42 /Suppl./, 53-525
/1988/

Manning M.C., Patel K;, Borchardt R.T., Stability of
Protein Pharmeceuticals. Pharm. Res. 6, 903-918 /1989/

Johnson B.A., Shirokawa J.M., Hancock W.S., Spellman M.W.,

Teh L.C. et al., J. Biol. Chem. 262, 785-794 /1987/

Becker G.W. et al., Biotech. Appl. Biochem. 10, 326-337
/1988/

Houghten R.A. et al., Arch. Biochem. “iophys. 178, 350-
355 /1977/

Riggin R.M. et al., Anal, Biochem. 167, 199-209 /1987/.



59.159/SZE

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras névekedési hormont és aszparagint tartalmazd
gybgyszerkészitmény elbadllitésdra, azzal jel leme z v e,
hogy a ndvekedési hormont vizes aszparagin-oldatban oldjuk és

ad.os. liofilizaljuk.

2.Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,

hogy az oldatot liofilizaljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve,
hogy a vizes oldat pH-jat aszparaginnal 2 és 8 kdzdtti értékre

4117tjuk.

4. Az 1 - 3. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy az aszparagint legfeljebb 100 mM kon-

centricidban alkalmazzuk.

5. Az 1 - 4. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy sbkat és szacharidokat is tartalmazd vizes

oldatot alkalmazunk.

6. Az 1 - 5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,

azzal jellemezve, hogy névekedési hormonként hGH-t alkalmazunk.

7. Aszparagin alkalmazdsa stabilizdlt névekedési hormon

készitmények eldadllitdsdhoz.
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