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Resenim jsou stabilizované farmaceutické kompozice

- obsahujici v podstaté monomerni interferon-$ (IFN-B) a
zplsoby pouZitelné pii jejich piiprave. Tyto kompozice
obsahuji IFN-B solubilizovany v prostiedku o nizké iontové
sile, ktery udrZuje kompozici na hodnotg pH zhruba 5,0.
Resenim jsou i zplisoby pipravy t&hto kompozici a
zvySovani rozpustnosti IFN-f ve farmaceutickych

. kompozicich.
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HSA prosté prost¥edky s obsahem interferonu R

Oblast techniky

Tento vynalez se obecné tykd farmaceutickych prost¥ed-
kt, konkrétnéji stabilizovanych prost¥edkd interferonu R

prostych lidské&ho serumalbuminu jako p¥iddvané farmaceutické

~pomocné latky.

Dosavadni stav techniky

Interferony jsou skupinou glykoproteint, jejich¥
vylucovéni z bunék se vyvolavad Yadou signall v&etn& virt, RNA
s dvojitou Sroubovici, daldich polynukleotidd, antigent a
mitogen. Interferony vykazuji vice biologickych aktivit
véetné protivirové, protiproliferadni a imunomoduladni
aktivity. Alesponl t¥i z¥etelné typy lidskych interferontd a, R
a gama se rozliBuji na zdklad® ¥ady faktort vdetn& protiviro-

vych a protiproliferadnich aktivit.

Interferon-f3 (IFN-8) je prvnim identifikovanym GEinnym
lékem pro pacienty s mnohodetnou sklerdzou (MS) a prokazuje
se, Ze sniZuje polet p¥ihod, které pacienti utrpi s relapsem
a remisi MS a sekundédrni progresivni MS. Kompozice IFN-f3 lze

téZ pouZit p¥i 1&&bé& infekce hepatitidy B a C.

Podobné& jako u vB8ech 1ékl na bidzi proteint je t¥eba
p¥i pouziti IFN-f jako terapeutického prost¥edku pF¥ekonat

jednu velkou preké&Zku, kterou je ztréta farmaceutické

pouZitelnosti, kterd miZe vyplyvat z nestability—ve
farmaceutickych p¥ipravcich. Fyzik&lni nestabilita, ktera
ohrozuje aktivitu polypeptidu a G¢innost ve farmaceutickych

prostfedcich, zahrnuje denaturaci a tvorbu rozpustnych a



nerozpustnych agregédtt, zatimco chemickd nestabilita zahrnuje
hydrolyzu, tvorbu imidu, oxidaci, racemizaci a deamizaci.
N&které z t&chto zm&n vedou ke ztraté &i sniZeni farmaceu-
tické aktivity daného proteinu. V dal8ich p¥ipadech jsou
presné G&inky t&chto zm&n nezndmé, av8ak stéle je tfeba
uva¥ovat, ¥e vysledné produkty degradace jsou farmaceuticky
neptijatelné vzhledem k moZnosti neZédoucich vedlejsich

4&inkd.

Stabilizace polypeptidd ve farmaceutickych prost¥ed-
cich ztistiva oblasti, ve které hraje znacénou Ulohu pokus a
omyl [pYehledny referdt Wanga, Int. J. Pharm. 185, 129-188
(1999), Wang a Hanson, J. Parenteral Sci. Tech. 42, S3-S26
(1988)]. Pomocné latky, které se p¥idavaji k polypeptidovym
farmaceutickym prost¥edkim pro zvySovdni jejich stability,
zahrnuji pufry, cukry, povrchové aktivni latky, aminokyseli-
ny, polyethylenglykoly a polymery, aviak stabilizadni G&inky

t&chto chemickych p¥isad se mé&ni v zavislosti na proteinu.

Jednou z hlavnich prekéZek p¥ipravy stabilizovanych
'IFN-R farmaceutickych prost¥edk je Spatnd rozpustnost
molekuly IFN-R. Soulasné prostfedky pouZivaji HSA jako
prost¥edek pro zvyfeni rozpustnosti IFN-B. Av3ak pouziti HSA
ma své nevyhody. HSA je produkt z lidské krve a musi se tedy
ziskdvat od 1idi. I kdy% se &ini kroky pro sniZeni rizika,
pouZiti produktl z 1lidské krve, jako je HSA, sebou nese moZné
zavedeni lidskych vir® jako jsou HIV a HCV. Zavedeni HSA do
pripravku téZ interferuje se schopnosti sprévné stanovit
stabilitu IFN-8 v p¥ipravku. Je tomu tak proto, Ze HSA i
IFN- jsou proteiny a HSA interferuje p¥i n&kterych analyzach
zji&tujicich stabilitu IFN-5.

Navic je IFN-R protein, ktery vykazuje tvorbu agregatu




pri pripravé ve farmaceutickych prost¥edcich, a proto je
mnoZstvi tohoto proteinu v jeho monomernim biologicky
aktivnim stavu ohroZeno v prubé&hu skladovidni t&chto prost¥ed-
k. Tvorba agregdtu s polypeptidem, jako je IFN-, miZe v
prub&hu skladovani farmaceutického prost¥edku nep¥iznivé
ovlivnit biologickou aktivitu tohoto polypeptidu, co% zplso-
buje ztatu terapeutické G&innosti farmaceutiékého prost¥edku.
Dale miZe tvorba agregdtu zplsobit dalsgi problémy, jako je
blokovani trubicek membrén &i &erpadel p¥i podévani farma-
ceutického prost¥edku s obsahem IFN-£ pomoci infuzniho
systému. Navic injekce farmaceutického prost¥edku obsahujici-
ho agregovanou formu proteinu p¥indsSi moZnost vzniku imuno-

genni reakce na tento agregovany protein.

Proto existuje pot¥eba dalsich IFN- farmaceutickych
prost¥edkti obsahujicich fyziologicky kompatibilni stabiliza-
¢ni prost¥edky, které zlepsSuji rozpustnost tohoto proteinu a

stabilizuji tento protein proti tvorbé agregatd, &imZ

zlepsuji farmaceutickou pouZitelnost.

Podstata vyndlezu

Poskytuji se kompozice obsahujici interferon # (IFN-R)
jako terapeuticky G&innou sloZku a zplsoby pouZitelné p¥i
jejich p¥ipravé. Tyto kompozice jsou stabilizované farmaceu-
tické kompozice, které jsou prosté lidského serumalbuminu
(HSA) jako farmaceutické pomocné latky a které obsahuji v
podstaté monomerni IFN-f3 solubilizovany v p¥ipravku o nizké

iontové sile. Tento pFipravek o nizké iontové gile je roztok

obsahujici pufr v mnozZstvi dostatedném pro udriZeni-pF¥ipravku
na udané hodnoté& pH +0,5 jednotek, kde udané pH je od zhruba
3,0 do zhruba 5,0 a iontova sila neprevy3uje zhruba 60 mM. Do

farmaceutickych prost¥edkd se zahrnuje neiontovy prost¥edek



pro Upravu osmotického tlaku tak, aby tyto prost¥edky byly

izotonické a timto prost¥edkem pro dpravu osmotického tlaku

je n€ktery glycid. Poskytuji se té¥ zplsoby zvySovani

rozpustnosti IFN-f ve farmaceutickych prost¥edcich a

zvySovani mnoZstvi monomerniho IFN-8 v t&chto prost¥edcich

bez pouZiti lidského serumalbuminu.

P¥ehled obrazkt na vvkresech

- Obrézek 1 ukazuje

chloridu sodného.

Obrazek 2 ukazuje

o nizké iontové sile.

Obrazek 3 ukazuje
IFN-B-1b.

rozpustnost IFN-f-1b v roztocich

rozpustnost IFN-$-1b v prost¥edcich

i¢inek

inek

Ch
X

G¢inek

Gad¢inek

G&inek

G&inek

Obrazek 4 ukazuje
IFN-B-1b.

Obrézek 5 ukazuje
IFN-B-1b.

Obrézek 6 ukazuje
na stav agregace IFN-R-1Db.

Obréazek 7 ukazuje
na stav agregace IFN-%-1b.

Obrézek 8 ukazuje
na stav agregace IFN-$-1b.

PH 3,0 na stav agregace
pPH 4,0 na stav agregace
PH 5,0 na stav égregace
iontové sily (0 mM NaCl)

iontové sily (50 mM NaCl)

iontové sily (150 mM NaCl)



Obrézek 9 ukazuje stav agregace v prost¥edku o PH 3,0,
ktery obsahuje pouze glycinovy pufr 5 mM.

Obréazek 10 ukazuje Gfinek neiontového prost¥edku pro

Gpravu osmotického tlaku (9 % sacharosy) na stav agregace
prost¥edku IFN--1b podle obrazku 9.

Obrdzek 11 ukazuje Glinek neiontového prost¥edku pro
Gpravu osmotického tlaku (9% trehalosa) na stav agregace
IFN-8-1b v prost¥edku z obrizku 9.

Obrézek 12 znézorliuje procento z poééteéni koncentrace
IFN-f3-1b v lyofilizovanych prostfedcich obsahujicich 9 %
trehalosy nebo 9 % sacharosy po 8 tydnech skladovani p¥i
teplot& 40 ©C. Koncentrace se stanovi absorbci ultrafialo-

vého svétla.

Obrdzek 13 zndzorliuje procento z podatedni koncentrace
IFN-£-1b v lyofilizovanych prost¥edcich obsahujicich 9 %
trehalosy nebo 9 % sacharosy po 8 tydnech skladovani p¥i
teplot& 40 ©C. Procento hlavniho vrcholu se stanovi vysoko-

vykonnou kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi.

Obréazek 14 zndzortiuje poddtedni koncentraci IFN--1 v

Q

lyofilizovanych prost¥edcich obsahujicich 9 % trehalosy po 9

m&sicich skladovéni p¥i 5 ©C nebo p¥i 30 ©c.

Obrézek 15 ukazuje procento hlavniho vrcholu IFN-8-1b

=]

v lyofilizovanych prostfedcich obsahujicich 9 % trehalosy po

9 m&sicich skladovéni p¥i teplot& 5 ©C nebo p¥i 30-2¢.
Procento hlavniho vrcholu se stanovi vysokovykonnou kapali-

novou chromatografii s reverznimi fézemi.



Obréazek 16 ukazuje procento politedni koncentrace
IFN-3-1b v kapalnych prost¥edcich obsahujicich 9 % trehalosy
nebo 9 % sacharosy po 9 tydnech skladovani p¥i teploté&

30 °C. Koncentrace se stanovi absorbaci ultrafialového

svétla.

Obrazek 17 ukazuje procento hlavniho vrcholu IFN-#-1b
v kapalnych prost¥edcich obsahujicich 9 % trehalosy nebo 9 %
sacharosy po 8 tydnech skladovani p¥i teplot& 30 °C. Procento
hlavniho vrcholu se stanovi vysokovykonnou kapalinovou chro-

matografii s reverznimi fézemi.

Obrazek 18 ukazuje pofatedni koncentraci IFN-8-1b v
kapalnych prost¥edcich obsahujicich 9 % trehalosy nebo 9 %
sacharosy po 9 mé€sicich skladovéni v lahvi&kach p¥i teploté&
5 ©C. Koncentrace se stanovi spektroskopii v ultrafialovém

svétle.

Obrézek 19 ukazuje procento hlavniho vrcholu IFN-R-1b
v kapalnych prostfedcich obsahujicich 9 % trehalosy nebo 9 %
sacharosy po 9 m&€sicich skladovadni v lahvidkich p¥i teplotéd
5 ©C. Procento hlavniho vrcholu se stanovi vysokovykonnou

kapalinovou chromatografii s reverznimi fézemi.

Obréazek 20 zn&zornuje procento politedni koncentrace
IFN-3-1b v kapalnych prost¥edcich obsahujicich 9 % trehalosy
nebo 9 % sacharosy po 9 tydnech skladovadni p¥i teploté&

30 °C. Koncentrace se stanovi spektroskopii v ultrafialovém

svétle.

Obrazek 21 zndzorniuje procento poldtedni koncentrace
IFN-f3-1b v lyofilizovanych prost¥edcich obsahujicich 9 %

trehalosy nebo 9 % sacharosy po 8 tydnech skladovani pZ¥i
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teplot& 40 ©C. Koncentrace se stanovi spektroskopii v ultra-

fialovém svétle.

Obréazek 22 znézoriluje procento politedni koncentrace
IFN-$-1b v kapalnych prost¥edcich obsahujicich 5 % mannitolu
pfi skladovani po dobu 6 m&sict p¥i teplot& 5 ©C. Koncentrace

se stanovi spektroskopii v ultrafialovém svétle.

Obrézek 23 ukazuje procento hlavniho vrcholu IFN-£-1b
v kapalnych prost¥edcich obsahujicich 5 % mannitolu p¥i 6
mé&sicich skladovani p¥i teplot& 5 °C. Procento hlavniho
vrcholu se stanovi vysokovykonnou kapalinovou chromatografii

s reverznimi fézemi.
Nédsleduje podrobny popis vyndlezu.

Tento vynédlez se zam&€fuje na stabilizované
farmaceutické prost¥edky obsahujici interferon R (IFN-R) a
zpusoby jejich pripravy. Tyto prost¥edky se p¥ipravuji bez
pfitomnosti lidského serumalbuminu (HSA) a jsou proto prosté
této farmaceutické pomocnéblétky. Tyto p¥ipravky se zde
uvadeéji jako "HSA prosté" farmaceutické p¥ipravky IFN-R. Tyto
pfipravky obsahuji v podstat& monomerni IFN-f, ktery se
solubilizuje v p¥ipravku o nizké iontové sile. Pojem
pfipravek o "nizké iontové sile" znamend roztok obsahujici
pufr v mnozZstvi, které je dostatelné pro udrfovani pH tohoto
farmaceutického prost¥edku v mezich +0,5 jednotek udaného
PH, ktery nemd vy&8i iontovou silu neZ? zhruba 60 mM. "Iontova

sila" se vztahuje ke standardni chemické definici, kteri se

pouZivd pro roztoky, kde iontovd sila roztoku se rovnéa
% T clzlz, kde ¢ je koncentrace a z je nédboj. Pufr je p¥itomen
v prost¥edku o nizké iontové sile o koncentraci zhruba 1 mM a¥

zhruba 30 mM, p¥ednostné zhruba 2 mM aZ zhruba 25 mM lépe
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zhruba 2 mM aZ zhruba 20 mM, je3t& lépe zhruba 2 mM a¥ zhruba
10 mM, a dokonce jesSté& lépe zhruba 2 mM a¥ zhruba 5 mM. Proto
v nékterych zt&€lesnénich obsahuje prost¥edek o nizké iontové
sile pufr o koncentraci zhruba 2 mM a¥ zhruba 10 mM, zhruba

2 mM aé‘zhruba 7 mM, zhrubaIZmM aZz zhruba 5 mM, zhruba 2 mM,
zhruba 3 mM, zhruba 4 mM nebo zhruba 5 mM. Vhodné pufry,
které lze pro p¥ipravu prost¥edku o nizké iontové sile, ve
kterych se solubilizuje IFN-8, zahrnuji, av8ak bez omezeni,
glycin, kyselinu aspartovou sukcinidt sodny, citrdt, formiat,
acetat, kyselinu glutamovou, histidin, imidazol a fosfat,
p¥ednostné glycin, kyselinu aspartovou a sukcindt sodny,

prednostnéji glycin a kyselinu aspartovou.

Pfednostné mé p¥ipravek o nizké iontové sile iontovou
silu, kter& nepr¥evySuje zhruba 60 mM, p¥ednostn&ji ktera
neprfevysuje zhruba 40 mM a je3té lépe kterd nep¥evyduje 20
mM. V nékterych ztélesnénich se iontovéd sila p¥ipravku urduje
péuze koncentraci pufru a proto tento p¥ipravek nemid p¥idavné
iontové sloZky, jako je chlorid sodny, chlorid draselny,
chlorid ho¥ecdnaty, ammond sl a podobné&, p¥ispivajici k jeho

iontové sile.

