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Denne opbfinnelse angar en fremgangsmate ved fremstil-
ling av et fryseterret, farmaseytisk interferonpreparat for
rekonstituering med sterilt vann. Interferonpreparatet er
anvendelig for tilberedelse av sterile oppidsninger, sarlig
for injeksjon eller for anvendelse som nesespray, heseopples-
ning eller opplesning for gyebehandling, eller for fremstil-
ling av salver, hvor interferon er den aktive legemiddelbe-
standdel.

Interferon er meget virksomt ved behandling av et bredt
utvalgt av sykdomstilstander, spesielt forskjeliige typer
virusinfeksjoner. ' :

Den velkjente ustabilitet av interferonopplesninger
gjer det vanskelig & fremstille stabile preparater for kli-
nisk eller veterinar bruk. Felgelig har det vert foreslatt
4 pakke interferon i fryseterret form for rekonstituering
med sterilt vann. Et slikt preparat vil inneholde en buffer
som vil gi den rekonstituerte opplesning en for farmaseytiske
formal godtagbarva—verdi og dessuten en tilstrekkelig mengde
natriumklorid til at den rekonstituerte opplmsning‘blir iso-
tonisk. Selv i et slikt‘fryset¢rret preparat oppviser imidler-
tid interferonet megef begrenset og utilstrekkelig stabilitet.

Det har nu overraskende vist seg at innlemmelse av
visse aminosyrer i frysetgrrede interfefonpreparater kan gi
et frysetorret interferonpreparat med bétydelig forbedret
stabilitet. Videre er det p& denne mate mulig & oppna ogsa
andre fordeler, f.eks. & lette selve frysetorringstrinnet,
lette rekonstitueringen av det fryseterrede preparat og &
forbedre produktets utseende (spesielt blir dette mindre far-
get).

Med oppfinnelsen tilveiebringes det sdledes en frem-
gangsmate ved fremstilling av et frysetorret, farmasoytisk
interferonpreparat for rekonstituering med sterilt vann, hvor
en steril vannopplesning av interféronet og et forlikelig
buffersystem, som eveﬁtuelt er tilsatt albumin, fryseteorres,
og det som interferon anvendes et humant intérferqn, spesielt
et leukocyttinterferon eller et fibroblastinterferon, for-
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trinnsvis a-interferon eller f-interferon, mer foretrukket
a~2-interferon eller o-l-interferon, idet interferonet des-
suten fortrinnsvis er fremstilt ved rekombinant-DNA-metoder.
Den nye: fremgangsmate er karakteristisk ved at det i opples-
ningen, fer frysetsrringen foretas, innferes en aminosyre
valgt blant glycin og a-alanin, idet aminosyren innferes i
en mengde av fra 5 til 150 mg, fortrinnsvis fra 5 til 25 mg,
pr. 1 x lO4 - 5 x 108 internasjonale enheter (1.U.) av inter-

feronet.

Amiﬁosyrene glycin dg a-alanin anvendes aller helst
i en mengde av fra 7 til 22 mg pr. 1 x 108 til 1x 10% 1.U.
interferon. '

Det humane interferon kan vare et a—interféron, et
B-interferon eller et y-interferon. En rekke o-interferon-
arter er kjent, bg disse betegnes vanligvis med et tall etter
den greske bokstav; Innbefattet'er ogsa de sakalte hybrid-in-
terferoner hvori fragmenter av to eller flere naturlig fore-
kommende interferonarter er forenet, se f.eks. EPA 51873,
hvor hybridér av a-interferoner er beskrevet. Et eksempel
pa et siikt hybrid o-interferon omfatter de forste 92 amino-
syrer av q—l-interferoh bundet til et fragment‘inneholdende

aminosyrer 92-165 av a-2-interferon (carboxy-terminaldel) .

~En sarlig foretrukken form av a-interferon for anvendelse

i preparatehe er oa-2-interferon, sarlig o-2-interferon frem-
stilt ved rekombinante DNA-metoder, f.eks. som beskrevet av
Nagata et al. i_“Na;ure", bind 284, sider 316-320 (1980).

En annen foretrukken form av a-interferon for anvendelse i
preparatene er o-l-interferon, sarlig a—l-interferbn fremstilt
ved rekombinante DNA-metoder.

