'CZ 337-99 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

zvefejnénd podle 8 31 zdkona & 527/1990 Sb.

(19)

(32) Datum podant prioritn{ ptihlasky: 04.02.98, 12.03.9
CESKA (31) Cislo prioritnf prihlésky: 98/98101893, 98/9810441
REPUBLIKA

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTV]

(22) Pfihlazens: 01. 02. 99

(33) Zema priority: EP, EP

(Véstnik &. 8/99)

(40) Datum zvefejnéni pihlasky vynalezu: 11, 08. 99

(21) &islo dokumentu:
dd /=9I

{13) pruh dokumentu: A3
{51) Int. ab.

(71) PHhlaovatel:

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH,
Mannheim, DE;

(72) Pivodce:

Lang Kurt, Penzberg, DE;
Papadimitriou Apollon, Bichl, DE;

(74) zastupce:

Hofej$ Milan Dr. Ing., Narodn{ 32, Praha 1,

. 11000;

.(54) Nazev pfihlasky vynalezu:

Farmaceutick4d kompozice jezkovitych
proteind a jeji pouzit{

" (57) Anotace:

Farmaceuticka kompozice jezkovitého prote-
inu, kterd je vyznadena tim, Ze jeZkovity prote-
in se vaie k hydrofilnimu nosi¢i, ktery je bi-
kompatibilni a biodegradovatelny, p#icemZ

. nositem je polymer, ktery vaZe jeZzkovity pro-

tein jako negativné nabity nosi¢ jako vysledek
lonickych interakci, nedenaturuje jeZkovity
protein kdyZ se vaZe na nosit, obsahuje ales-
pon 0,1 aZ 2 negativné nabité zbytky na mo-
nomer za neutrdlnich podminek, obsahuje

" néboj ve formé& kyselgch skupin, ma praimér-

nou molekulovou hmotnost alespoir 50 000
Da a neobsahuje agarosu, revensibilné a
udinné uvoliiuje jeZkovity protein in vivo z no-
site zadrZovanym zpiisobem.
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Farmaceutickd kompozice jeZkovitych proteind a j2ii pouziti

Qblast techniky

”

VYyndlez se tykd farmaceutické kompozice jezkovitych
proteind a jejiho pouiZiti zejména pro lo} lnl uvclnovani t3ch-

to proteinl na kostech a chrupavkéch.

Dosavadni stav techniky

Jezkovité (hh) proteiny jsou mindny jako rodina
vylucovanych signdlnich proteind, které jsou odpovddné za tvor-
bu pocetnych struktur pfi embryogenesi (J.C.Smith, Cell 76
(19%4) 193-156, M.Perrimon, Cell 3C (19%5) 317-520, C.Chiang
a j., Nature 83 (1uSs) 407, M.J.Bitgood a j., Curr.Biol. &
(1096) 296, A.Vortkamp-a ., Science 273 (198%6) 613, C.J.Lai
a 3., Development 121 (1995) 23£3). '

Béhem biosyntézy se ziskd 20 kD ¥-termindlni doména
a 25 kD C-termindlni domé&na po Stépeni signdlni sakvence a
autokatalyékém Stepeni. H-termindlni doména sz modifikuie ve
sve prirozené form& cholesterolem (J.A.Porter a j., Science
274 (1986) 255-259). U vysSsich Zivotnich forem je hh rodina
tvofena z alespon tfi &lenl, to j2 sonického, indického a
poustnihio hh (shh, ihh, d&hhj H.Fietz a j., Davelopment (Suppl.)
(1994) 43-51). Rozdily v aktivité 1eszV1tych protelnu, kterd
byly vytvoreny rekombinantnd, byly zjidtdny oo produkci v Pro-
raryontech a eukaryontech (M.Hynes a j., Heuron 15 (1995) 35
-4 a T.Hakamura a j., Biochem.Biophys.Res.Comm. 237 (1877)
469. |

W

flynes a j. srovndvaiji aktivitu hh v supsrnatantu

transformovanych lidskych embryondlnich ledvinovych 293 bundi,
(eukaryotické hh) s hh vytvofenymi z E.coli a zjisfuji 4x vys-

w '

51 aktivitu hh ze supernatantd ledvinové bunédéné linie.
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Potencidlni dalsi pridatny faktor, ktary je pouze sxpresovin

v eukaryotickych bunkdch, posttranslaini modifikace, rozgil-
ny li-keonac, protoZs hh izolované z Z.coli obgahuiz 50 % hh,
ktaré nesou dveé dals$i ¥-termindlni aminokyseliny (Gly-Ser)
nebo jsou zkrdcsny o 5 af & aminokysalin nebo vyisi stav agre-
gace napriklad vazbou na niklagarcsové pe Ckv) byl diskuto-

vén jako dGved pro zvysSenou aktivitu.