Pouziti p¥ipravku o nizké iontové sile, ktery je
roztokem obsahujicim pufr o koncentracich zhruba 1 mM aZ
zhruba 30 mM, p¥ednostné& zhruba 2 mM aZ zhruba 5 mM, posky-
tuje pripravu stabilizovanych IFN-f3 farmaceutickych prost¥ed-
kt, které maji pH zhruba 3,0 aZ zhruba 5,0, pfednostn& 3,0
az zhruba 4,5, p¥ednostn&ji zhruba 3,0 aZ zhruba 4,0, jesté&

lépe zhruba 3,5 aZ zhruba 4,0, nejlépe zhruba 4,0, v zdvi-

slosti na konkrétnim pouZitém pufru. Proto, pokud je pufrem
glycin, je pH prost¥edku zhruba 3,0 aZ 3,5, p¥ednostn&ji
zhruba 3,0. Pokud je pufrem kyselina aspartovd, je pH
prost¥edku zhruba 3,5 aZ zhruba 4,5, p¥ednostn& zhruba 4,0.
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Pokud je pufrem sukcinat sodny, je pH prost¥edku zhruba 4,5
az zhruba 5,0, p¥ednostné& zhruba 5,0.

P¥i udrZovani pH IFN-R farmaceutickych prost¥edkt
podle tohoto vyndlezu v rozmezi od zhruba 3,0 do zhruba 5,0
lze zvy8it rozpustnost IFN-f v t&chto prost¥edcich mimo
normalné moZné rozmezi bez pou¥iti lidského serumalbuminu.
Dale zavedenim IFN-R do prost¥edku o nizké iontové sile,
jak se zde definuje, lze p¥ipravit farmaceutické prost¥edky
obsahujici v podstaté& monomerni IFN-8. Pojem "v podstaté
monomerni" znamend, Ze v&tZina IFN-R (na ziklad& hmotnosti)
pfitomnd v roztoku je v monomerni form& spife ne¥ v agrego-
vané formé. Pojem agregovany zde znameni fyzik&dlni interakci
mezi molekulami polypeptidli, kerd vede ke tvorb& multimerd
(dimerd, trimerd atd), které zlstdvaji rozpustné, nebo se
mohou vysréZet z roztoku. Monomerni forma polypeptidu IFN-R
zUst&va rozpustnd a proto se zde popisuje jako "solubilizo-
vanad" v prost¥edku o nizké iontové sile nebo ve farmaceu-
tickych prost¥edcich podle tohoto vyndlezu. Procento

(hmotnostni) IFN-R, které je v monomerni form& v HSA prostych

X

prostf¥edcich podle tohoto vyndlezu, se mi¥e ménit od 80 % k
vy88im hodnotadm. Tento vynédlez tedy poskytuje HSA prosté
IFN-f farmaceutické prost¥edky, které obsahuji alespoii zhruba
80 % IFN-$ v monomerni formé& oproti agregované formg,
prednostné alesponl 85 %, pF¥ednostn&ji alespoii 90 %, dokonce
jest& lépe 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %5, 97 %, 98 %,

99 % nebo vice IFN- v monomerni formé&.

oe

V nékterych zt&€lesnénich tohoto vynilezu HSA prosté

farmaceutické prost¥fedky IFN-8 dile zahrnuji neiontovy
prost¥edek pro fpravu osmotického tlaku v mno¥stvim dosta-
tecném k tomu, aby prost¥edky byly isotonické s télesnymi
tekutinami. Tyto prost¥edky lze upravit na isotonické ¥adou
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neiontovych prost¥edkt pro pozm&n&ni osmotického tlaku dob¥e
znamych tém, kte¥i maji zkudenost v oboru. Jsou to obvykle
glycidy z riznych skupin [viz nap¥iklad Voet a Voet (1990)
Biochemistry (John Wiley & Sons, New York)]. Monosacharidy
klasifikované jako aldosy, jako je glukosa, mannosa, arabi-
nosa a ribosa, stejné tak jako ty, které se klasifikuji jako
ketosy, jako je fruktosa, sorbosa a xylulosa lze pouZit jako
neiontové prost¥edky pro Upravu osmotického tlaku v tomto
vyndlezu. Disacharidy, jako je sacharosa, maltosa, trehalosa
a laktosa lze rovn&? pouZit. Navic lze té¥ poufit alditoly
(acyklické polyhydroxyalkoholy), jako je glycerol, mannitol,
xylitol a sorbitol, jako neiontové prost¥edky pro Upravu
osmotického tlaku v tomto vyndlezu. Nejpreferovan&jZimi
neiontovymi prost¥edky pro Gpravu osmotického tlaku jsou
trehalosa, sacharosa a mannitol nebo jejich kombinace.
Neiontové prost¥edky pro Gpravu osmotického tlaku se
priddvaji v mnoZistvi dostatedném k tomu, aby prost¥edek byl
isotonicky s télesnymi tekutinami. P¥i zavad&ni do HSA
prostych farmaceutickych prost¥edkl IFN-R je koncentrace
prost¥edku pro lpravu osmotického tlaku zhruba 1 % a¥ zhruba
10 % v zavislosti na pouZitém prost¥edku. Proto v jednom
zt&lesn&ni je neiontovym prost¥edkem pro Gpravu osmotického
tlaku trehalosa nebo sacharosa p¥i koncentraci zhruba 8 % a¥
zhruba 10 %, prednostné& zhruba 9 % (hmotnost/objem) a
pfednostné se pouZiva trehalosa o této koncentraci. V daldim
ztélesnéni je neiontovym prost¥edkem pro GUpravu osmotického
tlaku mannitol o koncentraci zhruba 4 % a% zhruba 6 %,
prednostné zhruba 5 % (hmotnost/objem). V dalZich

zt&lesnénich je neiontovym prost¥edkem pro Gpravu osmotického

tlaku kombinace trehalosy a mannitolu nebo sacharosy a .-
mannitolu, kde trehalosa a sacharosa jsou pf¥itomny v
koncentracich zhruba 1 % (hmotnost/objem) a mannitol je

pfitomen o koncentraci zhruba 3 % a¥ zhruba 5 % (hmotnost/
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objem), pfednostn& zhruba 4,6 % (hmostnost/objem) .

HSA prosté farmaceutické prost¥edky IFN-f podle tohoto
vynaélezu zahrnuji kapalné prostf¥edky a jejich sufené

formy. Pro tc&ely tohoto vynédlezu pojem "kapalny" vzhledem k
farmaceutickym kompozicim &i prost¥edktim zahrnuje pojem
"vodny" a zahrnuje kapalné pfipravky, které jsou zmrazené.
"SuSend forma" znamena kapalnoﬁ farmaceutickou kompozici &i
prost¥edek vysuSené bud sufenim za mrazu [to je lyofilizaci,
viz napfiklad Williams a Polli, J. Parenteral Sci. Technol.
38, 48-59 (1984)], suBeni ve spreji [viz Masters (1991) v
Spray-Drying Handbook (5. vydani, Longman Scientific a
Technical, Essez, U. K.), str. 491-676, Broadhead a kol.,
Drug Devel. Ind. Pharm. 18, 1169-1206 (1992) a Mumenthaler

a kol., Pharm. Res. 11, 12-20 (1994)] nebo suleni na vzduchu
[Carpenter and Crowe, Cryobiology 25, 459-470, (1988) a
Roser, Biopharm. 4,47-53 (1991)]. Pojem "lyofilizace™
vzhledem k farmaceutickym prost¥edktim s obsahem IFN-R znamena
rychlé suSeni za mrazu, za sni%eného tlaku v ¥ad& lahvicdek,
z nichZ kaZda obsahuje jednotkovou davku interferonového
pfipravku podle tohoto vynadlezu. Lyofiliza&ni za¥izeni prova-
déjici vySe popsanou lyofilizaci jsou komerdn& dostupnéa a
snadno je ovlada ten, kdo md zkuSenost v oboru. V jednom
zt€lesnéni tohoto vyndlezu se kapalny prost¥edek p¥ipravuje

jako lyofilizovand kompozice.

V dal8ich zté&lesné&nich tohoto vynalezu lze pripravit
HSA prosté farmaceutické kompozice s obsahem IFN-R podle
tohoto vynadlezu ve form&, kterd je vhodnid pro dodavani do
plic a pro podévéani p¥ipravku osob& plicni inhalaci. "Plicni

inhalace" znamend, Ze se farmaceutickd kompozice podava p¥imo

do plic dodavkou kompozice ve form& aerosolu nebo jiného
vhodného p¥ipravku z dodédvaciho za¥izeni do tdstni dutiny

osoby a osoba inhaluje tento p¥ipravek dstni dutinou. Pojem
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"aerosol" znamend suspenzi tuhych &i kapalnych S&stic v
proudicim vzduchu nebo jiném fyziologickém akceptovatelném
proudu plynu. Dal8i vhodné p¥ipravky zahrnuji, aviak bez
omezeni, mlhu, paru nebo sprejové prost¥edky, pokud jsou
Castice obsahujici proteinovou kompozici v rozmezi rozm&rd
konzistentnim s rozmezim popisovanym pro formu sufeného
prasku farmaceutické kompozice, jak se definuje ni¥e. Plicni
inhalaci lze té% uskutelnit dal&imi vhodnymi zptsoby znémymi
tomu, kdo m& zkuSenost v oboru. Ty mohou zahrnovat instilaci
kapaliny pomoci vhodného za¥izeni nebo jinych takovych zptso-
bd. Plicni inhalace vede k ukl&adéni inhalované proteinové
kompozice v alveolech plic osoby. Po vloZeni se protein miZe
absorbovat, pasivné &i aktivné&, epithelem alveoll a vrstvami
kapildrniho epithelu do krevniho Fe&idté& s néslednou systémo-

vou distribuci.

Podédvani do plic polypeptidu &i proteinu, jako je
IFN-f3, vyZaduje dodévku biologicky aktivni latky v zatizeni
pro doddvani do ordlni dutiny osoby inhalaci. Pro G&ely
tohoto vyn&lezu se HSA prosté farmaceutické prost¥edky
obsahujici IFN-f nebo jejich varianty poddvaji inhalaci
aerosolu &1 jiného vhodného ptipravku, ktery se obdrii z
vodného ¢i nevodného roztoku nebo ve form& suspenze nebo jako
tuhé& léatka ¢i forma suchého prasku farmaceutického prostfed—
ku, v zé&vislosti na pouZitém za¥izeni pro dodavku. Tato
za¥izeni pro dodévku jsou dob¥e zn&m& v oboru a zahrnuji,
av8ak bez omezeni, nebulizétory, inhaldtory s odm&¥ovanim
davky a inhaldtory suchych praskl nebo jakékoliv jiné vhodné

mechanismy dodé&vani, které umoZiiuji dodévku farmaceutického

prost¥edku vodného ¢i nevodného roztoku nebo suspenze nebo ve
form& tuhé &i ve formé suchého préasku. P¥i pouZiti v souvi-
slosti s farmaceutickymi prost¥edky vhodnymi pro dodéavku do

plic maji tyto pojmy né&sledujici zamySleny vyznam. Pojem
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"vodny" se tyké& prost¥edku p¥ipraveného s vodou obsahujiciho
vodu ¢i rozpusté&ného ve vod&, vietnd smsi, ve kterych je
voda prevladdajici létkou této sm&si. P¥evladdajici latka je
pfitomnad ve vét3im mnoZstvi ne¥ jind slofka této smdsi. Pojem
"nevodny" se tykad prost¥edku p¥ipraveného g latkou jinou ne?
je voda obsahujici takovou latku nebo rozpuit&nou v takové
lédtce nebo ve sm&sich, ve kterych voda neni p¥evladajici
sloZkou této sm&si. Pojem "roztok" se tyk& homogenni p¥ipravy
dvou &i vice léatek, které mohou byt tuhé&, kapalné, plynné
nebo vzajemné kombinace téchto stavl. Pojem "suspenze'" se
tyka smé&si latek takovych, ¥e jedna &i vice nerozpustnych

latek jsou homogenné& dispergované v jiné p¥evlddajici latce.

Pro GCely tohoto vyndlezu se pojmy "tuhy" a "suchy
prések" pouZivaji se vzdjemnou z&m&nou s odkazem na HSA
prosté farmaceutické prost¥edky vhodné pro dodévku do plic.
Pojeh "tuhd forma" nebo "forma suchého prasku" farmaceutické-
ho prostfedku znamend kompozici, kterd se vysudi na jemnd&
rozm@lnény préSek s obsahem vlhkosti men3im ne¥ zhruba 10
hmotnostich procent, obvykle menZim ne¥ zhruba 5 hmotnost-
nich procent a prednostné menZim neZ zhruba 3 hmotnostni
procenta. Tato forma suchého prasku kompozice obsahuje
Céstice s obsahem IFN-8 nebo variantu této latky. Preferované
velikosti C&stic jsou mensi neZ zhruba 10,0 um st¥edniho pru-
méru, preferované€ji menSi neZ zhruba 7,0 um, lépe ne¥ zhruba
6,0 pum, jesté lépe men¥i neZ zhruba 0,1 a% 5,0 um, nejlépe v

rozmezi zhruba 1,0 aZ zhruba 5,0 um st¥edniho primé&ru.

HSA prosty kapalny farmaceuticky prost¥edek s obsahem

IFN-f2 nebo jeho varianty zamy$lené pro dodavku do plic lze
tedy pouZit bud jako kapalny roztok &i suspenzi v za¥izeni
pro dodévku nebo ve form& nejprve zpracované na suchy préadek

s pouzitim lyofilizace nebo zplsobl sufeni ve spreji dobte
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znamych v oboru. Tam, kde se kapalny roztok &i suspenze
pouZivéd v dodévacim za¥izeni, nebulizdtoru, inhaldtoru s
odm&¥ovanim davky nebo v jinych vhodnych za¥izenich pro
dodavku v jednotlivé divce &i ve vice astednych davkach
plicni inhalaci, je farmaceuticky d&inné mno¥stvi kompozice
pro dodavku do plic pacienta ve form& kapidek o stejném
rozmezi velikosti &&stic, jako se popisuje vySe pro formu
suchého préasku. Pojem "farmaceuticky G&inné mno¥stvi'" znameni
mno%stvi pouZitelné p¥i lédeni, prevenci &i diagnostice
choroby nebo stavu vykazujiciho odpov&d na IFN-R3. Podobny
roztok &i suspenzi kompozice lze pouZit s fyziologicky
vhodnymi stabilizadnimi prost¥edky, pomocnymi l&atkami, modi-
fikdtory viskozity, prost¥edky pro zv&tEeni objemu, povrchov&
aktivnimi latkami nebo s jejich kombinacemi zndmymi tomu, kdo
méd zkuSenost v 6boru, pokud neohroZuji vyznadné charakteri-
stiky kompozici podle tohoto vyndlezu s obsahem IFN-R3
prostych HSA.

Pokud se kapalny farmaceuticky prost¥edek lyofilizuje
pfed pouzitim dodévkou do plic, rozm&liiuje se lyofilizovany
prost¥edek pro obdrZeni jemn& rozptyleného suchého praZku
sloZeného z Castic s poZadovanym rozmezim rozm&rl popisovanym
vySe. Tam, kde se pouZivd sufeni ve spreji pro obdrZeni
suchého préasku z kapalného farmaceutického prost¥edku,
provddi se tento zpusob za podminek, které vedou k v podstaté
amorfnimu jemné rozmélnénému suchému préfku, ktery se sklada
z Castic v ré&mci poZadovaného rozmezi popisovaného vyde.
Podobné&, pokud je vychozi farmaceuticky prost¥edek ji¥ v
lyofilizované formé, miZe se rozmé&liiovat s obdrZfenim suché

pré&skové formy pro néslednou p¥ipravu aerosolu &i jiného

pZipravku vhodného pro inhalaci do plic. Pokud je viychozi
farmaceuticka kompozice ve formé& suSené ve spreji, p¥ipravuje

se v preferovanych p¥ipadech takovym zplsobem, %e ji% je ve
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formé& suchého prafku o vhodné velikosti &&stic pro diétribuci
vodnych &i nevodnych roztokd &i suspenzi suché priskové formy
v souladu s plicnim poddvanim. Ohledn& zpusobu p¥ipravy
suchych préaskovych forem farmaceutickych prost¥edkt viz
napf¥iklad publikace WO 96/32149, WO 97/41833, WO 98/29096 a
US patenty &. 5 976 574, 5 985 248 a 6 001 336, které se zde

zahrnuji formou odkazu.