Den sbesifikke aktivitet av a~2-interferon anvendt
] 7

' i preparatene ber fortrinnsvis vare pa minst 5 x 10" I.U./mg

protein (av interferonbestanddelen), fortrinnsvis minst

1 x'108 I.U./mg‘protein; Den sﬁeéifikke aktivitet’kan bestem-

~mes ved & male den antivirale aktivitét sammenlignet med NIH-

referanséstandarden og ved a male det‘tofale proteiﬁinnhold
under anvendelse av standardmetoder (f.eks. Lowf?—métoden).
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Likeledes er hpy spesifikk aktivitet ¢nskelig for klinisk
anvendelse av andre interferoner. Ved hgye nivaer av spesifikk
aktivitet har det hittil vert serlig vanskeiig 4 opprettholde
en gnsket stabilitet.

Som buffersystemet i det fremstilte preparat velges
ett som er fysiologisk forlikelig og som opprettholder en
onsket pH i den rekonstituerte opplesning og ogsd i opplesnin-
gen for fryseterring. pH-verdien av det rekonstituerte prepa-
rat, s@&rlig et som inneholder a-2-interferon, bgr vare fra
6,5 til 8,0, fortrinnsvis fra 7,0 til 7.4. Et foretrukket
buffersystem, s@rlig for preparater av a-2-interferon, inne-
holder dinatriumhydrogenfosfat og monoﬁatriumdihydrogenfosfat.

Ogsd& andre bestanddeler kan vaere tilstede i det frem-
stilte preparat, forutsatt at de er fysiologisk forlikelige
og ikke er skadelige for interferon. Szrlig kan en ytterligere
stabilisator tilsettes. En foretrukken ytterligere stabili-
sator er albumin, éarlig menneskealbumin ndr preparatet er
beregnet p& klinisk anvendelse. For den ovennevnte mengde
aminosyre, nemlig rfra 5 til 150 mg (fortrinnsvis fra 5 til
25 mg glycin), kan opp til 10 mg albumin, sarlig ca. 1 mg,
tilsettes. .

Hvis mengden av interferon (serlig a-interferon) i
1 ml rekonstituert opplesning skal vare mindre enn 5 x 106
I.U., er tilsetningen av albumin meget gnskelig.

Fortrinnsvis inneholder det fremstilte preparat de
felgende ingredienser i de fplgende mengder:

fra 1 x 106 til 1 % 108 I.U. oa-interferon (sarlig o-2-
interferon),

fra 5 til 25 mg, fortrinnsvis fra 7 til 22 mg, «a-ala-
nin eller sarlig glycin,

et forlikelig buffersystem beregnet pad 4 gi en pH pa
fra 7,0 til 7,4 i den rekonstituerte opplesning, og

ca. 1 mg albumin.

Vannet anvendt ved rekonstituering av preparatet frem-
stilt ifelge oppfinnelsen kan ogsd inneholde andre; forlikelige
bestanddeler, s®rlig konserveringsmidler, som f.ekg. methyl-
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eller isopropyl-p-hydroxy-benzoat. Slike konserveringsmidler
er fordelaktige ndr de resulterende opplesninger skal anven-
des ikke som en enkeltdose, men for flere paferinger,

f.eks. som nasale eller ofthalmiske opplesninger.

Et preparat pd basis av o-2-interferon, fremstilt ved
fremgangsméten ifwlée oppfinnelsen (Preparat I), ble sammen-
lignet med hensyn til lagringsstabilitet med et preparat av
o-2-interferon i saltopplesning med fosfatbuffer (Preparat
I1) og med sistnevnte preparat i fryset¢rret form (Preparat
III). Resultatene av sammenligningsforsekene er gitt i den
nedenstéende tabell.-

Tabell
d

Prosentvis gjenvinning av a-2-interferon fra ulike

preparater under diverse lagringsbetingelser

i

Lagringstid Lagrings- % Gjenvinning av o-2-interferon
(maneder) temp. (OC)
Preparater¥*
I II I1I

0 (ved start) - 100 100 100
1 25 - - 83
3 4 89 67 -
3 25 83 - 23
6 4 106 52 -
6 25 106 - -
6 35 115 - -
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* Preparatexr:

is Fremstilt ifelge oppfinnelsen, frysetorret.
I1: Saltopplesning med fosfatbuffer, pH 7,4.
III: Preparat 1I, frysetdrret.

Det sees av tabellen at lagringsstabiliteten av preparatet
fremstilt i henhold til oppfinnelsen er vesentlig bedre enn
for de to kjente preparatformer.