Hakamura a j. srovndvaji aktivitu shh v supernatan-
tu transformovanych kurecich embryonélnich fibroplastd s shh
fiznin proteinem izolovanym z E.coli, ktery méd jeSté N-terni-
nalni polyhistidinovou ¢dst. shh v supsrnatantu fibroplasti
md 7 x vy38i aktivitu neZ vy&idtény E.coli protein pokud jde
o stimulaci alkalické fosfatasy (AP) v C3HL10T 1/2 bunkdch.
Molekuly jako jsou kostni morfogeneticxé proteiny (BMP) jsou
d

.

skutovany jako prifina pro zvySenou aktivitu, kterd je jedi-

p.

3
618

pfitomnd v supernatantu eukaryotickyca bungk a vyvoldva

@

iln&j5i indukci AP.

Xinto a j., FEBS Letters, 404 (1€97) 319-323 popi-
sujli, Ze fibroplasty, které vylucuji nh, indukuji sktopichou
tvorbu kosti pfi i.m. implantaci na kolagen. JeZkovité proteiny
tudiZ majl osteoinduktivni aktivitu.

Zplsob pro vytvoreni doddvacich systémld pro proteiny
se zadriovanym uvolnovdnim za pomoci alginatu je zndm z WO 90/~
/08551, Drl tomto postupu se vytvori dvcufdzovy systém, ve kte-
rém Drvnl faae obsahuje vysokou koncentraci protelnu (nabyc“ny
roztok) a druhd fdaze obsanuje alginat. Avsak takovito fizova
separace je obtizna a komplikovani na provadéni, kdyZ se pro-

dukuji farmaceutické kompozice ve velkych mneistvich.

Pulsatilni uvolnovdni dextranu z kalciumalginatovych
komplexd je zndmo z Kikuchi A. a j., J.Controlled Releases 47
(1987) 21-29.
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AvS8ak sdruZovani JjeZkovitych proteind do takovychto xomplexi

foe

neni Xikuchim popsano.

Robinson, C.J. a j. popisuji v Trends in Biotech-
nology 14 (19%6) 451-452 1ntAQVﬂntr1 culdrni 1mplgntQ01 algina-
tovych mikrckulilek jako zpusob pro lokdlni aplikaci HGF nebo
WGF vylucujicich bundk. Avak aplikace projezkovité~’ proteiny

neni popsédna.

Downs, E.C. & j. popisuji v J.Cell Pnysiol. 152
(1952) 422-429 aplikaci kalciumalginatovych kulicek jako do-
ddvaci systém pro angiogenetické faktory. Avdak pouziti tohoto
postupu nebo tento doddvaci systém pro jezkovité proteiny ne-

ni popsén.

Crey, C.J. a j. Dowsett popisuji v Biotechnol.
Bioeng. 31 (1488) 607-612 pouziti kalcium/zinek alginatovych
xulidek jako dodavaci systém p;o;inéulin{‘ﬁvéak pouziti tohoto
postupu pro vytvof eni doddvacich systéml prb jeéovkové protei-

ny z toho nani znimo.

Z Yang a Jj., Development 124 (1997) £4383-4404 de
znémo, Ze vysoké lokdlni jeZkovité koncentrace musi byt udr-
vovany po dobu alespon 16 hodin v mistd plsobeni v tdle pro
farmaceutichy Gcinnou aktivitu in vivo. Hosny systém popsany
Yangem a j. jako jeZkovité naplnéné chromatografické medium
Afflg;l CM, Ni-agarosa popsanid Marti a j. v Nature 37J (1993)

322-325 nﬂbo Affigel Blue pouzita Looez-hartlnez @ a j. v Curr.
Biol.5 (1995) 791-796 nebo heparin-agarosové castlcb, které
“tam byly pouZity jsou nevhodné pro farmaceutickou aplikaci,

-

protoZe jsou imuncgenni a mohou vyvolat zdnstlivé reakce.

Vynalezcl zjistili, Ze biokompatibilni a biodegrado-
vatelny nosny kolagen popsany Kinto a j. pro hh expresuijici
bunky je také nevhodny pro optimdlni lokdlni farmaceutickou

aplikaci jezkovitych proteinl pokud se tyto jezkovité proteiny

vdZou na nosi¢ jen pomoci iontovych interakci.
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Bylo zjist3no, Ze kdy: sz kolaganové nosile naplni jeZkovity-
mi proteiny za fyziologickych podminek (pd asi 7) a ve slabych
kyselindch (aZ do pH 4,5) v3tdina aplikovandho jeZkovitého pro-
teinu se uvolni béhem minut z matrice. Podls zjiéféni vynalez~
ct tato nedostatednd vazba jo zpisobona nedostatkem dostated-
nych iontovych interakei mezi jeikovitym proteinem a nosidem.

V pfipadé naplnovéni za kyselych podminek (pod pH 4,5), se
velké mnoistvi aplikovaného jeZkovitého proteinu desnaturuje

E

a nevratnd vazZe na nosid.