Vyslednd suché& préfkova forma kompozice se poté umisti
.do vhodného za¥izeni pro dodévku pro nislednou p¥ipravu
aerosolu ¢i jiného vhodného p¥ipravku, kery se dodava
pacientovi plicni inhalaci. Pokud se pou¥iva sucha pragkova
forma farmaceutické kompozice, je t¥eba ji p¥ipravit a
distribuovat ve form& vodného &i nevodného roztoku &i
suspenze, inhalatoru odm&¥ované davky nebo jiného vhodného
za¥izeni pro dodévku. Farmaceuticky G&inné mno¥stvi suché
praskové formy kompozice se podédvi v aerosolu &i jiném
pfipravku vhodném pro plicni inhalaci. Mno¥stvi formy suchého
prasku kompozice umist&né do za¥izeni pro dodavku je dosta-
tedné pro umoZn&ni dodavky farmaceuticky G&inného mno¥stvi
kompozice subjektu inhalaci. Proto bude mno¥stvi suché
préaskové formy umist&né do dodavaciho za¥izeni kompenzovat
moZné ztraty v za¥izeni v prub&hu skladovini a dodavky suché
davkové formy kompozice. Po umistdni suché préaskové formy do
dodavaciho za¥izeni se &&stice o sprdvné velikosti, jak se
popisuje vyZe, suspenduji v hlavnim prost¥edi aerosolu.
Tlakova nevodnéd suspenze se poté uvolfiuje z dodavaciho
za¥izeni do dychacich cest subjektu v pribéhu inhalace.

Dodévaci za¥izeni dodavaji ve form& jedné déavky &i ve vice

dit&ich davkach plicni inhalaci farmaceuticky G&inné mno¥stvi
kompozice do plic pacienta. Hnaci plyn aerosolu musi byt
konven¢ni latkou pouZivanou pro tyto dlely, jako je chlor-

fluorkarbon, hydrochlorfluorkarbon, hydrofluorkarbon nebo
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uhlovodik, v&etné trichlorfluormethanu, dichlordifluor-
methanu, dichlortetrafluormethanu; dichlordifluormethanu,
dichlortetrafluorethanolu a 1,1,1,2-tetrafluorethanu nebo
jejich kombinace. Do farmaceutického prost¥edku lze p¥idavat
povrchové aktivni latku pro sniZeni adhese suchého prasku
obsahujiciho protein na stény dodédvaciho za¥izeni, ze kterého
se aerosol vypousti. Vhodné povrchov& aktivni latky pro tento
G¢el zahrnuji, av8ak bez omezeni, sorbitol-trioledt, sojovy
lecithin a kyselinu olejovou. Zatrizeni vhodnd pro dodévku do
plic suché pré8kové formy proteinové kompozice ve form&
nevodné suspenze jsou komerd&éné dostupnd. P¥iklady takovych
za¥izeni zahrnuji inhaldtor s odméY¥ovanou latkou Ventolin
(Glaxo atd.) a inhaldtor Intal (Fisons, Corp., Bedford, Ma).
Viz téZ zar¥izeni pro dodadvku aerosolu popisovanid v US
patentech &. 5 522 378, 5 775 320, 5 934 272 a 5 960 792 a

tyto patenty se zde zahrnuji formou odkazu.

Pokud se m& tuhd latka nebo suchy prasek HSA prosté
farmaceutické kompozice s obsahem IFN-£ dodivat ve formé
suchého prasgku, pouzivad se v preferovanych ptripadech
inhaldtor suchého p¥asku ¢i jiné p¥islu$né za¥izeni pro
dodavku. Forma suchého présku farmaceutického prost¥edku se
prednostné p¥ipravuje jako aerosol suchého prasku disperzi v
proudu vzduchu ¢i jiném fyziologicky akceptovatelném proudu
plynu konvendnim zplUsobem. P¥iklady komerdné dostupnych
inhaiétorﬁ suchého prégku vhodnych pro pouZiti v souladu se
zplsoby, které se zde popisuji, zahrnuji inhaldtor prasku
Spinhaler (Fisons Corp., Bedford, MA) a za¥izeni Ventolin
Rotahaler (Glaxo, Inc., Research Triangle Park, NC). Viz téZ

za¥izeni—pro dodéavku suchého préagku popisovand v publikacich
WO 93/00951, WO 96/09085, WO 96/32152, a v US patentech &.
5 458 135, 5 785 049 a 5 993 783, které se zde zahrnuji

formou odkazu.
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Forma suchého prasku HSA prostého farmaceutického
prost¥edku s obsahem IFN-8 nebo jeho biologicky aktivni
varianty se miZe rekonstituovat na vodny roztok pro néslednou
dodavku ve vodném aerosolovém roztoku s pouZitim
nebulizatoru, inhaldtoru s odm&¥ovanim davky nebo jiného
vhodného za¥izeni pro dodévku. V p¥ipad& nebulizdtoru se
vodny roztok udrZovany v nédobce s kapalinou p¥evadi na vodny
sprej a pouze jeho mald &ast opoudti nebulizitor pro dodavku
pacientovi v jakémkoliv daném &ase. Zbyvajici sprej odtéka
zpé€t do nddobky kapaliny v nebulizidtoru, kde se op&t m&ni na
aerosol ve vodném spreji. Tento proces se opakujé tak dlouho,
aZ je nadobka zcela vyprazdné&nd nebo aZ se ukondi podavani
spreje ve form& aerosolu. Takové nebulizdtory jsou komerdn&
dostupné a zahrnuji nap¥iklad nebulizdtor Ultraven (Mallin-
ckrodt Inc., St. Louis, MO) a nebulizétor Acorn II (Marquest
Medical Products, Englewood, CO). Viz téZ nebulizdtor popsany
v publikaci VO 93/00951 a za¥izeni pro dodavani vodnych
prost¥edkll ve formé€ aercsolu popisovanych v US patentu &.

5 544 646, ktery se zde zahrnuje formou odkazu.

HSA prosté farmaceutické prost¥edky s obsahem IFN-R
podle tohoto vyndlezu jsou "stabilizované kompozice". Pojem
"stabilizované" znamen& kompozice, které uchovavaji
polypeptid IFN-f v jeho v podstat& monomernim stavu v prib&hu
skladovéni, takZe terapeutick& Gdinnost tohoto polypeptidu

neni ohroZend nasledkem tvorby agregatut.

Pojem "v pribéhu skladovani" uvaZuje, Ze se kapalny
farmaceuticky prost¥edek &i kompozice po p¥ipravé nepodéva
-————ithned—pactentovi. SpiSe se podadvad po baleni p¥ipravku pro
skladovani bud v kapalné form& nebo ve zmrazeném stavu nebo v
suSené form& pro dals8i rekonstituci na kapalnou formu nebo

jinou formu vhodnou pro podédvani pacientovi. Stabilita se
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doéahuje bez p¥itomnosti HSA jako stabilizadniho a solubili-
zadniho prost¥edku. P¥ednostné se kompozice podle tohoto
vynédlezu uskladiiuji p¥imo v jejich kapalné form& pro plné
vyuZziti vhodnosti skladovaci stability v kapalné formé&, pro
snadnost podavani bez rekonstituce a moZnost dodavat pFipra-
vek v p¥edem naplnénych injek&nich st¥ikadkach p¥ipravenych
pro pouziti nebo ve formé viceddvkovych preparatl, pokud je
formulace kompatibilni s bakteriostatickymi prost¥edky.
Stabilizované kompozice s obsahem IFN-f prosté HSA podle
tohoto vynélezu maji pYednostné& dobu pouZitelnosti alespoil 6
mé&sict, 12 mé&sicl, 18 meésicl, prednostnéji alespoil 20 m&sich
a jesté& lépe alespoili 22 mésicl, nejlépe alespoil 24 mé&sict p¥i

ukl&dani p¥i teplotéch 2 a%¥ 8 °cC.

Zpusoby sledovani stability HSA prostych farmaceu-
tickych prost¥edkt s obsahem IFN- podle tohoto vyndlezu jsou
dostupné v oboru vietné téch zplsobl, které se popisuji v
p¥ikladech niZe. Proto lze tvorbu agregdtu IFN- v priabé&hu
skladovadni kapalného farmaceutického prost¥edku podle tohoto
vynédlezu snadno stanovit méfenim zmény rozpustného IFN-8 v
roztoku v prib&hu dasu. MnoZstvi rozpustného polypeptidu v
roztoku lze vyjad¥it kvantitativné& Yadou analytickych rozbort
p¥izplhsobenych pro detekci IFN-R. Tyto rozbory zahrnuji
nap¥iklad vysokovykonnou kapalinovou chromatografii s
reverznimi fézemi a absorbéni spektroskopii v ultrafialovém
svétle, jak se popisuji v p¥ikladech niZe. Stanoveni roz-
pustnych i nerozpustnych agregatl v pribéhu skladovéni v
kapalnych prost¥edcich lze provadét nap¥iklad analytickou

ultracentrifugaci, jak se popisuje v p¥ikladech niZe pro

roztifeni—podilu rozpustného polypeptidu p¥itomného ve formé&
rozpustnych agregdtll a podilu, ktery je p¥itomny v neagrego-

vané biologicky aktivni molekulové formé&.
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Stabilizované farmaceutické prost¥edky podle tohoto
vyndlezu obsahuji IFN-8 a jejich varianty. Pojem "IFN-R", jak
se zde pouZiva, se tyk& IFN-R nebo jeho variant, které se
nékdy nazyvaji polypeptidy typu IFN-8. Lidské varianty IFN-R,
které se mohou vyskytovat v p¥irodé (nap¥iklad allelické
varianty, které se vyskytuji na misté& IFN-) nebo mohou
vznikat rekombinaci, maji aminokyselinové sekvence, které jsou
stejné, podobné nebo v podstaté podobné sekvenci zralého
nativniho IFN-f. Fragmenty IFN-f& nebo zkricené formy IFN-f
uchovavajici svou aktivitu se rovnéZ uvaZuji. Tyto biologicky
aktivni fragmenty &i zkrécené formy IFN- se tvo¥i odstran&-
nim aminokyselinovych zbytkd z aminokyselinové sekvence IFN-R
pomoci zpusobl rekonbinantni DNA dob¥e zndmych v oboru.
Polypeptidy IFN-R mohou byt glykosylované &i neglykosylované,
jak se uvadi v literatuf¥e, kde glykosylované i neglykosylova-
né IFN-f vykazuji kvalitativné podobné specifické aktivity,
takZe glykosylové zbytky se neGfastni biologické aktivity

IFN-3 a nep¥ispivaji k ni.

Varianty IFN-8, které se zde uvazuji, zahrnuji muteiny
zralé nativni sekrece IFN-f3, kde lze jeden ¢i vice cysteino-
vych zbytkd, které nejsou nezbytné pro biologickou aktivitu,
tmyslné vypustit ¢&i nahradit jinymi aminokyselinami pro
eliminaci mist jejich intermolekuldrniho p¥iéného spojovéani
nebo nespravné tvorby disulfidickych mistkd. Varianty IFN-B
tohoto typu zahrnuji ty, které obsahuji glycin, valin,
alanin, leucin, isoleucin, tyrosin, fenylalanin, histidin,
tryptofan, serin, threonin nebo methionin misto cysteinu,
ktery je aminokyselinou 17 ve zralé prirozené aminokyselinové
- gekvenci.—Serin—a threonin p¥edstavuji preferované&€jdi nahrady
vzhledem k jejich chemické analogii s cysteinem. Serinové
substituce jsou nejpreferovanéjsi. V jednom ztélesnéni se

cystein na misté& aminokyseliny 17 zralé prirozené sekvence
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nahrazuje serinem. Cystein 17 se téZ miZe vypustit zplisoby
zndmymi v oboru (viz napfiklad US patent &. 4 588 584, ktery
se zde zahrnuje formou odkazu) s obdrZenim zralého muteinu
IFN-B, ktery je o jednu aminokyselinu kratZi neZ zraly
nativni IFN-R. Viz téZz jako p¥iklady US patenty &. 4 530 78%,
4 572 798 a 4 588 585. Proto tento vynélez té%Z uvazZuje
varianty IFN-3 s jednou ¢i vice mutacemi, které zlepsuji

napt¥iklad jejich farmaceutickou pouZitelnot.

Ten, kdo m& zkugenost v oboru, si uvédomi, Ze lze
zavadét dalsi zmény mutaci do nukleotidovych sekvenci
kédujicich IFN-£, coZz vede ke zméndm aminokyselinové sekvence
IFN-3 bez pozméiovani biologické aktivity interferonu. Proto
lze vytvo¥it izolovanou molekulu nukleové kyseliny kdédujici
variantu IFN-f3 o sekvenci, kterd se 1igi od aminokyselinové
sekvence zralé nativni IFN-£, zavedenim jedné &i vice
nukleotidovych substituci, adici nebo deleci do odpovidajici
nukleotidové sekvence, kterd se zde popisuje, jako je tomu v
p¥ipadé€ jedné &i vice aminokyselinové substituce, adice &i
delece zavadéné do kddovaného IFN-R. Mutace lze zavadét
standardnimi zplsoby, jako je mutagenéza zamé¥end na misto a
mutagenéza zprost¥edkovand v PCR. Tytb varianty IFN-3 se

rovné? uvaZuji v tomto vynalezu.

Nap¥iklad lze provést konzervativni aminokyselinové
substituce na jednom ¢i vice p¥edem urcenych prednostné
neesencidlnich, aminokyselinovych zbytkd. "Neesenci&lni'
aminokyselinovy zbytek je zbytek, ktery se miZfe pozménit
oproti sekvenci IFN-f p¥irozeného typu bez zmény biologické
aktivity; zatimco "esencidlni" aminokyselinovy zbytek se
vyzaduje pro zajisténi biologické aktivity. "Konzervativni
aminokyselinova substituce" je takova, p¥i které se aminoky-

selinovy zbytek nahrazuje aminokyselinovym zbytkem s podobnym




_21" *

postrannim ¥et&zcem. Skupiny aminokyselinovych zbytkl s po-
dobnymi postrannimi Yeté&zci se definuji v oboru. Tyto skupiny
zahrnuji aminokyseliny s bazickymi postrannimi ¥et&zci (na-
priklad lysin, arginin, histidin), s kyselymi postrannimi
Yetézci (napfiklad kyselina aspartova, kyselina glutamova),
poldrnimi postrannimi Yeté&zci bez ndboje (glycin, asparagin,
glutamin, serin, threonin, tyrosin, cystein), nepoldrnimi
postrannimi ¥et&zci (alanin, valin, lucin, isoleucin, prolin,
fenylalanin, methionin, tryptofan), beta-rozv&tvenymi
postrannimi Fetézci (napfiklad threolin, valin, isoleucin) a
aromatickymi postrannimi ¥etézci (nap¥iklad tyrosin, fenyl-
alanin, tryptofan, histidin). Tyto substituce by ne3lo
provést pro zachované aminokyselinové zbytky nebo pro
aminokyselinové zbytky zlstdvajici v rémci konzervovaného

motivu.

Aternativn& lze provést sekvence varianty IFN-R
nukleotidu zavedenim mutaci n&dhodné podél celé kdédovaci
sekvence IFN-8 nebo podél jeji &&sti, jako je tomu saturadni
mutagenézi a lze provést screening vyslednych mutant® ohledné&
biologické aktivity IFN- pro identifikaci mutantt
zachovavajici aktivitu. Po mutagenezi lze exprimovat kdédovany
protein rekombinantné a aktivitu proteinu lze stanovit

standardnimi zplsoby analyzy, které se zde popisuji.

Biologicky aktivni varianty IFN-f maji obecné& alespoil

[+

80 %, prednostndji zhruba 90 % a¥ zhruba 95 % nebo vice a
[=)

nejlépe zhruba 96 % aZ zhruba 99 % identity aminokyselinové

sekvence s aminokyselinovou sekvenci zralého nativniho IFN-1R,

ktery slouZi—jako—zé&klad srovnadni. "Sekvenlni identita"
uvazuje stejné aminokyselinové zbytky p¥itomné ve varianté&
polypeptidu a v polypeptidové molekule slouZici jako
referenéni sloZka, jestliZe se dany souvisly Usek aminokyse-
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linové sekvence varianty pri¥adi a srovndvd s aminokyselino-
vou sekvenci referentni molekuly.