De felgende ikke-begrensende eksempler belyser frem-
stillingen av et sterilt, frysetgrret pulver for fremstil-
ling av injiserbare opplesninger av et interferon; idet det

foretrukne interferon er o-2-interferon.

Eksempel 1
Opplesning for frysetorring (1000 ampuller; 1 ml pr.
ampulle).

Sammensetning

Interferon 7,5 x 1010 I.U.

Vannfritt dinatriumhydrogen-

fosfat, USP 2,27 gram pr. liter
Natriumdihydrogenfosfat, USP 0,55 gram pr. liter
Glycin, USP 20,0 gram pf.liter
Menneskealbumin, USP 1,0 gram pr. liter
Vann for injeksjon, USP, inntil L,0 1liter
Fremstilling

1. Innfer en del av vannet i et passende kar forsynt med
en reorer.

2. Innfor og opples natriumfosfatene under omrgring.

3. Innfer og opples glycinet under omregring.

4. Innfor og opples albuminet under omrgring.

5. Innfer og opples interferonet under omrpring.
6. Bring satsen til sluttvolumet med vann for injeksjon, USP.
7. Filtrer opplesningen aseptisk inn i et sterilt kar gjennom

et sterilt 0,2 ,um filter som er blitt'vaskét Bg prevet

/

pa integritet. Preov filterets integritet etter filtrerin-

gen.
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8. Fyll opplesningen aseptisk i steriliserte ampuller.

9. Anbring de fylte ampuller aseptisk i en sterilisert fry-
setgrrer.

10. Frysetorr opplgsningen aseptisk.

11. Kork ampullene aseptisk.

12. Pafer forsegling og krymp ampullene.

Fremgangsmdte ved frysetorring (under anvendelse av en fryse-
torrer av brett-typen).
1. Kjol brettene til -30°cC.

2. Innfer ampullene i kammeret.

3. Tillat opplesningene & fryse. Avkjel kjeleren til -45°%
eller lavere. Sett p& vakuumet. Hold brett-temperaturen
ved -30°C i minst 12 timer.

4, @k brett-temperaturen med en relativt konstant hastighet
til heyst +25°%C i lgpet av minst 24 timer.

5. N&r produkttemperaturen nar +25°C, flpommes kammeret med
sterilt nitrogen, inntil atmosfaretrykk er nadd. Kork
ampullené i kamrene.

6. Fjern ampullene fra kammeret og forsegl dem.

EkSempel 2

Et foretrukket preparat hvor interferonét er a-2-inter-
feron, fremstilles ved & feolge fremgangsmaten i eksempel 1
under anvendelse av a-2-interferon som interferonet; men ved

4 erstatte glycinet med a-alanin.

Eksempel 3
Et foretrukket preparat hvor interferonet er oa-l-inter-
feron, fremstilles ved & felge fremgangsmaten i eksempel 1,

men ved & anvende oa-l-interferon som interferon.

Eksempel 4
Et annet foretrukket preparat fremstilles ved & felge
fremgangsmaten i eksempel 1, men ved & anvende o-l-interferon

som interferonet og & erstatte glycinet med a-alanin.
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Patentkraw

1. Fremgangsmate ved fremstilling av et frysetoerret, far-
masgytisk interferonpreparat for rekonstituering med sterilt
vann, hvor en steril vannopplesning av interferonet og et
forlikelig buffersystem, som eventuelt er tilsatt albumin,
frysetgrres, og det som interferon anvendes et humant inter-
feron, spesielt et leukocyttinterferon eller et fibroblastin-
terferon, fortrinnsvis a-interferon eller pB-interferon, mer
foretrukket o-2-interferon eller a-l-interferon, idet inter-
feronet dessuten fortrinnsvis er fremstilt ved rekombinant-
DNA-metoder,

karakterisert v e d at det i opplssningen,

feor fryseterringen foretas, innferes en aminosyre valgt blant
glycin og o-~alanin, idet aminosyren innfgres i en mengde av

fra 5 til 150 mg, fortrinnsvis fra 5 til 25 mg, pr.

1 x 104 - 5x 108 internasjonale enheter (I.U.) av interfero-
net.
2. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert v e d at det pr.
1 x 106— 1 x 108 internasjonale enheter av interferonet an-
vendes fra 5 til 25 mg, og s@rlig fra 7 til 22 mg, a-alanin

eller glycin.

3. Fremgangsméate ifelge krav 1 eller 2,
karakterisert v e d at det som aminosyre anven-

des glycin.
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