Tudiz cilem vynalezu je vytvorit farmaceutickou
kompozici jeZkovitého proteinu s biokompatibilnim nosicem,
kde nosic vaZze jeZXovity protein v jeho aktivni svinuté struk-
tufe a mi%e ho uvolnit in vive v jeho aktivni formé zadriova-
nym zplsobem. Takovéto formulace jsou zvlasi vhodné pro ndpra-
vu kostnich a c¢hrupavkovych defektd, als mohou byt také pouZi-
ty pro napravu nsuronovych dzfektl nszbo pro systemickd dodd-

e -
vanl.

Podstata vyndlezu

Tohoto cile se dosdhne farmaceutickou kompoziei je-

Zkovitého proteinu, kterd je vyznalend tim, Ze jeZkovity pro-

tein se vdZe k hydrofilnimu nosidi, ktery je bickompatibilni

.

FidemZz nosi¢ je polymer, ktem
P Jje Polymer,

Al

- vdZa jezkovity protein jako negativné nabity nosic jako

vysledek iontovych interakei,
- nedenaturuje jefkovity protein, kdyZ ho vdie na nosig,

- nosid obsahuie alespon 0,1 aZ 1, vyhodnd 0,1 aZ 2 nsgativng

nabité zbytky na monomer za neutrdlnich podminek,

- ndboj je zprostfedkovan ve formé kyselych skupin jako jsou

napfiklad sulfatové, karboxylové nsbo fosfatové skupiny,

- a primérnd molekulovad hmotnost noside ja alespon 50 000 Da.
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Byle prfekvapive@ zjisténo, Ze jeZkovité proteiny mo-
hou byt uvoliovdni reversibilné z noside in vivo v aktivni for-
mé a zadriovanym zplisobem bez vyvoldni homogennich a/nsbo
zanetlivych reakei in vivo, jestliZe jsou vdzdny na nagativné

nabitou rozpusitnou nabo nerozpustnou polymerni matrici.

Vfhodné jse pouZije hydrofilni nosnd matrice a zvldst
vyhodna rozpustnd nebo nsrozpustnd organickd hydrofilni nosnad
matrice. Hosnd matrice je zvld8t vyhodné vytvofena z aniontc-
vého polysacharidu jakd je vyhodné hyalurcnovd kyselina (stej-
ng jako jeji chemicky zesiténé formy) chondroitinsulfat, poly-
vinylsulfat, keratinsulfat, dextransulfat, pelktin, karagenany
a jiné hydrokoleoidy, sulfatovany alginat, dermatansulfat, aigi-
nat vynodné kalciumalginat nsbo Xombinace alespon dvou tako-
vychto aniontovych polysacharidl nebo kombinace téchto nabitych

polysacharidll s jinymi polymery jako je nap¥iklad kolagen, ide

‘hmotnostni procentdz polysacharidd je 10 aZ 50 3.

Nerozpustnd matrice ve smyslu tohoto vyndlezu zname-

W

néd, Ze tato matrice se v podstatd nerozklddd nebo se viditel-
n& nerozpousti v pufrcvaném roztoku in vitro bdhem 10 af 20
hodin pfi teplot& mistnosti. V tomto spojeni je zvldst vyhod-
né, aby nosil, pouiZity podle tohoto vyndlezu obsahoval méndé
nez 50 %, vyhodnd méné nef 20 % a zvlE3t vyhodnd v podstatéd
£4dné mnoZstvi nsutrdlniho polysacharidu. Hyaluronovd kyseli-
na s molekulovou hmotnosti alespon 10° Dalton, zejména s mole-
kulovou hmotnosti 4.106 Dalton, je zvlds5ft vhodnd jako nosnd

matrica.

pPri dalsim provadeni byvlo zjidtdno, Ze hydrofilni
nosice zaloZen& na anorganickém nerozpustném fosforefnanu jako
je hydrozylapatit a trikalciumfosfat jsou tak® vhodné podle

tohoto vyndlezu jako nerozpustni nosnd matrice.

ZadrZovand uvolnovdni podle vvndlezu se rozumi jako

-

uvolnovéni jefkovitého proteinu ve farmakologicky G&inné ddvce
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po definovanou dobu alespon 14 hodin. rarmanologl cky Ucinek

P 1

se rozumi jako neurologicky GCinek na nervové bunky, chondro-
genesi a/nebo chondrogenesni indukci a vyhrodné ostzogenesi
a/nebo osteoindukei jak popsal Kinto a 3., FEBS Latters,

404 (1927) 319-323 pro kostni indukei, Hiao a j. v J.leuros

17 (1997) 5891-5899 pro Gdinek na nervové buliky a Stott a j.

v J. Cell Sci. 110 (1987) 2691-2701 pro bun®&ncu indukei
chrupaviy.

Enzymaticky degradovatelny nosic se vyhodné& pouiZije
jako nosi&, ktery miZe byt degradovidn vylulovanymi enzymy
(napriklad proteasami) bunék, na kterych se provadi lekdlni
aplikace in vive. Avsak poloéas nosice by mél byt alespon 12-

P
P

hodin, ale miZe byt ndkolik tyénl. Jestlife je nosil vytvoFen

¢

z polysacharidu, tento nosil se vyhodné degraduje glykosida-
sami a hydrolasami, které jsou pritomny v bunkdch a vyludovdny.
Talkovdto biodegrabilita nosids vsak neni nutnd v kaZddm piipa-
de. JestliZe: se uvolnovaﬁl provaddi pro léleni esteoporosy ne-,
bo neurondlnich poruch, biodegrabilita nenf nutni. Aviak ta-
kovétc nosice jsou vyhodnd &patné rozpustné za fyziologickychn
podminek a tudiZ jsou absorbovény té&lem po relativnd dlouhou

dobu (nékolik tydnd aZ mésicl).