Pro G&ely optimd&lniho p¥iYazeni dvou sekvenci pro
stanoveni identity sekvence miZe mit souvisly segment
aminokyselinové sekvence varianty p¥idavné aminokyselinové
zbytky nebo vypuSténé aminokyselinové zbytky oproti amino-
kyselinové sekvenci referendi molekuly. Souvisly segment
pouzity pro srovnani s referendni aminokyselinovou sekvenci
obsahuje alesponl 20 souvislych aminokyselinovych zbytku.
Korekce na zvySenou sekvenéni identitu souvisejici se
za¥azenim mezer do sekvence aminokyselin varianty lze zavést
p¥idélenim trestnych bodl za mezeru (gap penalty). Zplsoby

p¥i¥azeni sekvence jsou dob¥e zndmé v oboru.

Proto lze stanoveni procenta identity mezi kterymi-
koli dv&ma sekvencemi provést pomoci matematického algoritmu.
Jeden neomezujici pripad matematického algoritmu uZivaného
pro srovnani sekvenci je algoritmus Myersa a Millera, Comput.
Appl. Biosci. 4, 11-17 (1988). Takovy algoritmus se pouZivad v
programu ALIGN (verze 2.0), ktery je &asti souboru programo-
vého vybaveni pro p¥iYazeni GCG. Tabulku zbytku hmotnosti
PAM120, vody pro délku mezery 12 a VOdy pro délku mezery 4
lze pouZit s programem ALIGN p¥i srovnadni aminokyselinovych
sekvenci. Dal%im preferovanym neomezenym p¥ikladem matemati-
ckého algoritmu pro pouZiti p¥i srovnédni dvou sekvenci je
algoritmus Karlina a Altschula, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90, 5873-5877 (1990) a modifikovany algoritmus Karlina a
Altschula, Proc. Natl, Acad. Sci USA 90, 5873-5877 (1993).
Tento-algoritmus—se inkorporuje do programu NBLAST a XBLAST
Altchula a kol., J. Mol. Biol. 215, 403-410 (1990). Hledani

aminokyselinové sekvence BLAST lze provést programem XBLAST,

skbébre = 50, délka slova = 3 pro obdrZeni aminokyselinové
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sekvence podobné danému polypeptidu. P¥iYazeni s mezerami pro
G8ely srovndvéni, BLAST s mezerami, lze pouZit, jak popisuje
Altschul a'kol, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402 (1997).
Alternativn& lze pouZit PSI-BLAST pro provedeni integrovaného
vyhledavani, které detekuje vztahy vzdalenosti mezi
molekulami. Viz Altschul a kol (1997) vySe. P¥i pouZiti
programu BLAST,BLAST s mezerami nebo programu PSI-BLAST lze
pouzit parametry standardniho nastaveni. Viz téZ program
ALIGN [Dayhoff (1978) v Atlas Protein Sequence a Structure 5,
Suppl. 3, National Biomedical Research Foundation, Washin-
gton, D. C.] a programy v souboru Wisconsin Sequence Analysis
Package, Verse 8 (od Genetics Computer Group, Madison,
Wisconsin), nap¥iklad program GAP, kde se pou¥ivaji parametry

standartniho nastaveni programu.

P¥i Gvaze nastaveni procenta aminokyselinové frekven-
¢ni identity se mohou nékteré polohy aminokyselinovych zbytkt
ligit nésledkem konzervativnich aminokyselinovych substituci,
které neovliviiuji vlastnosti proteinové funkce. V téchto
prikladech se miZe procentick& sekvendéni identita upravit
smé&rem vzhliru, aby se vzala v Gvahu podobnost konzervativné
substitovanych aminokyselin. Tyto UGpravy Jjsou dob¥e znamy v
oboru. Viz nap¥iklad Myers a Miller, Comput. Appl. Biosci. 4,
11-17 (1988).

Biologicky aktivni varianty IFN-$ zahrnuté do tohoto
vyndlezu té% zahrnuji polypeptidy IFN-f kovalentn& spojené
napt¥iklad s polyethylenglykolem (PEG) nebo albuminem.

Kovalentni hybridni molekuly IFN-f maji urdité Zadouci

farmaceutické—viastnosti, jako je nap¥iklad prodlouzeny
polodas v krevnim séru po podédni pacientovi. Zplsoby tvorby
adukttl PEG-IFN zahrnuji chemickou modifikaci monomethoxypo-

lyethylenglykolu pro vytvofeni aktivované sloudeniny, kteréd
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bude reagovat s IFN-8. Zpﬁsoby tvorby a pouZiti polypeptidﬁ
spojenych s PEG se popisuji nap¥iklad v Delgado a kol, Crit.
Rev. Ther. Drug. Carrier Syst. 9, 249-304 (1992). Zpusoby
tvorby albuminovych hybridnich polypeptidi zahrnuji spojeni
kédovacich sekvenci pro dany polypeptid (IFN-) a albuminu a
popisuji se v US patentu 5 876 969, ktery se zde zahrnuje

formou odkazu.

Biologicky aktivni varianty IFN-f uvaZované v tomto
vyndlezu by mé&ly zachovavat aktivity IFN-, zejména schopnost
vazby na receptory IFN-8. V nékterych zté&lesnénich varianta
IFN- zachovavi& alespon 25 %, alespoil 50 %, alespoil 75 %,
alespoll 85 %, alespoil 90 %, alespoil 95 %, alespon 98 %,
alespoli 99 % nebo vice biologické aktivity polypeptidi,
jejich¥%¥ aminokyselinové sekvence znézornuje obrézek 1 nebo 2.
Varianty IFN-R, jejichZ aktivita se zvy8uje ve srovnani s
aktivitou polypeptidd znédzornénou na obrazku 1 nebo 2 se
rovn&¥ uva¥uji. Biologickou aktivitu variant IFN-8 lze mérit
jakymkoliv zplsobem zndmym v oboru. P¥iklady téchto analyz
- uvadi Fellous a kol., Proc. Natl. Acad. Sci USA 79, 3082-3086
(1982) Czerniecki a kol., J. Virol. 49 (2),490-496, (1984),
Mark a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 5662-5666 (1984),
Branca a kol., Nature 277, 221-223 (1981), Williams a kol.,
Nature 282, 582-586 (1979), Herberman a kol., Nature 277,
221-223 (1979), Anderson a kol., J. Biol. Chem. 257 (19),
11301-11304 (1982) a rozbor G&innosti IFN-8, ktery se zde
popisuje (viz p¥iklad 2).

IFN-3 v prost¥edku podle tohoto vyndlezu miZe pochézet

od kteréhokolti—%ivodisného druhu v&etn&, avsak bez omezeni,
druh®t ptakt, psa, skotu, vepfe, koné a Cloveéka. P¥ednostné
pochazi IFN-# od sav&ich druht, kdy se pripravek pouZiva pri

16&b& poruchy saviiho IFN- a pfednostn€ji pochédzi od savce
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téhoZ druhu, jako je savec, ktery se podrobuje 1&Cb& takové
poruchy. Proto tam, kde je savcem, ktery se podrobuje 1é&&bE&,
¢lovék, se subjektu p¥ednostn& podava HSA prosty farmaceu-
ticky prostfedek obsahujici v podstat& monomerni lidsky IFN-R
nebo jeho biologicky aktivni variantu.

Neomezujici p¥iklady polypeptidd IFN-R a polypeptidd
varianty IFN-f uvaZovanych v tomto vyndlezu popisuje Nagat a
kol., Nature 284, 316-320 (1980), Goeddel a kol., Nature 287,
411-416 (1980), Yelverton a kol., Nucleic Acids Res. 9,
731-741 (1981), Streuli a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 78,2848-2852 (1981), EP028033B1l a EP109748R1. Viz té&% US
patenty &. 4 518 584, 4 569 908, 4 588 585, 4 738 844, 4 753
795, 4 769 233, 4 793 995, 4 914 033, 4 959 314, 5 545 723, a
5 814 485. Tyto popisy se zde zahrnuji formou odkazu. Tyto
citace téZ poskytuji voditko ohledné& zbytkd a oblasti
polypeptidu IFN-8, které se mohou pozmé&nit bez ztrity biolo-
gické aktivity. |

V jednom zté&lesnéni tohoto vynadlezu je IFN-R v ramci
stabilizovanych farmaceutickych formulaci zralym nativnim
polypeptidem IFN-f3. V dals8im zt&lesnéni je IFN-8 v té&chto
formulacich zralym polypeptidem IFN-R, ve kterém se cystein
na misté aminokyseliny 17 zralé nativni sekvence nahradi
serinem, jak se diskutuje vysSe. AvSak tento vyndlez zahrnuje
daldi ztélesnéni, ve kterych IFN- v rédmci stabilizované
farmaceutické formulace je kterykoliv biologicky aktivni
polypeptid IFN-f nebo jeho varianta, jak se zde jinym

zplsobem popisuje.

V nékterych ztélesnénich tohoto vyndlezu se tvoifi
IFN-$ rekombinantn&€. Jako rekombinantné€ vytvofeny IFN-f se

uvazuje IFN-f3, ktery mé& srovnatelnou biologickou aktivitu se
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zralym nativnim IFN-8 a ktery se p¥ipravi zplsoby rekombi-
nantni DNA. IFN-f lze vytvo¥it p&stovénim hostitelskych bun&k
transformovanych expresnim vektorem obsahujicim nukleotidovou
sekvenci, kterd kéduje polypeptid IFN-R. Hostitelska buiika je
takova, kterd pIepisuje nukleotidovou sekvenci a poskytuije
poZadovany protein a miZe byt prokaryotni (nap¥iklad, E.

coli) nebo'eukaryotni (nap¥iklad bufika kvasinky, hmyzu nebo
savce) . P¥iklady rekombinantni tvorby IFN-8 popisuji Mantei a
kol., Nature 297, 128 (1982), Ohno al. a kol., Nucleic Acids
Res. 10, 967 (1982), Smith a kol., Mol. Cell. Biol. 3, 2156
(1983) a US patenty &. 4 462 940, 5 702 699 a 5 814 485,
které se zde zahrnuji formou odkazu. Geny lidského interfero-
nu se klonuji s pouZitim zplsobu rekombinantni DNA ("rDNA")

a exprimuji se v E. coli [Nagola et al. Nature 284, 316
(1980), Goeddel a kol., Nature 287, 411 (1980), Yelverton a
kol., Nucl. Acid Res. 9 731 (1981), Streuli a kol., Proc
Natl. Acad. Sci U. S. A. 78, 2848 (1981)]. Alternativn& lze
vytvaret IFN-f transgennim Zivolichem &i rostlinou, u kterych
se zajisti zplsoby genetického inZenyrstvi exprese daného

IFN-f proteinu v souladu se zplsoby znadmymi v oboru.

Proteiny ¢i polypeptidy vykazujici vlastnosti typu
nativniho intereronu-f lze téZ tvo¥it technologii rDNA
extrakci poly-A-rich 128 messengerové mRNA z virovd indukova-
nych lidskych bun&k, syntézou cDNA s dvojitou Broubovici p¥i
pouziti mRNA jako templ&tu, zavedenim cDNA do p¥isluZného
klonovaciho vektoru, transformaci vhodnych mikroorganismi
vektorem, sbirdnim téchto mikroorganismi a expresi interfero-

W

nu 3. Viz nap¥iklad evropskd patentovd vyhléZka &. 28033

(vydanéd 6. kvétna 1981), 32134 (vydan&d 15. &ervence 1981)
a 34307 (vydand 26. srpna 1981) popisujici rtzné zplsoby

tvorby interferonu fR-rDNA.
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Alternativné lze IFN-f p¥ipravit chemicky kterymkoliwv
z n&kolika zplUsobl znamych tém, kte¥i maji zkuSenost v oboru
peptidl. Viz nap¥iklad Li a kol., Proc. Natl. Acad.Sci. USA
80, 2216-2220 (1983), Steward a Young (1984) Solid Phase
Peptide Synthesis (Pierce Chemical Company, Rockford,
Illionis) a Barany a Merrifield (1980) The Peptides: Analy-
sig, Synthesis, Biology, red. Gross a Meinhofer, dil 2
(Academic Press, New York, 1980), str. 3-254, diskutujici
zplsoby p¥ipravy peptidd v tuhé f&zi a Bodansky (1984)
Principles of Peptide Synthesis (Springer-Verlag, Berlin) a
Gross a Meinhofer, red. (1980) The Peptides: Analysis,
Synthesis, Biology, dil 1 (Academic Press, New York), disku-
tujici klasickou p¥ipravu v roztoku. IFN-f lze téZ chemicky
p¥ipravit zpusobem v soufasné p¥ipravy vice peptidd. Viz
naptiklad Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 5131-5135
(1984), a US patent &. 4 631 211.

Rekombinantn& ziskany IFN-R pro pouZiti p¥i p¥ipravé
stabilizovanych farmaceutickych prostfedkt s obsahem IFN-f3
prostych HSA podle tohoto vyndlezu lze obdrZet a purifikovat
ktervkoliv zpusobem zndmym tomu, kdo m& zkuSenost v oboru.
Tyto zptsoby zahrnuji zplsoby popsané v US patentech & 4 462
940 a 5 702 699, které se zde zahrnuji formou odkazu. Tyto
zpusoby ziskdvaji interferon v Cisté form& IFN-, kterd mé
tendenci k vytvafeni agregdtl za nepfitomnosti SDS, ktery se
pou¥ivad jako solubilizadni prost¥edek. Dale tyto zpusoby
vystavuji protein vysokému pH, které miZe nep¥iznivé ovlivnit
biologické vlastnosti proteinu a vést k prost¥edkim obsahuji-

cim zbytkovad mnoZstvi SDS pouZitého pro solubilizaci proteinu

v prub&hu purifikace. Proto, i kdyZ lze t&€mito zplsoby obdriet
IFN-, prednostn& se ziskdvd a purifikuje zlepdenym zpusobem
popsanym v provizorni p¥ihléS8ce nazvané "Improved Method of

Protein Purification and Recovery" podané 27. ¥ijna 2000
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s &islem US p¥ihlaZky 60/243 965, v provizorni pr¥ihlésce na-
zvané "Improved Method of Protein Purification and Recovery"
podané 9. dubna 2001 s &islem US p¥ihlasdky 60/282 607 a v
provizorni p¥ihlé&Sce podané soulasn€ nazvané "Method of »
Protein Purification and Recovery" s &islem US p¥ihlasky
jejichZ obsah se zde zahrnuje jako celek formou odkazu.

V téchto souéésné projedndvanych a soufasné podanych p¥ihla-
&kach se popisuji dva zlepSené zplsoby purifikace a ziskava-
ni IFN-R. Prvni z té&chto zpusobl purifikace a ziskavani
zahrnuje sréZeni v podstat& purifikovaného IFN-f alkoholem,
jako je n&ktery alifaticky alkohol a rozpusténi vysraZeného
IFN-f do guanidin-hydrochloridu. Vysledny roztok se poté
z¥edi do p¥isludného pufru pro renaturaci proteinu. Druhy =z
t&chto zplsobl purifikace a ziskdvani vynechévad krok srazZeni.
Timto zplUsobem se vzorek obsahujici v podstaté& purifikovany
IFN-R smisi s guanidin-hydrochloridem s vytvorenim roztoku,
ktery obsahuje solubilizovany IFN-£, tento roztok se poté
z¥edi do p¥isluZného pufru pro renaturaci proteinu. P¥i obou
zplsobech se roztok obsahujici renaturovany IFN-£ poté
filtruje nebo dialyzuje do pufru uZivaného pro farmaceutické
G&ely. PY¥i pouZiti pro p¥ipravu HSA prostého farmaceutického
prost¥edku podle tohoto vynédlezu se purifikovany renaturovany
IFN-R protein diafiltruje nebo dialyzuje do prostfedku o
nizké iontové sile podle tohoto vynédlezu, jak popisuje

p¥iklad 8 niZe.