Roztoky Jezkovitych proteinl o vysokych koncentra- .
cich jsou nutné, aby se vytvofily nosné matrice, které jsou
polryty jezkovitymi proteiny takovym zplsobam, Ze vykazuji
cdpovidajici farmaceutickou ucinnost, kdyZ se aplikuiji lokélné.
Bylo zji&téno, Ze nosife pokryté jeZkovityhm proteinem, kte~
ré mohou byt pouZity farmaceuticky, by m3ly vyhodn® obsahoval
koncaentraci JjeZkovitéhe proteinu 1 af 5 mg/ml, vyhodnZ 2 mg/ml
nesice nebo vice. Hosife jsou zvl1Aa3E vyhodné, kdyz obsahuiji
jezkovité protainy v koncentraci 10 mg/ml nebc vica. Jezkovité

proteiny jsou vnitIiné Spatné rozpustnaé.

Avsak bylo prekvapivé zjisZténc, Ze rozpustnost



-

jezkovitych proteind drasticky vzristd v roztocich, které ob-
sahnji arginin nebo argininové ionty (vyhodnd argininiumsul-

e

fat). Tudiz dalsim predmitem vyndlezu jsou vodné roztoky jeiko-
vitych proteint v koncentraci 3 mg/ml a vice, které obsahuji
arginin a argininové ionty a jsou vyhodné pufrovany. bDalsim
predmi&ten vyndlezu i zpﬁsob vyroby nosné matrice pokryté je-
zkovitym proteinem, kterd je vyznalend tim, %e se nosnd matri-
ce inkubuje roztokem jeZkovitého proteinu v koncentraci 3 mg/ml
ktery obsahuje arginin nebo argininové ionty a nosnd matrice

P

poirytd timto zplisobem se izoluje.-

Pro vytvé¥eni nosnych matric jsou vhodné takové roz-
toky, které obsahuii jeZkovité proteiny ve farmaceuticky G&in-
ngch zoncentracich a jsou vhodné pro farmaceutickou aplikaci
Tudiz dalsim pfedmdten vyndlezu je nosnd matrice, kterd obsa-
huje 3 mg jeZkovitého proteinu nebo vice, vyhodnd 10 mg nebo
vicae na ml nosné matrice a arginin nebo argininové ionty.
Xoncentrace argininu je vyhodné mezi 10 aZ 500 mmol/litr, vy-

hodn3. pi*i pH v rozmezi mezi 6 -af 8. A .

Aktivitou ve smyslu tohoto vyndlezu se rozumi a

vita alkalické fosfatasy (stimulace eoxprese alkalické fosfa-
tasy), kterou polypeptid miZe indukovat v savéich bunikdch
(aktivita pfi alkalické fosfatasové zkoudce). Pro toto se kul-
tiveje nmysi mesenchymdlni bunéind linie v mediuv, kterd obsa-

huje fetdlni teleci sérum. Poté se pfidd st rilné zfiltrovany
vzorek, bunky se lyzuji po dobu asi 5 dni a alkalickd fosfata-

a se urci v bundlném lyzdtu pomoci Stépeni chromogennino sub-
tr

y

(48]

-

tu  (p¥P, p-nitrofznol) (J.Asahina, Exp.Cell.Res. 222 (1996)
a T.Hakamura (1897)).

5
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JeZkovity protein se rozumi podle vyndlezu jako vylu-

-

¢ovany signélni protein, ktery je odpovédny za tvorbu poletnych
struktur p¥i embryogenesi. Sonichy indicky nebe poultni kh se
v1&8t vyh
)s 43-51). hh protein se sekvenci jak je popsdna v EMBL

*

odné pouZije (Fietz M., a j. Development (Suppl.)
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databdzi pod Cislem L38518 se vyhodné& pouiiie.

Protelny jeZzkovité rodiny vykazuji vyznamnou hcmologii v je-

1,

jich aminokyselinové sekvanci, coz je také vyhodné prc expresi

RN

" »

jeZkovité proteiny, kte

o+
{De

d¢h nukleovych kyselin, kterd koduii

jsou

H
i
&

20 % nebo vice homologni-s vyse zminénou seikvenci

=~

on

uw

ckého jeZkovitéhe proteinu.

-

Lidsky =onicky jezkovity prekursorovy protein e

tvofen z aﬂln selin 1-462 ath°ncc nonsan= v EMBL dmtaba21
rod “lSlEﬂ L38 nmlnokysellnj 1-23 predstavuii mlUnalﬂl
peptid, aﬂanhYJ81lnj 24=197 pfedstavuji zralou signdlni do-
nénu, aminokyseliny 32-197 predstavuji signdlni doménu zkrdce-
nou o 8 aminckyselin a aminokyseliny 198-462 pFedstavuii auto-

-

procasni doménu po autoproteolytickém Steépeni.

™

Farmaceutickd kompozice podle vyndlezu vihoéné ch-

sahuje dalsi polymer, ktery v podstatd plsobi jako podpiirnd

strukturdlni ldtka, kterd md také vyhodné adhesni funkci pro
| ]

jeikovité proteinv na zdklad# ionto-

vych interakei. Vyhodnd tato létka je blodegradovnbgl ny prote-

P

in nebo nydrolyticky degradaini produit, ktery mlZe byt po-

ge)

uzit napfiklad ve form2 intakinich proteinovych vldken jako
solubilizovany protein nsbo jako Zastedné hydrolyzovatelny
protein. Takovito podplrnd strukiturdlni ldtka je vyhodnd lo-
lagen, gelatin, elastin nebo fibrin

N ;

odptrnd strukturdlni létka 4je vyhodné pritomna

&

vl

v mengim mnoZstvi nef je mnoistvi popsaného hydrofilniho bio-

P

P

compatibilniho nosice podle vynélezu; Podil podptrné struktu- -
rdlni lathky je vyhodn& 30 % nebc mén2 vihodnd 10 % nebo mén3,

AvSak podplrnd strukturalni litka mGZe byt také piitomna v pfe-
bytku ve vztahu k hydrofilnimu nosici. Jenom je tifeba zajistit
v tomto spojeni, zby mnoistvi hydrofilniho nosile ve farmaceu-
tick& kempezicl podle vyndlezu bylo dostateinéd vysoké k zajis-

-
-

téni toho, Ze terapeuticky G¢inné mnecistvi jefZkovitého proteinu
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je védzdno kX hydrofilnimu nosici. Je tudiZ vyhodné pouiZit

o]

fmt

[t

[#3
I

{D
13
i

pon pétindsobny prebytek hydrofilniho nosile ve vztanu
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kovitému proteinu. Havic vdzdnil jeikovitého nroteinu k

» w

pro piipravu farmaceutické smasi by m&lo byt provédanc

e
[

2
pH 4,5 nebo vy$§si. Jak je vySe uvedeno, bylo zjiSténo, Ze jei-
kovité proteiny pri pH'pod 4,5 denaturuii a vadSou se ireversi-
bilnd k poteinovému nosnému kolagenu. TudiZ vdzdni jeikovité-
ho proteinu k nosi¢i by mélo byt provadéno v neutrdlnim rozme-

. e
Z1 Piki. - . o - L -

Hoside, které obsahuji krom& hydrofilniho nosice
dalsi podplrné strukturalni sloufeniny, jsou napiiklad pro-
tein/polysacharid komplexy. Vyhodné komplexy jsou popsadny v

US pataentu 4 514 794.

Farmaceutické kompozice se pFipravi inkubaci

tého proteinu 3 hydrofilnim nosicem pfi pH 4,5 nebo vyss

v

'3

se provddi

v v

vihodné pf v ineutradlnim rozmezi (pH 6 aZ 8), Cin
vazani 3eznov1tnho proteinu k nosici. Inkubace s

& pfovadl vy-.
hodn® v pufrovaném roztoku. RdyZ se pouZzije jako nosid matri-
ce, kterd navic obsahuje blodegradovatelny protein jake jz kola-
gen, inkubace pfi pH 4,5 nebo vyssi zajisti prevenci ireversi-
bilniho vdzdni djeikovitého proteinu (ktary je pri niZsich hod-
notidch pH denaturovdn) k biodegradovatelnému proteinu. Bylo
zjisténo, Ze za tdchto podminek Zddné vazéni nebo jen zanedba-
telné vidzani jeikovitého proteinu k biocdegradovatelnému pro-
teinu sz vyskytuje pokud jefkovity protein neobsahuje hydro-
fobni modifikaci a tak bicde graaovatelnj protein pouze plsobi

jako podpurnd gtrukthralﬂl latka.

Hydrofobné modifikované (lipofilizované) jeiZkovité
proteiny Jjsou jefkovité proteiny, které vykazuji ve vztahu k

nemodifikovanym hh proteindm (napfiklad rekombinantné produko-—

vanych v prokaryotech) zvysSeni povrchové hydrofobicity.
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Stupen lipofilizace proteinu se mé7i integraci v lipidové
vrstvé podle Hageue, Z., & j., J.Agric.Food Chem.30 (1982),
£81. Takto lipofilizované hn proteiny se vdZou podle vyndlezu
x hydrofilnimu nosici stejnym zplsoben jake nelipofilizované
hh proteiny, ale vdZou se navic k blodegcadovatelnémﬁ protei-~

nu pomoci hydrofobnich interakei.