Prost¥edky uvaZované v tomto vyndlezu mohou mit
od nizkych koncentracich zhruba 0,01 mg/ml IFN- aZ do zhruba
20,0 mg/ml IFN- (hmotnost/objemem). V riznych zt&lesnénich
jsou koncentrace IFN-R od zhruba 0,01 mg/ml do zhruba 20
mg/ml, od zhruba 0,015 mg/ml do zhruba 12,5 mg/ml, od zhruba
0,025 mg/ml do zhruba 10,0 mg/ml, od zhruba 0,05 mg/ml do
zhruba 8,0 mg/ml, od zhruba 0,075 mg/ml do zhruba 6,0 mg/ml,




-29- i . 7

od zhruba 0,1 mg/ml do zhruba 4,0 mg/ml, od zhruba 0,125
mg/ml do zhruba 2,0 mg/ml, od zhruba 0,175 mg/ml do zhruba
1,0 mg/ml, od zhruba 0,2 mg/ml do zhruba 0,5 mg/ml, od zhruba
0,225 mg/ml do zhruba 0,3 mg/ml a zhruba 0,25 mg/ml.

V né&kterych zt&lesn&nich prostf¥edky podle tdhoto_
vyndlezu obsahuji farmaceuticky p¥ijatelny nosil. Pojem
"farmaceuticky pfijatelny nosid" znamend, Z%e je to nosig&,
ktery se konven&nd& pou¥ivad v oboru pro usnadné&ni skladovéni,
poddvani a/nebo zlepSeni lé&ivého U&inku terapeutickych
slofek. Nosid& mhZfe té¥% snifovat vedlej&i neZidouci Glinky
IFN-R. Vhodny nosi& by m&l byt stabilni, to jest neschopny
reakce s daldimi sloZkami v prost¥edku. Nemé&l by vytvaret
vyznamné mistni &i systémové nep¥iznivé Glinky u prijemce p¥i
davkach a koncentracich pouZivanych p¥i 1éCb&. Tyto noside
jsou obecn& znédmé v oboru. Vhodné nosie pro tento vynédlez
jsou ty, které konvenéné& pouzivaji velké stabilni makromole-
kuly, jako je Zelatina, kolagen, polysacharid, monosacharidy,
polyvinylpyrrolidon, kyselina polymlé&nd, kyselina polygly-
kolova, polymerni aminokyseliny, fixované oleje, ethyl-oleat,
liposomy, glukosu, laktosu, mannosu, dextrosu, dextran,
celulosu, sorbitol, polyethylenglykol apod. Mohou byt téZ
vhodné nosife pro pomalé uvolilovani, jako je kyselina hyalu-
ronova. Viz zejména Prisell a kol., Int. J. Pharmaceu. 85,
51-56 (1991), a US patent &. 5 166 331.

Farmaceuticky prost¥edek miZe navic obsahovat solubili-
zadni prost¥edek nebo prostfedek pro zvySeni rozpustnosti,
ktery prispivd k rozpustnosti proteinu mimo zvyseni roz-
pustnosti, které se obdrZi pouZitim prost¥edkd o nizké
iontové sile, které se zde popisuji. Slouleniny obsahujici
guanidinovou skupinu, nejlépe arginin, jsou vhodnymi pro-

st¥edky pro zvySeni rozpustnosti IFN-f. P¥iklady takovych
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latek zvySujicich rozpustnost zahrnuji aminokyselinu argi-
nin, stejn& tak jako aminokyselinové analogy argininu,

které uchovavaji schopnost zvySovat rozpustnost IFN-R. Tyto
analogy zahrnuji bez omezeni bipeptidy a tripeptidy obsahu-
jici arginin. Dal8i vhodné solubiliza®ni prost¥edky se disku-
tuji v US patentech &. 4 816 440, 4 894 330, 5 004 605, 5 183
746, 5 643 566 a praci Wang avkol., J. Parenteral Drug Assoc.
34, 452-462 (1980), a tyto publikace se zde zahrnuji formou

odkazu.

Navic k prostfedkim popisovanym vyZe lze p¥idivat
dal8i stabilizalni prost¥edky jako je kyselina ethylen-
diamintetraoctovd (EDTA) nebo jedna z jejich soli, jako je
dvojsodnd stl EDTA, pro dalSi zvySeni stability kapalnych
farmaceutickych prostfedkl. Edta pusobi zachycovéni kovovych
iontd, o kterych je zné&mo, Ze katalyzuji mnohé oxida&ni
reakce, ¢imZ zajidtuje p¥idavny stabilizadni G&inek. Jiné
vhodné stabiliza&ni prost¥edky zahrnuji neiontové povrchové
aktivni latky v&etn& polyoxyethylensorbitolesterfi, jako je
polysorbat 80 (Tween 80) a polysorbat 20 (Tween 20),polyoxy-
propylenpolyoxyethylenové estéry, jako je Pluronic Fé68 a
Pluronic F127, polyoxyethylenalkoholy, jako je Brij 35,
simethikon, polyethylenglykol, jako je PEG400, lysofosfati-
dylcholin a polyoxyethylenptercoktylphenol, jako je Triton
X-100. Klasickd stabilizace farmaceutickych latek povrchové
aktivnimi latkami se popisuje nap¥iklad v Levine a kol., J.
Parenteral Sci. Technol. 45, (3) 160-165 (1991) a tato préace

se zde zahrnuje formou odkazu.

Farmaceuticky G&innémnoZstvi stabilizovaného
kapalného HSA prostého prost¥edku s obsahem IFN-R podle
tohoto vynélezu nebo rekonstituovany stabilizovany

lyofilizovany HSA prosty prost¥edek s obsahem IFN podle
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tohoto vynédlezu se podavad pacientovi. Pojem farmaceuticky
G¢inné mnoZstvi znamend mnoZstvi, které je pouZitelné

pfi lédeni, prevenci, &i diagnéze choroby &i stavu. Obvyklé
cesty podévani zahrnuji, avSak bez omezeni, perorilni
pedéavéni, nosni podévéani, plicni podédvani a parenteralni
podédvani v&etné transdermdlniho, intravendzniho, intramusku-
lérniho, subkuténiho, intraarteridlniho a intraperitonedlniho
injekéniho &¢i infuzniho podadvéni. V jednom takovém zt&lesn&ni
se podéva injekci, prednostné€ subkutdnni injekci. Injek&ni
formy prostredku podle tohoto vyndlezu zahrnuji, av8ak bez
omezeni, roztoky, suspenze a emulze. Obvykle obsahuje tera-
peuticky G¢inné mnoZstvi IFN-f3 zhruba 0,01 ug/kg a¥ zhruba

5 mg/kg prost¥edku, pY¥ednostné& zhruba 0,05 ug/kg a¥ zhruba
1000 pg/kg, p¥ednostn&ji 0,1lug/kg a¥ zhruba 500 ug/kg,

jedté prednostnéji zhruba 0,5 ug/kg aZ zhruba 30 ug/kg.

» V jednom ztélesnéni se stabilizovani HSA prosty
farmaceuticky prost¥edek obsahujici v podstaté& monomerni
IFN-f formuluje v jednotkové davce a miZe byt v injekdni &i
infuzni formé ve formé roztoku, suspenze nebo emulze. Dale se
miZe skladovat zmrazeny &i p¥ipraveny v suché form&, jako je
lyofilizovany présSek, ktery se miZe rekonstituovat do kapal-
ného roztoku, suspenze ¢i emulze p¥ed podénim kterymkoliv =z
raznych zplsobt vdetné perorédlnich nebo parenterdlnich
zplisobll podévani. Stabilizovany farmaceuticky prost¥edek se
miZe sterilizovat membrénovou filtraci a uklé&ddi se v néa-
dobkédch pro jednotkovou davku &i vice davek, jako jsou
uzav¥ené lahvicky &i ampule. Daldi zpusoby p¥ipravy farma-
ceutického prost¥edku obecn€ zndmé v oboru lze pouZit pro
dalgi zvyéeni'stabiiity*pfi—skiadovéni farmaceutickych
prost¥edkt, které se zde popisuji bez nep¥iznivého ovlivnéni
prospé&Snych G&inkd popisovanymi stabilizaénimi prost¥edky.

Podrobnéd diskuse formulace a volby farmaceuticky p¥ijatelnych
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nosic¢t stabilizadnich prost¥edkll atd. se popisuje v Re-
mington’s Pharmaceutical Sciences (1990) (18. vydani, Mack
Publishing Company, Eaton, Pennsylvania) a zde se zahrnuje

formou odkazu.

Formulace obsahujici 4&inné mnoZstvi farmaceutickych
prostredkl podle tohoto vyndlezu s obsahem R-interferonu
(IFN-3) nebo jeho varianty, jako je mutein lidského IFN-R3
(hIFN-2), oznadovany hIFN-f8,..,q7, Jjsou pouZitelné p¥i
diagnostice, prevenci a léfeni (lokdlnim &i systémovém)
klinick?ch indikaci, které reaguji na terapii timto
polypeptidem. Tyto klinické indikace zahrnuji nap¥iklad
poruchy &i choroby centrdlniho nervového systému, mozku
a/nebo michy v&etn& Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy
choroby, Lewyho demence, mnoholetné sklerdzy, epilepsie,
mozefkové ataxie, progresivni supranukledrni palsy,
amyotrofni laterédlni sklerdzy, afektivnich poruch, dzkostnych
poruch, obsedantn& kompulsivnich poruch, poruch osobnosti,
poruch s nedostatkem pozornosti, poruch s hyperaktivitou a
nedostatkem pozornosti, Tourettova syndromu, Tay Sachsovy
choroby, Nieman Pickovy choroby a schizofrenie, poZkozeni
nervi na zékladé cerebrovaskuldrnich poruch a mrtvice v mozku
¢i mi%e ndsledkem infekci centrdlni nervové soustavy vdetn&
meningitidy a HIV, tumoru mozku a michy a prionového one-
mocnéni, autoimunitnich chorob véetn& ziskané nedostatednosti
imunity, revmatické artritidy, psoriézy, Crohnovy choroby,
Sjogrenova syndromu, amyotrofni laterdlni sklerdzy a lupusu a
karcinomu véetn& karcinomu prsu, prostaty, mo&ového m&chyte,

ledvin a kolonu. Podévéani IFN-£ nebo jeho muteinu lidem &i

zvifatlm se miZe provadé&t—perordind,; intraperitoneidln&,
intramuskulédrné, subkutianné, intravendzné&, intranasidlné nebo

pulmundlné, podle posouzeni lékarte.
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Tento vyndlez poskytuje zpusoby zvySovani rozpustnosti
interferonu-f (IFN-8) nebo jeho aktivni varianty ve farma-
citickém prost¥edku za nepr¥itomnosti lidského serumalbuminu.
Tento zpusob zahrnuje p¥ipravu prost¥edku o nizké iontové
sile, jak se zde popisuje na jiném mist€, takovym zpusobem,
Ye se pH prost¥edku udrZuje na zhruba pH 3,0 aZ zhruba pH 5,0
a zavedeni IFN- nebo jeho biologicky aktivni wvarianty do
tohoto prost¥edku. V jednom ztélesnéni obsahuje prosttedek o
nizké iontové sile glycin, kyselinu aspartovou nebo sukcinét
sodny jako pufr o koncentracich zhruba 1 mM aZ zhruba 30 mM,
p¥ednostné 2 mM az zhruba 5 mM. Kompozice miZe dé&le obsahovat
neiontovy prost¥edek pro Upravu osmotického tlaku v mnoZstvi,
které je dostatelné k tomu, aby byl prost¥edek isotonicky s
t&lesnymi kapalinami, jak se zde popisuje na jiném misté.

V jednom ztélesnéni se neiontovy prost¥edek pro Upravu osmo-
tického tlaku voli ze skupiny zahrnujici trehalosu, sacharo-
su, mannitol a jejich kombinace. Dale udrZfovanim pH kompozice
mezi zhruba 3,0 a 5,0 pY¥ednostné 4,0 se umoZiiuje uchovat
vét&inu IFN- v monomernim stavu. Tento vynédlez tedy téZ
poskytuje zpusoby pripravy stabilizovaného HSA prostého
farmaceutického prost¥edku s obsahem v podstaté& monomerniho

IFN-5.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Nasledujici p¥iklady se poskytuji jako ilustarace a

nikoliv jako omezeni.

Tento vyndlez se uskutelliuje diky lepSimu pochopeni
vlastnosti rozpustnosti—a—stabilityIFN-R-1b. Preferované
charakteristiky HSA prostych prost¥edkl s obsahem IFN-{3-1b
pYedstavuji rozmezi pH od zhruba 3,0 do zhruba 5,0 a velice

nizkou iontovou silu. PouZziti podminek velice nizké iontové
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sily v tomto rozmezi pH vede k vy&3imu obsahu monomerniho
IFN-8-1b a niZ8imu obsahu agregovanych sloZek IFN-R-1b. Tyto
podminky zajistuji rozpustnost a stabilitu IFN-R-1b, které
byly d¥ive nedosaZitelné bez pouZiti HSA v prost¥edku. Rovn&¥

umoZnuji p¥ipravu prost¥edkd s maximdlnim obsahem IFN-13-1Db.

IFN-f3-1b pro pouziti v té&chto experimentech tvo¥i E.
coli v podstaté& tak, jak se popisuje v n&kolika pevnych
purifikadnich krocich v US patentech & 4 462 940 a/nebo
4 816 400. Znamend to, Ze se transformované bakterie pouZiji
pro tvorbu IFN-B, hostitelské bulkky se zkoncentruji a jejich

stény se naruSi s obdrZenim hrubého materidlu IFN-R-1b.

Takto obdrZeny hruby materidl IFN-R-1b ma koncentrace
50 mM octanu sodného, 1 mM EDTA, 0,1 % natrium-dodecylsulféatu
(SDS) p¥i pH 5,5. Po ziskdni vychozi latky pro m&¥eni
rozpustnosti a stability popisovand niZe se z hrubého
materidlu IFN-f-1b odstrani SDS zpracovanim sloupcem G-25
(Pharmacia) v rovnovaze s 1,5 mM roztokem hydroxidu sodného
p¥i pH v&tSim neZ 11. Po odebrani ze sloupce G-25 se p¥ida
zhruba 1 desetina objemu 1 M glycinu, pH 3 p¥i rychlém
michédni s dpravou na pH zhruba 3. Materidl se ukl&di p¥i
teplot& 4 °C nebo zmrazeny pro nésledné pouZiti pro m&¥eni

rozpustnosti a stability.
Priklad 1

Stanoveni rozpustnosti IFN-$-1b

Pocatelni experimenty—seprovaddéji pro pochopeni
rozpustnosti IFN-R-1b za Yady podminek pH, typu pufru a
iontové sily. Roztok IFN-£3-1b (zhruba 0,8 mg/ml IFN-B-1b ve
100 mM roztoku glycinu, pH 3,0) se dialyzuje proti pufru =z
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tabulky 1. Vysledky ukazuje obrazek 1. Tyto vysledky ukazuji,
Ze rozpustnost IFN--1b z4visi na pH a iontové sile. IFN--1b
p¥i pH 3,0 zUstdva rozpustny p¥i viech koncentracich chloridu
sodného do 200 mM. P¥i pH 4,0 se formulace IFN-R-1b st&vaji
mén€ rozpustnymi, kdy¥ koncentrace chloridu sodného dosahuje
150 mM. Ve formulacich p¥i pH 5,0 se IFN--1b stavid ménd
rozpustnym p¥i dosa¥eni koncentrace chloridu sodného 100 mM.
P¥i Gvaze vBech té&chto Gdajl se ukazuje, Ze IFN-R-1b je
nejrozpustngjsdi v prost¥edcich p¥i pH 3,0, mén& rozpustny v
prost¥edcich pH 4,0 a nejméné rozpustny p¥i pH 5;0. Tyto
Gdaje téZ ukazuji, Ze rostouci iontovd sila p¥ipravku
(zvy$ujici se koncentraci chloridu sodného) té% sniZuje

rozpustnost IFN-$-1b.