Pro produkci farmacsutické kompozice je dale vyhod-

né pfidat pomoecnd ldtky jakeo jsou cukry, mannitol, sacharosa,

[.._\

aktosa, glukosa, trehalosa, vyhednd 20 aZ 1090 mg/ml) nebo
aminokyseliny jako je glycin nebo arginin, stejng jako antioxi-
danty jako je EDTA, citrat, polyethylenglykol (1-10 % hmotnost-
nich), detergenty, vyhodné neiontové detergenty (v{hodn& 0,005
az 1 % hmotnostni) jako jsou polysorbaty (TweanRZU nebo
TweenRSO) nebo polyoxysthyleny, protizdndtlivé slozky, lokdl-
ni anestetika, antibiotika a/nebo stabilizdtory jako jsou 1li-
pidy, mastné kyseliny a glycerol.

Vv dal$im vyhodném provedeni farmacsutickd kompozi-

ce jefxovitého proteinu podle vynélezu spoletnd sz suraminem

L

.

2 byt vyhodné vyuZito.

t~] <
M

to mizZe

]

je vyhodna

Farmaceutické kompozice mohou obsahovat dals3i far-

maceutické pomocné ldtky.

.

Ve vyhodném provedeni farmacesutickid kompozice obsa-
protein v koncentraci 0,1 af 100 mg/ml.

Ve vyhodném provedeni farmaceutickd kompozice ddle

obsahuje farmaceuticky alkceptovatelny pufr, Xtery je bickompa=-

»

tibilni, vyhodné v rozmezi mezi pH 4 a% »H 10, zvld3f vyhodné

~

v rozmezi mezi pH 6 aZ 8, zejména »ii pH hodnoté asi 7.
pH hodnota farmaceutické smési by méla byt Glslnd vys$si ne:z
pH 4, aby se zabrdnilo denaturaci a uvoln@ni zinku komplexné

v

vazaného v jeilovitém proteinu.
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Honcentrace puifru je vyhodne 1 aZ 500 mmol/l, zejména 5 aZ

(O3

150 mmol/1 a zvld3f vyhodnd 10 aZ 100 mmol/l. PFi vhodném pro-
vedeni se pouiije jako pufr 20 mmol/l draselnofosfatoviho
pufru, pH 7,2, ncho 100 mmol/l argininchloridu, »H 7,2.
tdsledujici priklady DublleCu a vykresy dile vy-
svétluji vyndlez, jehoi ochranny rozsah vyplyva z patentovych

néroki. Popsané zplsoby jsou minény jako pfiklady, které Jed-

t& ddle pepisuji podstatu vyndlezu dokonce za modifikacemi.

Strucny popisi vykresu

Cbr. 1 uvolnovani shh z kolagencvé matrice in vitro

K]

ocbr. uvolnovéni shh z alginatovych pouzder in vitro

geli nyaluronové kyseliny in vitro

n
&y
sy
3]

obr. 3 uvolnovani

s

chr. uvolnovdni shh z alginat/kolagen matrice in vitro.

Priklady provedsni vyndlezu

Pfiﬁlad 1
Produkce alginatového gelu obsahujicihno hh protein
Alikvot roztoku hh proteinu (1 mg/ml shh roztoku

v 50 mg/ml sacharosy, 30 ml! fosforednanu draselného, pH 7,2)

e michd se zdsobnim roztokem la alginatu (Pronova, ulooolynﬁr,

m‘

¥0) (ve vodé&, vice nef 0,1 %) takovym 4Duaobem, za se vytveri

-

Zelatindzni alginatproteinovd smds. Tento gel miZe byt bud po-
uzit primo jako injektovatelnd matrice nebo ddle zpracovédn na

kalciumalginatovad pouzdra nebo miZe byt uloZen jako lyofilizat.

a0 s
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Priklad 2

Produkce smési kolagenu obsahujici hh protein (srovndvaci pri-
klad)

160 mikrol hh roztoxu (1 mg/ml na) v

a) 20 mi fosforaénanu draselného, pH 7,4 nebo
b) v 50 m¥ octanu sodného, pd 4,5 nebo

c) v 0,1%ni trifluorcctové kyselin&, pH 2,

se pridd po kapkdch na kolagenové tampony (Helistat, Integra
Life Science, USRA) o rozmdru 10x10x3 mm. Naplnéné nosile se
pak zmrazi (-70 ), lyofilizuji a analyzuji.

Pro to jsou naplndné tampony inkubovdny pii 37 °C ve vhoedndm
objemu v pufru (10 mmel/l fosforednanu draselného, 1590 mmol/l

HaCl, pH 7,2). HnoZstvi uvolnZného hh se urcuje pomoci RP-HPLC.

Prixlag 3

3.1 Produkce Ca alginatovych pouzder

alginatovy gel popsany v p¥ikladu 1, ktery obsahuje

0]

ah protein se pridad po lkapkdch do roztoku Cal 5 (asi 1,5 %)
kontinu&lng za michdni. Ca alginatové komplexy se tvo¥i spon-
tdnné a obsahuji protein. Rozmér pouzdsr, ktera jsou vytvorle-
na, zavisi na rozmdru kapilek a mlZe byt podle potfedy minén.
Po 5 aZ 10 minutové inkubaci v Ca012 roztoku se pouzdra odfil-
truji a promyji v pufru (20 mmol/l fosfore&nanu draseinénho,

pH 7,2); Tato pouzdra mohou bué byt pouZita pfimo jake implan-
taty nebo mohou byt déle.zpfacovéna lyofilizaci.

3.2 Lyofilizace

L - - ~oa 0 - »
Ca alginatovd pouzdra se zmrazi pii ~70 “C a ndslednd
P

lyofilizuji. Lyofilizace umoZnuje stabilni uskladnéni pouzder
a ddle usnadiuje implantaci, protofe pouzdra jsou snadnéiji

manipulovatelnda v suchém stavu.
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Priklad 4

Uvolnovdn{ sihh in vitro

Analyza uvolfovaci kinetiky in vitro ukazuje, Ze
shh se uvolnuje zadriovanym zplsobem z Ca alginatovych pouzder-
po dobu alsspoh 70 hodin {obr. 2), zatimco shh z “olagenovu

natrice se uvolni bZhem nékolika a% asi 20 minut {obr. 1).

Lyofilizované alginatové kulidky obsahujici shh byly inkubo-
vany pfi 37 ?C v 10 mM fosforednanu draselného, 150 m¥ NaCl,
PH 7,2 (Rotathern). Po 5 minutdch, 1 hodind, 5 hod, 10 hod,

1 dnu, 24 hodindch, 2 dnach, 3 dnech a 5 dnech byly cdebirdny
vzorky a analyzovény na jejich obsah shh pomoci SDS polyakryl-
amidové elektroforézy (obr. 2). Xumulativai mnoZstvi shh uvol-

néného z alginatovych pouzder je vyneseno oproti dasu.

Zkouska uvolnovaci kinetiky shh z 2,5%nich geld ky-

seliny hyaluronové za pouZiti druhd hyaluronové Kyseliny s niz-

kou molel ulovou hmotnosti (LEYW, molelulova nmoqust a51

143 % 12 Da) ncbo 0 VVS ohe nolekulové hﬂotno;ti (HMY, nole;

lovd hmotnost asi 4 x 107 Da) je uveéena v obr. 3. Pro tyto
Y
gely hyalurcnové kyseliny naplnéné shh se provedes naplnéni do

dialyznich trubic (separadni rozmir 300 000 Da) a trubice se

(6]

inkubuji v P8BS pii teplotd 37 °c. ve stanovenych dobdch se ode-
kiraji vzorky uvolnovaciho media a analyzuji na cbsah shh po-

moci reversné fdzové HPLC. Jo zieimé, e d&st ulofendho
vitého proteinu se uvoliuje zadrZovanym zplsobem. Dalsi

proteinu zdstdvé vdzand k hyaluronové kyselind a mohla by byt

©®

uvolnéna in vivo degradaci hyaluronové kyseliny.

Zkoudka uvolilovaci kinstiky shh z iiolagenalginatové
TH

matrice (Fibracol®™™, viz US patent 4 514 794) je zndzornéna

[art
0¢
3]

=t

v obr. 4. Pro tento Fibracclové tampony {(1xlul,3 cm) byly

naplnény 0,2 mg shh v PBS. Naplndné tampcny byly zmrazeny
(-70 ¢y, lyofilizovany a inkuboviny ve vhodném objemu PBS

- . w - O - 1 ol + - I -
prl teplote 37 “C. Ve stanovenych Sasech byly odebirdny vzorky
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uvolnovaciho media a analyzovany na obsah shh pomoci reversnd

fdzové HPLC. Je zfejmé, Ze pouze asi 10 aZ 20 % naplndnych

J
xovitych proteinl se uvolnuje do madia a %e hlavni &dst zUsté-

va vézand ke kolagenalginatové matrici. Tato &dst mife byt

uvolnéna in vivo degr=ca01 na trlce.
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1. Parmaceutickd sompozice jeZkovitého proteinu vy-

znacend tim, 2Ze jeikovity protein je vdzdn k hydrofilnimu nc-
si¢i, ktery je biokompatibilni, pricamiZ tente nosif je poly-
r, ktery

véie jeikovity protein® jako negativn® nabity nosif jako vysla-
dek iontovych interakcei,

nedochidz{ k denaturaci jeZkovitého proteinu, kdy? se vé3e na
nesic,

obsahuje alespon 0,1 aZ 2 negativnd nabitd zbytky na monomar
za neutralnich podminek,

obsahuje ndboj ve formé kyselych skupin,

mid primirnou molekulovou hmotnost alespor 50 400 Da a
je prost agarosy.
2. Farmaceutickd kompozice podle ndroku 1 vyznadena

tim, %2 nosid je tvofen z organické hydrofilni nosné matrice
y

nebo z anorganického nerozpustnéhc fosfore&nanu.
3. Farmaceutickd kompoczics podle ndroku 1 nzbo 2 vyzna-

¢end tim, Ze nosil je vytvoren z aniontového polysacharidu ne-

bo anorganického narozpustnZho fosforednanu.