VySe popsany pokus dokéZe urdit podminky p¥iznivé pro
rozpustnost IFN-53-1b, av8ak nestanovi mez rozpustnosti p¥i
jakychkoliv danych podminkdch. Nasledny experiment se provadi
po stanoveni mezi rozpustnosti IFN-R-1b. Pro maximalizaci
rozpustnosti IFN-%-1b se pouZivaji prost¥edky o nizké iontové
sile (naprkilad 5 mM pufr bez soli, jako je chlorid sodny).
Po dialyze se IFN-8-1b zkoncentruje pro stanoveni meze roz-
pustnosti v daném prost¥edku. Vysledky téchto pokust ukazuje
obrazek 2. Prost¥edky o pH 3,0 aZ 4,0 jsou nejrozpustn&i&i a
rozpustnost je nejméné 16 mg/ml. Prost¥edek o pH 5 je
rozpustny do zhruba 8 mg/ml. Prost¥edky o pH p¥evydujicim 5,0
jsou rozpustné pouze do zhruba 0,2 mg/ml. Tyto vysledky opé&t
ukazuji, Ze pH mé& znadny G¢inek na rozpustnost IFN-R-1b.
Prost¥edky o nizké iontové sile p¥i pH 3,0 a pH 4,0 jsou
rozpustnéjsi neZ p¥i pH 5,0. Nad pH 5,0 je IFN-R-1b v
podstaté nerozpustny v-prostfedcich—smnizkou iontovou silou.
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Smési pro zjisdténi rozpustnosti

koncentrace chloridu sodného

IFN-R-1b, pH, typ pufru a

Pufr pH koncentrace chloridu
sodného (mM)

5 mM glycin PH 3 0 mM

5 mM glycin pH 3 50 mM

5 mM glycin pH 3 100 mM

5 mM glycin PH 3 150 mM

5 mM citrat pPH 4 0 mM
5 mM citrat PH 4 50 mM
5 mM citrat pH 4 100 mM
5 mM citréat PH 4 150 mM
5 mM acetéat pH 4 0 mM
5 mM acetét pH 4 50 mM
5 mM acetéat pH 4 100 mM
5 mM acetéat pH 4 150 mM
5 mM formiat PpH 4 0 mM
5 mM formidt pH 4 50 mM
5 mM formiat pH 4 100 mM
5 mM formiét PH 4 150 mM
5 mM acetét PH 0 mM
5 mM acetét pH 5 50 mM
5 mM acetéat pH-5 100 mM
5 mM acetét pH 5 150 mM
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5 mM histidin pH 5 0 mM
5 mM histidin pH 5 50 mM
5 mM histidin PH 5 100 mM
5 mM histidin - PH 5 150 mM
5 mM sukcindt sodny pPH 5 0 mM
5 mM sukcindt sodny PH 5 50 mM
5 mM sukcinadt sodny pH 5 100 mM
5 mM sukcindt sodny PH 5 150 mM

Priklad 2
Analytické ultracentrifugadni experimenty

Experimenty zamé¥ené na rozpustnost mchou stanovit,
kolik IFN-3-1b je v roztoku, avSak poZaduji se dals3i zplsoby
pro stanoveni stavu agregace proteint. Je dileZité stanovit,
zda je protein monomerni v dané formulaci a kolik proteinu
(pokud je vibec pF¥itomen) existuje ve vys&ich forméch jako
jsou dimery, trimery atd. Analytickd ultracentrifugace je
jednim z nejalinéjdich zplsobl pro objasnéni stavu agregace
proteinu [viz Liu a Shire J. Pharm. Sci. 88, 1237-1241
(1999)]. Provadéji se t¥i experimenty pro charakterizaci
monomerniho obsahu né&kolika prost¥edkd IFN--1b za pouZiti
analytické ultracentrifugace. Tyto analytické ultracentrifu-
gadni experimenty se provadéji s ruznymi prost¥edky s
IFN-B-1b. Ka%dy experiment zahrnuje spolecnou formulaci (5 mM
glycin, pH 3,0). Avdak kazdd z t&chto obecnych formulaci se
mirn& 1i81 v procentickém obsahu monomeru (obrazek 3 -

- 89,8 %, obrdzek 6 - 94,2 %, obrazek 9 - 86,3 %). ZplUsoby
ziskévani a purifikace pouZivané pro p¥ipravu téchto IFN-£-1b

poskytuji stejnou agregaci molekuly IFN-f-1b, kterd je svou
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povahou kovalentni. Prost¥edek o koncentraci 5 mM glycinu, pH
3,0 tedy pro kaZdy experiment slouZi jako vychozi sm&s pro

mnozstvi agregdtu na podatku experimentu.

Prvni experiment zjidtuje G&inek PH na stav agregace
IFN--1b. Formulace o pH 3,0 (obsahujici pouze 5 mM glycin
pro pufrovani roztoku), pH 4,0 (obsahujici pouze 5 mM
kyselinu aspartovou pro pufrovani roztoku) a pH 5,0
(obsahujici pouze 5 mM sukcindt sodny pro pufrovani roztoku)
se analyzuji. Vysledky ukazuji obrazky 3, 4 a 5. Hlavni
vrcholy v téchto profilech odpovidaji molekulové hmotnosti
zhruba 20 kDa, coz je velice blizké molekulové hmotnosti
IFN-£-1b (19,878 kDa). Hlavni vrchol tedy odpovidd monomeru
IFN-R-1b. Vétsi sloZky (dimery, trimery, atd.) odpovidaji
vy&8im sedimentalnim koeficientim. Tyto vysledky ukazuji, Ze
i kdyZz je IFN-£3-1b hlavné monomerni p¥i pH 3,0 a pH 4,0
(zhruba 90 %), p¥i pH 5,0 zalind molekula agregovat na vyS3Ei
sloZky a pouze 75 % je v monomerni form&. Tyto vysledky
ukazuji, Ze stav agregace IFN-R-1b ovliviiuji zmény pH a Ze
monomer IFN--1b je zvyhodnény p¥i nizkych pH, jako je pH 3,0
a pH 4,0.

Druhy experiment zji&tuje Gfinek iontové sily na stav
agregace IFN-R-1b. Iontova sila prostfedku se zvySuje v
prost¥edcich p¥i pH 3,0 (pufrovanych 5 mM glycinem) s p¥i-
davkem 0,50 mM a 150 mM chloridu sodného. Vysledky ukazuji
obrézky 6, 7 a 8. V prost¥edku bez pridavku chloridu sodného
(obrézek 6), tvo¥i monomerni forma IFN-R-1b zhruba 94 % z
celkového IFN-R-1b (to jest 94 % v hlavnim vrcholu). PF¥i

p¥idéni chloridu sodného 50 mM do pF¥ipravku klesd obsah

monomeru na zhruba 76 % (obrazek 7) a p¥i p¥idavku 150 mM
chloridu sodného do pr¥idavku kles& obsah monomeru na méné neZ

10 % (obrédzek 8). Tyto vysledky ukazuji, Ze agregalni stav
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IFN-3-1b siln& zAavisi na iontové sile a %e monomer IFN-8-1b

je zvyhodné&ny za podminek nizké iontové sily.

¥4danou vliastnosti injekd&niho farmaceutického pro-
st¥edku je, aby byl isotonicky s t&lesnymi tekutinami.
Iontové substance (jako je chlorid sodny) a neiontové
substance (jako jsou cukry, sacharosa a trehalosa) lze poufit
pro pripravu prost¥edku isotonického s t&lesnymi tekutinami.
Drivéjsi analytické ultracentrifugadni experimenty zkoumaly
pfipravky, které byly bud neisotonické (obsahujici pouze pufr
5 mM) nebo obsahovaly chlorid sodny jako iontovy prost¥edek
pro dpravu osmotického tlaku. T¥eti experiment zkoumid Udinek
neiontovych prost¥edkl pro Gpravu tlaku na agregadni stav
IFN-3-1b. V tomto experimentu se p¥ipravuji t¥i formulace p¥i
pH 3,0 (pufrované 5 mM glycinem). Jedna obsahuje pouze
glycinovy pufr, druh& mé& upraveny osmoticky tlak 9 % sacharo-
sy a t¥eti 9 % trehalosy. Analytické ultracentrifugadni
vysledky ukazuji obrézky 9, 10 a 11. Obsah monomeru pro-
st¥edku se samotnym pufrem (obridzek 9) je zhruba 86 %. P¥i
p¥idani bud sacharosy (obrdzek 10) nebo trehalosy (obrazek
11) jako prostfedku pro Gpravu osmotického tlaku je obsah
monomeru zhruba 89 %. Tyto vysledky ukazuji, Ze neiontové
prost¥edky pro lpravu osmotického tlaku, jako je sacharosa a
trehalosa, nepodporuji agregaci molekuly IFN-2-1b.

Priklad 3

Stabilita lyofilizovanych prost¥edkl s obsahem IFN--1b
prostych HSA za zrychlenych podminek pusocbeni teploty

HSA prosté formulace IFN-f3-1b p¥i pH 3,0 (5 mM glycin
jako pufr) a pH 4,0 (5 mM aspartovd kyselina jako pufr)
s obsahem bud 9 % trehalosy (pH 3,0 a pH 4,0) nebo 9 %
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sacharosy (pH 4,0) se lyofilizuji. Lyofilizované formulace se
poté uchovévaji p¥i teplot& 40 ©C a jejich stabilita se ﬁéfi
v prub&hu 8 tydnl. Sacharosa a trehalosa jsou obvykle
stabiliza&ni prost¥edky pouZivané v lyofilizovanych sm&sich.
Hladina 9 % té&chto latek se pouZivid tak, aby rekonstituovana
formulace byla isotonickéd s t&lesnymi tekutinami. Pro
minimalizaci iontové sily formulaci a tedy mno¥stvi agregova-
ného IFN--1b se mnoZstvi pufru udrZfuje na minimilni hlading.

Proto maji vSechny pufry koncentraci 5 mM.

Obvyklé podminky uchovavéni pro proteinové farmaceuti-
cké pripravky jsou &asto 5 °C. AvSak zrychlené podminky
pusobeni teploty se Casto pouZivaji p¥i studiich prost¥edkh
pro zvydeni rychlosti degradace konkrétniho prost¥edku, takZe
lze relevantni Gdaje o stabilit& obdrZet v krat3im Sasovém
obdobi. V tomto experimentu se pouZiva teplota 40 °C pro
nucenou degradaci IFN-3-1b ve formulacich prostych HSA.
Vysledky koncentradnich m&¥eni a analyza vysokovykonnou
kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi znézoriuji
obrézky 12 a 13. Tyto vysledky ukazuji, Z%e dokonce ani p¥i
zvySenych teplotédch nevykazuji tyto formulace IFN-R-1b %&dné

detekovatelné zmény v pribé&hu 8 tydenni studie.

P¥iklad 4
Stabilita lyofilizovanych prost¥edk s obsahem IFN-R-1b
prostych HSA za p¥itomnosti trehalosy za podminek uchovavani

v redlném dasu

I kdyZ se proteinové lé&iva obvykle skladuji p¥i

teplot& 5 °C, je vhodné mit produkt stabilni p¥i teploté&
mistnosti (25 °C a¥ 30 ©C). V tomto experimentu se lyofilizu-

ji prostfedky s obsahem 9 % trehalosy (5 mM glycin pH 3 nebo
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5 mM kyselina aspartovad pH 4). Koncentrace trehalosy 9 % se
uZivaé proto, aby byl rekonstituovany p¥ipravek isotonicky s
télesnymi tekutinami. P¥ipravky se uchovidvaji p¥i teplot&

5 °C a 30 °C a jejich stabilita se m&¥i v prib&hu 9 m&sicu.
Vysledky koncentradnich m&¥eni a analyza vysokovykonnou
kapalinovou chromatografii s reverznimi fézemi znézoriiuji
obrézky 14 a 15. Tyto vysledky ukazuji, ¥e ani p¥i teploté
30 ©C tyto ptipravky s obsahem IFN-R-1b nevykazuji detekova-
telné zmény v prib&hu 9 m&sich studie.

P¥iklad 5

Stabilita kapalnych p¥ipravki s obsahem IFN-8-1b prostych HSA
za zrychlenych podminek plsobeni teploty

Stabilita p¥ipravkl s obsahem IFN-£-1b prostych HSA
p¥i pH 3,0 a% 4,0 se rovnéZ zjistuje v kapalném stavu. Kompo-
zice pfipravki jsou stejné jako v p¥ikladu 3 [9 % trehalosy
(pH 3,0 a pH 4,0) nebo 9 % sacharosy pH 4,0]. Pro minimali-
zaci iontové sily p¥ipravk®, ¢imZ se téZ minimalizuje
mnoZstvi agregovaného IFN-%-1b, se mnoZstvi pufru udrZuje na
minimalni hladin&€ (5 mM). Kapalné prost¥edky se ukladaji p¥i
teplot& 30 ©C a jejich stabilita se m&¥i v prub&hu 9 tydnd.
Obvyklé skladovaci podminky kapalnych proteinovych prost¥edkl
odpovidaji teplot& 5 °C. Proto teplota 30 °¢C p¥edstavuije
zrychlené podminky vlivu teploty pro zvyZeni rychlosti
degradace IFN-#%3-1b. Vysledky na obrédzku 16 (m&¥eni koncentra-
ci) a 17 (analyza vysokovykonnou kapalinovou chromatografii
s reverznimi fézemi) nevykazuji Z&dné detekovatelné zmé&ny v

p¥ipravcich v pribé&hu 9 tydnt. Tyto vysledky ukazuji, Ze za

téchto podminek je IFN-%-1b stabilni v prib&hu celé studie.
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Pr¥iklad 6

Stabilita kapalnych p¥ipravkll s obsahem IFN-R-1b prostych HSA

za podminek skladovidni v redlném &asu

V tomto experimentu se zkoumaji kapalné prost¥edky obsahujici
9 % trehalosy (5 mM glycin, pH 3 nebo 5 mM kyselina
aspartovd, pH 4) nebo 9 % sacharosy (5 mM glycin, pH 3 nebo
5 mM kyselina aspartova, pH 4) za podminek redlného &asu
skladovadni p¥i teplot& 5 ©C. Prost¥edky se plni do lahvidek a
jejich stability se m&ri v prubéhu 9 mé&sict. Vysledky mé&¥eni
koncentraci a analyzy vysokovykonﬁou kapalinovou chromatogra-
fii s reverznimi fézemi znézorniuji obridzky 18 a 19. Tyto
vysledky ukazuji, Ze v té&chto prost¥edcich je IFN-$3-1b

stabilni v pribéhu 9 mésict této studie.
Priklad 7

Trehalosa je vhodné&j&i neZ sacharosa jako neiontovy
prost¥edek pro Gpravu osmotického tlaku v prost¥edku IFN-R-1b

V tomto experimentu se p¥ipravi prost¥edky obsahujici
9 % trehalosy (5 mM glycin pH 3 nebo 5 mM kyselina aspartova
pH 4) a 9 % sacharosy (5 mM glycin pH 3 nebo 5 mM kyselina
aspartovd pH 4) a plni se do lahvidek v kapalné form& a
lahvicky se stejnym prost¥edkem se lyofilizuji. Jejich
stability se mé&¥i za zrychlenych podminek teplotniho vlivu,
které jsou fasto schopné poskytnout pfedpovéd rozmezi stabi-
lity formulaci daného proteinu. Kapalné pfipravky se uklédaji
p¥i teplot& 30 ©C po dobu 9 tydnt a lyofilizované pfiprévky
pti teplot& 40 ©C po dobu 8 tydnl. Vysledky koncentradnich

mé&¥eni ukazuje obrizek 20 (kapalina) a obrézek 21 (lyofilizo-
vand lé&tka). Tyto vysledky ukazuji, Ze formulace p¥i pH 3
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obsahujici sacharosu vykazuji patrny vzrtst koncentrace.
Tento vzrist koncentrace je nésledkem hydrolyzy, sacharosy
p¥i nizkém pH s tvorbou redukujicich cukrl, kterd vede k ne-
enzymatickému zhnédnuti (to jest Maillardova reakce) pro-
st¥edktd. Trehalosa je mnohem resistentn&jsi vadi hydrolyze a
proto se v téchto prost¥edcich preferuje pred sacharosou [viz
O Brien Science 61, 679-682 (1996)].