=
.

farmaceutickéd kompozice podle ndrokd 1 aZ 3 vyzna-

<
\

r

end tim, Ze hydrofilnim nosiéen jp hyaluronovéd: kyselina.

A

U

. Farmaceutickd kompozice podle ndrokd 1 a% 4 vyzna-
Send tim, Ze obsahuje jefkovity protein v koncentraci 0,1 ai
100 mg/ml.

=1

. rarmaceutickd kompozice pedle ndrokd 1 af 5 vyzna

s

end tim, Ze je pufrovdna v rozmezi mezi pH 4 ai 10.




7. Farmaceutickd kompozice podle narokd 1 a3 § vyzna-
¢end tim, Ze obsahuje arginin nebe argininovéd ifonty.
4. Zptsob vyroby farmacuuglcme kompozice vyznaceny tim,

ze zahirnuje jeikovity protein, kKtery je vazan k hydrofilnimu

nosici, ktery je biokompatibilni, piifem? nosid je polymer,
kKtery _

vaze jeZkovity protein jako negativng nabity nosié jako vysle-
dek iontovych interakei,

[
>

nedenaturuje jefkovity protein kdyZ se véie k nosidi,

w

obsahuje alespon 0,1 af 2 negativné nabité zbytky na monomer
za neutralnich podminek,

obsahuje ndboj ve formé kyse lych skupin,

nd primérnou molekulovou hmctnost alespon 50 000 Da a

je prost agarosy,

pricemi jeZkovity protein ve farmaceuticky U&inném mnofstvi

se pouZije jako zdkladni komponenta tohoto prostredku.

6. Zpisob podle ndroxu 8§ vyznadeny tim, Ze jeikovity
protein se pouiije v koncentraci G,1 as 100 mg/ml.

1¢. Zplsob zadriovaného uvolfiovani jelkovitého proteinu

v lidském t&le vyznaleny tim, Ze je fhovity protein se aplikuje
i

lokdlne v 1i
&

11. Zplisob podle ndroku 10 vyznaceny tim, Ze jeé‘ovit?
protein se aplikuje v koncentraci 0,1 a¥ 100 mg/ml.

12. Zpusob podle ndrokd 8 a¥ 11 vyznaceny tim, Ze nydro-
P P Y Y )

filnim nosicem je hyaluronovéd kyselina..

13. Zplisob podls narokd 8 a2 12 vyznadend tim, Ze vazi-
Yy

ni jeZkovitého proteinu k hydrofilnimu nosidi se provddi inku-
baci pZi pH 4,5 nebo vyssim.

dskén tele ve farmacoutické Rompozici podle néroku -
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14. Merozpustnd nosnd matrice vyznalena tim, Zz obsahuje

alespon 3 mg jeikovitého proteinu a alespod 10 mmol na 1 argi-
ninu nebo argininovych iontd na ml nosné matrice.

1,

15. Zplisob vyroby ﬁerozpustné'nosné matrice, ktesrd obsa-
huje jeikovity protein, vyznaleny tim, Ze nosni matricz se in-
kubuje roztokem obsahujicim jezkovity protein v koncentraci
alespon 3 mg/ml a arginin nebo argininové ionty v koncentraci
alespon 10 mmol/l a nésnd matrice pokrytd timto zplsobem se

izoluje.

1s. Zplsob podla ndroku 15 vyznaleny tim, Ze vézdani jei-

kovitého proteinu k hydrofilnimu nosili se provddi inkubaci

pri pH alespon 4,5.

v

Zastupuje: JUDr. Ing. iMilan HoZeijs



100 120 140

80

doba [h]

» .
Tee” " —: E
wp L o
‘e “ 0 )
2y Tod o :
e .-_ O b
...I " ﬁw O
L] @
w‘.ﬂ .
hd .
" 0
.".'.“" O
<+
asree -
] n
. »
*ee e
o
b and
R
.
2 o
. 8 +
] -
m w——
," m “
o <t
.. [ T S T
© Q.
1]
Kol
O
.S ° o
w i~
T
=%
O +
(=]
4
F o
! oS
. ™~
. - |
L, Qo O O o O 9o o O O o
: ® K @ D% O N - o
T HSTE
(%) . 151
- 4

J

T
f=] <
-

01

1
T
o
= < ™~

[%] « TupAcYTOAR

60 L
50 1
0l

172




n..- 0: Ut.t"‘?o.a{ o..cU.U

Obr - 3"

100,0 -
90.0 ——bufr
) —a 2,5 % HMW
80,0 + A 2,5% LMW
70,0 |
T 4
X 60,01
© 50,01
:g 40,0 1
g 300,
N
S 200
2 100l
3
0,0 a— — .
11..
1 3 6 ddia [hf1 26 48 70
Obr. 4
100 -
90 -
80
70 4
X 60 -
T80 -
g 40 -
2 30
2 20
— p! : ‘ . . —x
- 0 " - T

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
doba [min]

2/2



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