Priklad 8

Odstranéni SDS a prostfedky obsahujici IFN-R-1b s pouZitim

vysrazeni guanidin—hydrochlofidem

Purifikovany IFN-R-1b (1 litr 1,91 mg/ml v 0,4% SDS,
50 mM acetdtového pufru, pH 5,5) se uchovava p¥i teploté&
5 ©C. B&hem uchovévani se &&st SDS vysréd¥i. 250 ml této latky
(477,5 mg) se smisi s 229 g guanidin-hydrochloridu (6 M,
celkovy objem 400 ml) a michd p¥i teploté mistnosti po dobu
15 min s pouZitim michacky s magnetickou tyf¢kou. 6 M roztok
guanidin-hydrochlorid/protein se poté zfiltruje pomoci

SartobranR

P Capsule (velikost pdru 0,45 um) pro odstrané&ni
vysrédzeného SDS. Koncentrace proteinu podle mé&¥eni v
ultrafialovém svétle p¥i vinové délce 280 nm je 1,02 mg/ml.

0,

Vyté&Zek proteinu je 406 mg neboli 85 %.

400 ml kapaliny zpracované guanidin-hydrochloridem se
koncentruje s pouZitim diafiltradniho systému MilliporeR
LabscaleR TFF (Millipore, Inc.) dvéma polysulfonovymi
membrinami Pellicon® XL Biomax® 0,1 cm? 10 kD (Millipore,

Inc.). Objem po tomto zkoncentrovadni_je 37 ml s koncentraci

proteinu 10,3 mg/ml pro vyté&Zek po koncentraci 381 mg neboli
93

oe
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Pomoci pipety pro p¥enos se 10 ml (103 mg)
koncentrovaného roztoku guanidin-hydrochlorid/protein
postupné& p¥idédva do 590 ml 5 mM glycinu, pH 3,2. Pufr se
rychle mich& pomoci magnetické tycky a do vi¥ici kapaliny se
primo p¥idd roztok proteinu. Toto z¥edéni 60 x 6 M roztoku
guanidin-hydrochlorid/protein poskytuje 0,1 M roztok guani-
din-hydrochorid/protein p¥i koncentraci 0,17/ml. T&chto 600
ml se pY¥enese do diafiltradni jednotky velikosti 500 ml se
dv&ma polysulfonovymi membrénami Pellicon® II 10 kD, 0,1 m2.
Tento roztok se nejprve zkoncentruje zhruba na 400 ml do
koncentrace proteinu 0,23/ml a ndsledné& podrobi diafiltraci
proti 9 vyé&na&m objemu (3,6 litrd) 5 mM glycinu p¥i pH 3,2.
Konelny diafiltrat (402 ml) se mé&¥i v ultrafialovém sv&tle
p¥i vlnové délce 280 nM pro konelnou koncentraci proteinu
0,23 mg/ml s vyt&fkem 92,46 mg, 90 % pro diafiltradni krok a
s celkovym vyté&Zkem 72 % rozpustného proteinu pro proces

purifikace.
Priklad 9

Stabilita kapalnych prost¥edk® s obsahem IFN-%-1b prostych
HSA obsahujicich mannitol jako prost¥edek pro dpravu

osmotického tlaku

V tomto experimentu se zkoumaji kapalné prost¥edky
obsahujici 5 mM roztok kyseliny aspartové a 5 % mannitolu za
podminek skladovani v redlném dasu p¥i teplot& 5 °C. P¥ipravi
se t¥i oddélené pripravky (oznalené p¥ipr. A, ptipr. B a
p¥ipr. C na obrézcich) z jedné davky IFN-£-1b prosté HAS a

naplni se do lahvicek. Lahvilky se poté uchovavaji p¥i

teplotd 5 ©C a stabilita prost¥edkll se m&¥i po dobu 6 mésica.
Vysledky koncentradnich mé¥eni a analyzy vysokovykonnou

kapalinovou chromatografii s reverznimi fazemi ukazuji
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obrazky 22 a 23. Vysledky prokazuji, Ze v té&chto prost¥edcich

g obsahem IFN-R-1b nenastévaji Z&dné detekovatelné zmény v

pribéhu 6 mésict studie.

Vedkeré publikace a patentové p¥ihlagky citované v
popisu odpovidaji Grovni znalosti téch, kte¥i maji zkuZenost
v oboru, kterym je tento vynélez urden. VeSkeré publikace a
patentové p¥ihla&ky se zde zahrnuji formou odkazu ve stejném
rozsahu, jako kdyby byla kaZdd jednotliva publikace ¢&i
patentovd pt¥ihlaska specificky a jednotlivé urdend pro
inkorporaci formou odkazu. Podkapitoly popisu p¥ihléasky se
zahrnuji pouze pro snadny p¥ehled tototo dokumentu a neuva-

Yuji se Zadnym zplsobem jako omezeni obsahu tohoto dokumentu.

: bl -~ -~ ‘
Vynédlez se popisuje do ur&itych podrobnosti pro
ilustraci a s pouZitim p¥ikladld za Gfelem jasnosti pochopeni,
avBak je z¥ejmé, Ze v ramci tohoto vyndlezu lze provadét

uréité zmény a modifikace.
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PATENTOVE NAROK

Y

Stabilizovany farmaceuticky prost¥edek prosty HSA,

s e t i m, Z%e obsa

huje v podstaté

monomerni interferon-f (IFN-f) nebo jeho biologicky aktivni

variantu solubilizovany v prost¥edku o nizké iontové sile,

kde timto prostfedkem o nizké iontové sile je roztok

obsahujici pufr v mnoZstvi dostatedném k udrZovani pH této

kompozice v rozmezi + nebo - 0,5 jednotek udaného pH, kde

udané pH je zhruba 3,0 aZ zhruba 5,0 a tento prost¥edek ma

iontovou silu, kterd nep¥evy3uje zhruba 60 mM.

2.

s e t
30 mM.
8 e t
10 mM.
s e t
7 mM.

8 e t
5 mM.

g8 e t
s e t

P

1

Kompozice podle naroku 1, vy z n

m, Ze koncentrace pufru je zhruba

Kompozice podle ndroku 2, vy zn

m, Z2e koncentrace pufru je zhruba

Kompozice podle niroku 3, vy zn

m, Ze koncentrace pufru je zhruba

Kompozice podle ndroku 4, vy zn

m, Ze koncentrace pufru je zhruba

Kompozice podle ndroku 5, vy z n

m, Ze koncentrace pufru je zhruba

acd¢duijici

1 mM aZ zhruba
a & u ici
1 mM aZz zhruba
ac¢ujici
2 mM az zhruba
acdujici
2 mM aZ zhruba
acd¢uijici
5 mM.

Kompozice podle nédroku 1, vy zna ¢uj ici

m, Ze udané pH je zhruba 3,0 a pufrem je glycin.
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8. Kompozice podle niroku 1, vy zna & u jici
s e t L m, Ze udané pH je zhruba 4,0 a pufrem je kyselina
aspartova.

-

! 9. Kompozice podle ndroku 1, vy zna duij i c i
s e t I m, Ze udané pH je zhruba 5,0 a pufrem je sukcinéat

-

10.Kompozice podle ndroku 6, vy zna duijici
s e t i m, Ze udané pH je zhruba 3,0 a pufrem je glycin.

2

11.Kompozice podle nédroku 6, vy zna & uij ici

s e t I m, Ze udané pH je zhruba 4,0 a pufrem je kyselina

aspartova.

12.Kompozice podle néroku 6, vy zna & uij ici
s e t 1 m, Ze udané pH je zhruba 5,0 a pufrem je sukcinit

sodny.

-

13.Kompozice podle nédroku 1, vy zna &u j i c i
s e t im Ze je v kapalné nebo vysu¥ené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z p¥ipadu lyofilizované formy, formy
vysuSené na vzduchu a formy ziskané suSenim ve spreji.
14.Kompozice podle nédroku 1, vy zna & uj ici
s e t I m, Ze pYedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou prafkovou formu, kterd je

vhodné& pro podani pacientovi plicni inhalaci.

15.Komozice podle ndrocku 1, vy zna & u j i c I
s e t I m, Ze dédle obsahuje urdité mno¥stvi neiontového
prost¥edku pro Gpravu osmotického tlaku, které je dostate&né
k tomu, aby byla tato kompozice isotonické, kde timto neionto-

vym prost¥edkem pro dpravu osmotického tlaku je trehalosa.
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16.Kompozice podle ndroku 15, vy zn a & u jici
s e t 1 m, Ze koncentrace trehalosy je zhruba 9 % (hmot-
nost/objem) .

17 .Kompozice podle ndroku 15, vy z n a & u jici
s e t I m, Ze je v kapalné nebo vysuené form&, kde vySuée-
nd forma se voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy suSené
na vzduchu a formy sufené ve spreji.

18.Kompozice podle niroku 15, vy zna duj i c 1
s e t I m, Ze predstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou pragkovou formu, ktera je
vhodnd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

19.Kompozice podle ndroku 10, vy z na & u jiIci
s e t I m, Ze obsahuje urdité mno¥stvi neiontového pro-
st¥edku pro Gpravu osmotického tlaku, které je dostatedné
k tomu, aby byla tato kompozice isotonickd, kde timto ne-
iontovym prost¥edkem k (pravé& osmotického tlaku je trehalosa.

-

20.Kompozice podle ndroku 19, vy zna & uj i c i

s e t I m, Ze koncentrace trehalosy je zhruba 9 % (hmot-

nost/objem) .

21.Kompozice podle ndroku 19, vy zna duij i ¢ 1
s e t i m, Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde
vysugend forma se voli z p¥ipadt lyofilizované formy, formy

sufené na vzduchu a formy sufené ve spreji.

22 .Kompozice podle néroku 19, vy zna &uij ic 1
s e t I m, Ze p¥edstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou praskovou formu, kters je

vhodnéd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

2800
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23.Komozice podle ndroku 11, vy z na & u jici
s e t 1 m, Ze obsahuje ur&ité mno¥stvi neiontového pro-
st¥edku pro Upravu osmotického tlaku, které je dostate&né
k tomu, aby byla tato kompozice isotonicki, kde timto
neiontovym prost¥edkem k {pravé& osmotického tlaku je treha-
losa.

24 .Kompozice podle nércku 23, vy zna duijici
s e t 1 m, Ze koncentrace trehalosy je zhruba 9 % (hmot-
nost/objem) .

25.Kompozice podle niroku 23, vy zna &uijici
S e. t I m, Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde vysu-
Send forma se voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy
suSené na vzduchu a formy sufené ve spreji.

26 .Kompozice podle nédroku 23, vy zna duijici
s e t I m, Ze pfedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préskovou formu, kterid je

vhodn& pro podédni pacientovi plicni inhalaci.

Pa

27.Kompozice podle ndroku 12, vy zna & uij ic it
g e t I m, Ze obsahuje urlité mnoZstvi neiontového pro-
st¥edku pro Gpravu osmotického tlaku, které je dostatedné
k tomu, aby byla tato kompozice isotonick&, kde timto ne-
iontovym prost¥edkem k Upravé osmotického tlaku je trehalosa.

28.Kompozice podle ndroku 27, v yznadcuijici

s e t i m, Ze koncentrace trehalosy je zhruba 9 % (hmot-

nost/objem) .

- -

29.Kompozice podle niroku 27, vy zna & uij i c i

s e tim Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde vysufena
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forma se voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy sudené na

vzduchu a formy suSené ve spreji.

z

30.Kompozice podle néroku 27, vy zna duijici
s e t i m, Ze p¥edstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préskovou formu, kterd je
vhodné& pro podéni pacientovi plicni inhalaci.
31.Kompozice podle nédroku 1, vy zna duijici
s e t 1 m, Ze IFN-R je polypeptid s aminokyselinovou se-
kvenci zralého nativniho IFN-f nebo jeho biologicky aktivni

varianta.

32.Prost¥edek podle nédroku 31, vy znaduijici

m, Ze se IFN-f p¥ipravuje rekombinantnim zplsobem.

oY

s e t

33.Kompozice podle néroku 32, vy zna duijici
s e t i m, Ze IFN-B je glykosylovany nebo neglykosylovany.

Ps

34 .Kompozice podle nédroku 33, vy znadc¢uijici

s e t 1 m, Ze IFN-R je neglykosylovany lidsky IFN-
(hIFN-£8) nebo jeho biologicky aktivni mutein.

\
Q
N

35.Kompozice podle néroku 34, vy zn a ¢ u j
s e t I m, Ze timto muteinem je hIFN-B_ . .i-.
36.Stabilizovany farmaceuticky prost¥edek prosty HSA
vyznadcuijicli s e t I m, Ze obsahuje v podstaté&
monomerni interferon-f (IFN-f) nebo jeho biologicky aktivni

variantu solubilizovany v prost¥edku o nizké iontové sile,

kde timto prost¥edkem o nizké iontové sile je roztok, ktery
obsahuje pufr zvoleny z p¥ipadl glycin, kyselina aspartova
nebo sukcindt sodny o koncentraci zhruba 1 mM aZ zhruba 10 mM

a tato kompozice ma pH zhruba 3,0 aZ zhruba 5,0 a tento
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prost¥edek mé& iontovou silu, kterd nep¥evySuje zhruba 60 mM.

z

37.Kompozice podle ndroku 36, vy znacduijici
s e t I m, Ze IFN-R je rekombinantni lidsky IFN-8 (rhIFN-R)
nebo jeho biologicky aktivni mutein.

38.Kompozice podle néroku 37, vy zna &uijici
s e t i m, Ze rhIFN-f nebo jeho bioclogicky aktivni mutein

je neglykosylovany.

39.Kompozice podle nédroku 38, vy zna c¢uijici

s e t 1 m, Ze tento mutein je hIFN-Bserl7.

40.Kompozice podle ndroku 36, vy zna ¢ uijici
s e t I m, Ze koncentrace rhIFN-£ je zhruba 0,01 mg/ml aZ
zhruba 20,0 mg/ml. ‘

41 .Kompozice podle ndroku 36, vy zna ¢ uijici
s e t 1 m, Ze pufrem je glycin, koncentrace glycinu je
zhruba 5 mM a pH této kompozice je zhruba 3,0

42 .Kompozice podle nédroku 41, vy znaduijici
s e t 1 m, Ze obsahuje 9 % trehalosy (hmotnost/objem).

43 .Kompozice podle ndroku 36, vy zna duijici
s e t 1 m, Ze pufrem je kyselina aspartovad, koncentrace
kyseliny aspartové je zhruba 5 mM a pH této kompozice je
zhruba 4,0.

44 .Kompozice podle nédroku 43, vy zna ¢ uijici

s e t I m, Ze didle obsahuje zhruba 9 % trehalosy (hmotnost/

objem) .
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45.Kompozice podle niroku 36, vy zna &uijici
s e t I m, Ze pufrem je sukcinédt sodny, koncentrace tohoto
sukcindtu sodného je zhruba 5 mM a pH této kompozice je
zhruba 5,0.

46 .Kompozice podle ndroku 45, vy zna duijici
s e t I m, Ze dédle obsahuje zhruba 9 % trehalosy (hmotnost/

objem) .

P

47 .Kompozice podle nidroku 36, vy zna duijici
s e t I m, Ze je v kapalné nebo vysuZené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z p¥ipadu lyofilizované formy, formy

vysuBené na vzduchu a formy ziskané suBenim ve spreji.

48 .Kompozice podle ndroku 36, vy zna duijici
s e t i m, Ze pYedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préaskovou formu, kterd je

vhodnd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

49 .Kompozice podle naroku 41, vy znaduijicdi
s e t i m, Ze je v kapalné nebo vysuBené form&, kde se tato
vysusen& forma voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy

vysu8ené na vzduchu a formy ziskané sufenim ve spreji.

P

50.Kompozice podle néroku 41, vy zna ¢ ujici
s e t I m, Ze p¥edstavuje vodny nebo nevodny roztok, wvodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préskovou formu, kterid je

vhodnd pro podédni pacientovi plicni inhalaci.

~ e

51.Kompozice podle ndroku 43, vy zna duijici

s e t I m, Ze je v kapalné nebo vysudené form&, kde se tato
vysu8Send forma voli z p¥ipadd lyofilizovamé formy, formy
vysuSené na vzduchu a formy ziskané suSenim ve spreji.

52 .Kompozice podle néroku 43, vy zna &uijici
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s e t i m, Ze p¥edstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou prédfkovou formu, kterd je

vhodnd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

53.Kompozice podle ndroku 45, vy zna & uj ic i
se tim Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z p¥ipadtd lyofilizované formy, formy
vysusené na vzduchu a formy ziskané sufenim ve spreji.

54 .Kompozice podle nédroku 45, vy zna &uj i c i
s e t 1 m, Ze predstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou praskovou formu, kterd je
vhodnd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

55.Kompozice podle ndroku 42, vy zna dujici
s e t i m, Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy

vysu8ené na vzduchu a formy ziskané sufenim ve spreji.

56 .Kompozice podle ndroku 42, vy znaduijici
s e t 1 m, Ze p¥edstavuje vodny nebo neVodn? roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préskovou formu, kterid je
vhodn& pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

57 .Kompozice podle ndroku 44, vy zna & uijici
s e t i m, Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z piipadd lyofilizované formy, formy

vysuSené na vzduchu a formy ziskané suSenim ve spreji.

58.Kompozice podle néroku 44, vy zna duijici

s e t i m, Ze predstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préskovou formu, kteri je

vhodn& pro podé&ni pacientovi plicni inhalaci.
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59.Kompozice podle néroku 46, vy zna &uij ic i
s e t I m, Ze je v kapalné nebo vysudené form&, kde se tato
vysuSena forma voli z p¥ipadu lyofilizované formy, formy
vysu8ené na vzduchu a formy ziskané sulenim ve spreji.
60.Kompozice podle néroku 46, vy zna duijici
s e t 1 m, Ze pYedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou praskovou formu, ktera je
vhodné& pro podani pacientovi plicni inhalaci.

61. Stabilizovany farmaceuticky prost¥edek prosty
HSA, vy znadc¢uijici s e t I m, Ze obsahuje v
podstat& monomerni lidsky interferon-f (IFN-R), nebo jeho
biclogicky aktivni mutein solubilizovany v prost¥edku o
nizké iontové sile, kde tento prost¥edek o nizké iontové
sile je roztok obsahujici glycin jako pufr, kde koncentrace
tohoto pufru je zhruba 2 mM aZ zhruba 5 mM, tato kompozice
m& pH od zhruba 3,0 do zhruba 4,0 a tento prostfedek ma

iontovou silu nep¥evydujici zhruba 40 mM.

62 .Kompozice podle ndroku 61, vy zna &uijici
8 e t 1 m, Ze rhIFN-R nebo jeho biologicky aktivni mutein

je neglykosylovany.

n
(@]
[

63 .Kompozice podle ndroku 62, vy zn a & u j

s e t I m, Ze timto muteinem je hIFN—Bserl7.

=

64.Kompozice podle néroku 63, vy zna &uijic
s e t I m, Ze koncentrace tohoto pufru je zhruba 5 mM, pH

je zhruba 3,0 a iontovad sila nep¥evySuje zhruba 20 mM.

~

65.Kompozice podle nédroku 61, vy zna duijici

s e t i m, Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde se tato
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vysuSend forma voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy

vysuS8ené na vzduchu a formy ziskané sufenim ve spreji.

66.Kompozice podle nédroku 61, vy zna duijici
s e t L m, Ze pY¥edstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou praSkovou formu, ktera je

vhodnd pro podéni pacientovi plicni inhalaci.

67.Kompozice podle néroku 61, vy zna duijici
s e t i m, Ze dale obsahuje zhruba 9 % trehalosy (hmotnost/

objem) .

68.Stabilizovany farmaceuticky prost¥edek prosty
HSA vy znadu j ici s e t Im, Ze obsahuje v
podstaté monomerni lidsky interferon-2 (IFN-8), nebo jeho
biologicky aktivni mutein solubilizovany v prost¥edku o
nizké iontové sile, kde tento prost¥edek o nizké iontové
sile je roztok obsahujici glycin jako pufr, kde koncentrace
tohoto pufru je zhruba 2 mM aZ zhruba 5 mM, tato kompozice
mé& pH od zhruba 3,5 do zhruba 4,5 a tento prost¥edek ma
iontovou silu nep¥evysujici zhruba 40 mM.

69.Kompozice podle néroku 68, vy zna & ujici
s e t i m, Ze rhIFN-8 nebo jeho biologicky aktivni mutein

je neglykosylovany.

70 .Kompozice podle ndroku 69, vy zna duijici
s e t i m Ze timto muteinem je hIFN-8504p77-
71.Kompozice podle ndroku 68, vy zna &ujici
s e t 1 m, Ze koncentrace tohoto pufru je zhruba 5 mM, pH

je zhruba 3,0 a iontovd sila nepfevy3uje zhruba 20 mM.
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72 .Kompozice podle ndroku 68, vy zna duijici
s e tim Ze je v kapalné nebo vysufené form&, kde se tato
vysugend forma voli z p¥ipadl lyofilizované formy, formy

vysugené na vzduchu a formy ziskané sufenim ve spreji.

73.Kompozice podle ndroku 68, vy zna &uijici
s e t 1 m, Ze pYedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou prafkovou formu, kterd je

vhodnd pro poddni pacientovi plicni inhalaci.

74 .Kompozice podle ndroku 68, vy zna duijici
s e t 1 m, Ze dale obsahuje zhruba 9 % trehalosy (hmotnost/
objem) .

75.8tabilizovany farmaceuticky prostfedek prosty
HSAvyznaduijici s e t i m, Ze obsahuje v
podstat& monomerni lidsky interferon-f (IFN-8), nebo jeho
biologicky aktivni mutein solubilizovany v prost¥edku o
nizké iontové sile, kde tento prost¥edek o nizké iontové
sile je roztok obsahujici glycin jako pufr, kde koncentrace
tohoto pufru je zhruba 2 mM aZ zhruba 5 mM, tato kompozice
ma& pH od zhruba 4,5 do zhruba 5,0 a tento prost¥edek ma
iontovou silu nepfevyZujici zhruba 40 mM.

76 .Kompozice podle nédroku 75, vy zna duijici
s e t I m, Ze rhIFN- nebo jeho biologicky aktivni mutein

je neglykosylovany.

77.Kompozice podle naroku 76, v y z nad¢u jici

s e t I m, Ze timto muteinem je hIFN-B, 1 q7-

-~

78 .Kompozice podle néroku 75, vy zna &uj ici
s e t 1 m, Ze koncentrace tohoto pufru je zhruba 5 mM, pH
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je zhruba 5,0 a iontova sila nep¥evysuje zhruba 20 mM.

Py

79.Kompozice podle nérocku 75, vy zn a & u jici

se tim Ze je v kapalné nebo vysuSené form&, kde se tato
vysuSend forma voli z p¥ipadd lyofilizované formy, formy
vysu8ené na vzduchu a formy ziskané suenim ve spreji.

r

80.Kompozice podle nidroku 75, vy z n a & u jici

s e t I m, Ze pYedstavuje vodny nebo nevodny roztok, vodnou
nebo nevodnou suspenzi nebo suchou préaskovou formu, ktera je
vhodnéd pro podani pacientovi plicni inhalaci.

P

81. i

i

Kompozice podle ndroku 75, vy zna & u j ic
t

objem) .

s e m, Ze dile obsahuje zhruba 9 % trehalosy (hmotnost/

82.
nebo jeho

Zpusob zvySovani rozpustnosti interferonu-R (IFN-R)
biologicky aktivni varianty ve farmaceutické
kompozici bez p¥itomnosti lidského serumalbuminu, v Yy zna -

cujici s e t I m, Ze se tato kompozice p¥ipravi s
prost¥edkem o nizké iontové sile, kde tento prost¥edek o
nizké iontové sile je roztok, ktery obsahuje pufr v mnoZstvi
dostatedném pro udrZovéni pH této kompozice v mezich 10,5
jednotek udaného pH, kde toto udané pH je zhruba 3,0 a¥
zhruba 5,0, tento prostfedek m& iontovou silu, ktera neprevy-
guje zhruba 60 mM, a IFN- nebo jeho biologicky aktivni

varianta se uvede do této kompozice.

83.Zpusob podle ndroku 82, vy zna duijici s e
t I m, Ze koncentrace pufru je zhruba 1 mM a% zhruba 30 mM.

84.Zpusob podle nédroku 83, vy zna duijici s e
t 1 m, Ze koncentrace pufru je zhruba 2 mM a¥ zhruba 5 mM.
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85.Zplsob podle nédrocku 84, vy zna &ujici s e
t i m, Ze udané pH je zhruba 3,0 a pufr je glycin.

86.Zplsob podle nédrocku 84, vy zna duijici s e

t i m, Ze udané pH je zhruba 4,0 a pufr je kyselina asparto-

87.Zptsob podle nédroku 84, vy zna &ujici s e

t i m, Ze udané pH je zhruba 5,0 a pufr je sukcinit sodny.

88.Zplsob podle nédroku 82, vy znaduijici s e
t I m, Ze tato kompozice dédle obsahuje neiontovy prost¥edek
pro Upravu osmotického tlaku v mnoZstvi dostatedném k tomu,
aby byla tato kompozice isotonick&, kde timto neiontovym

prostfedkem pro Upravu osmotického tlaku je trehalosa.

89.Zplsob podle néroku 82, vy znaduijici s e
t 1 m, Ze dale obsahuje krok p¥ipravy sudené formy této
kompozice, kde tato suSend forma se tvo¥i ze skupiny zahrnu-
jici lyofilizovanou formu, formu suSenou na vzduchu a formu

ziskanou sudenim ve spreji.

90.Zpusob podle naroku 82, vy zna duijici s e
t I m, Ze touto kompozici je vodny nebo nevodny roztok,
vodnéd nebo nevodnd suspenze nebo suchd préaskova forma, kterd

je vhodnéd pro podadvani pacientovi plicni inhalaci.

91.Farmaceuticky prost¥edek, vy zna ¢ uij ici

s e t 1 m, Ze se p¥ipravi podle zpusobu naroku 82.

92.Zpusob p¥ipravy farmaceutické kompozice prosté HSA

obsahujici v podstaté€ monomerni interferon- (IFN-R) v y -
znadc¢uijici s e t 1 m, Ze zahrnuje pripravu této

kompozice s prost¥edkem o nizké iontové sile, kde tento
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prostfedek o nizké iontové sile je roztok obsahujici pufr
v mnoZstvi dostatelném pro udrZovani pH této kompozice v
mezich plus nebo minus 0,5 jednotek udaného pH, kde toto
udané pH je zhruba 3,0 aZ zhruba 5,0, tento prost¥edek ma
iontovou silu neprevy8ujici zhruba 60 mM, a zavedeni IFN-R
nebo jeho bioclogicky aktivni varianty do této kompozice.
N
93.Zptsob podle nédroku 92, vy znaduijici s e

t i m, Ze koncentrace pufru je zhruba 1 mM aZ zhruba 30 mM.

94 .Zpusob podle ndroku 93, vy zna c¢u j icli s e

t 1 m, Ze koncentrace pufru je zhruba 2 mM aZ zhruba 5 mM.

95.Zplsob podle ndroku 94, vy znadu j ici s e
t i m, Ze udané pH je zhruba 3,0 a pufrem je glycin.
96.Zpusob podle ndroku 94, vy znac¢uijici s e

t 1 m, %e udané pH je zhruba 4,0 a pufrem je kyselina

agpartova.

97.Zplisob podle nédroku 94, vy znadcuj ici s e

t I m, ¥%e udané pH je zhruba 5,0 a pufrem je sukcinidt sodny.

98.Zpusob podle nédroku 92, vy zna ¢ u j ici s e
t i m, ¥e tato kompozice dé&le obsahuje neiontovy prostr¥edek
pro Gpravu osmotického tlaku v mnoZstvi dostatecném k tomu,
aby byla tato kompozice isotonickd, kde timto neiontovym
prost¥edkem pro Upravu osmotického tlaku je trehalosa.

-

99.Zplsob podle néroku 92, vy znadcujicli s e

t 1 m, %e dale obsahuje krok p¥ipravy suSené formy této
kompozice, kde tato sufend forma se tvori ze skupiny zahrnu-

jici lyofilizovanou formu, formu suSenou na vzduchu a formu
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ziskanou suSenim ve spreji.

100.Zplsob podle nédroku 92, vy zna ¢ uijici
s e t i m, Ze touto kompozici je vodny nebo nevodny roztok,
vodnéd nebo nevodnd suspenze nebo suché praskovd forma, ktera

je vhodnéd pro podévani pacientovi plicni inhalaci.

101.Farmaceuticky prost¥edek, vy zna du j ici
s e t 1 m, Ze se pfipravi podle zplsobu naroku 92.

102.Prost¥edek pro diagndzu, prevenci nebo 1lédeni
nemoci, které vykazuji odpové&d na 1lé&bu interferonem-f
(IFN-R), vy zna d¢ujici s e t 1 m, Ze obsahuje

farmaceutickou kompozici podle nérokl 1, 36, 61, 68 nebo 75.
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Rozpustnost IFN-beta-1b v roztocich chloridu sodného

(mg/ml)

IFN-Beta-1b

0.1

0,9

0,7 4

0,6 A
0,5 4
0,4 -
0,3 A

0.2 1

'—4\-— 5 mM Glycin pH 3

Q- 5mMCitrat pH 4
—+ 5mM Acetat pH 4
—/\-- 5mM Formi&t pH 4
—@ 5mMAcetdt pH5
—3 — 5 mM Histidin -pH 5
—4 - 5mM Sukcinédt pH 5

50 100

Chlorid sodny (mM)

200




Uy Kooy - REg—

Obr. 2

Rozpustnost IFN-beta-1b v prost¥edcich o nizké iontové sile
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Obr. 12
Lyofilizované prost¥edky IFN-beta-1b, % podatedni
koncentrace, absorbce v ultrafialovém sv&tle, 40 .OC
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Obr. 13

Lyofilizované prost¥edky IFN-beta-1b, % v hlavnim vrcholu,

vysokovykonné kapalinovd chromatografie s reverznimi fézemi,

40 °c
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Lyofilizované prost¥edky IFN-beta-1b, pH 3 a pH 4, %

emce
v
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polételni koncentrace, spektroskopie v ultrafialovém svétle
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Obr. 15

Lyofilizované prost¥edky IFN-beta-1b, pH 3 a pH 4, %

" v hlavnim vrcholu, vysokovykonna kapalinovd chromato-

holu
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100
95 -
90 -
85 O]
80 -
75 -
—&- 5 mM glycinu, 9 % trehalosy, PH 3, 5 °C
70 J —M& 5 mM glycinu, 9 % trehalosy, pH 3, 30 °C
.—O‘ 5 mM kyseliny asparagové, 9 % trehalosy, pH 4, 5°C
"f]ﬂ 5 mM kyseliny asparagové, 9 % trehalosy, pH 4, 30°C
65 ' '
60 T v ' '
0 2 4 6 8




'46/7/\3 | Zov3-- ‘L 775

OCbr. 16

Kapalné prost¥edky IFN-beta-1b, % poditedni koncentrace,
. absorbance v ultrafialovém své&tle, 30 °c
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Obxr. 17

Hhg

\

Kapalné prost¥edky IFN-beta-1b,. ¥ v hlavnim vrcholu, wvysocko-

vykonné kapalinovéd chromatografie s reverznimi fdzemi, 30 ©cC
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Obr. 18
Kapalné prostfedky IFN-beta-lb v lahvilkéch, % pocCateCni

koncetntrace, spektroskopie v ultrafialovém svétle, 5 ©cC
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Obr.

Kapalné prostfedky IFN-beta-1b v lahvi&kach, $%
vrcholu,. vysokovykonn& kapalinovd chromatografie s reverznimi

fézemi,

v hlavnim vrxcholu
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Obr. 20 , ,
Kapalné prost¥edky IFN-beta-1b s obsahem trehalosy nebo

sacharosy, % polételni koncentrace, spektroskopie v UV

sv&tle, 30 °C
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Oobr. 21

2y, .

Lyofilizované prostfedky IFN-beta-1b, s obsahem‘ trehalosy
o
nebo sacharosy, % polétedni koncentrace pH 3 a 4, 40 -C
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Obr. 22

Kapalné prostfedky IFN-beta-1b s obsahem mannitolu, %

LL/LJ ouns »
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polétedni koncentrace, spektroskopie v ultrafialovém svétle,
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Obr. 23

Kapalné prostfedky IFN-beta-1b s obsahem mannitolu, % v
N hlavnim vrcholu, vysokovykonnd kapalinova chromatografie s

reverznimi fézemi, 5 ©¢
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