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Je popsana kompozice stabilni pfi skladovéni, obsahujici
koagulagni faktor VIII a neiontovou povrchové aktivni latku,
ktera je ve vodném roztoku, popfipadg lyofilizovana a
rekonstituovatelna vodou na vodny roztok, kde koagulaéni
faktor VIII je rekombinantni, se specifickou aktivitou vétsi
neZ 2000 mezinarodnich jednotek na mg proteinu a neiontova
povrchové aktivni latka je obsaZena v mnoZstvi odpovidajicim
alesporti 0,01 mg na ml vodného roztoku, a kompozice
obsahuje déle chlorid sodny nebo draselny v mnozZstvi
odpovidajicim vice neZ 0,1 mol na ml vodného roztoku a L-
histidin v mnoZstvi odpovidajicim vice neZ 1 mmol na ml
vodného roztoku, pfi¢emZ kompozice je prosta albuminu.
Zplisob vyroby této kompozice se provadi v nepfitomnosti
albuminu a spogiva v tom, Ze se koagula¢ni faktor VIII uvadi
michénim do styku s neiontovou povrchové aktivni latkou ve
vodném roztoku v pFitomnosti chloridu sodného nebo
draselného a L-histidinu jako pufru.
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Kompozice stabilni p¥i skladovani, obsahujici koagula¢ni faktor VIII a neiontovou
povrchové aktivni latku a zpisob jeji vyroby

Oblast techniky

Tento vyndlez se tykd kompozice stabilni pfi skladovani, obsahujici koagulaéni faktor VIII
aneiontovou povrchové aktivni latku, kterd je ve vodné roztoku, popiipadé lyofilizovana
a rekonstituovatelna vodou na vodny roztok. Vynalez se také tyka zpisobu vyroby této
kompozice, ktery se provadi v neptitomnosti albuminu.

Dosavadni stav techniky

Hemofilie je dédi¢né onemocnéni, které je zndmo po staleti, ale pouze b&hem poslednich tfi
desetileti je mozné rozliSovat mezi jejimi riznymi formami, a to hemofilii A, hemofilii B
a hemofilii C. Hemofilie A je nejastéjsi forma, ktera postihuje pouze muzské jedince a projevuje

snizenou hladinou nebo nepfitomnosti biologicky aktivniho koagulaniho faktoru VIII
(antihemofilniho faktoru), co je protein normalné pfitomny v plasmé. Klinickym projevem
Hemofilie A je sklon k silnému krvaceni a pfed zavedenim oSetfovani koncentraty faktoru VIII
byl primérny vék takovych pacientit kratsi nez 20 let. Koncentraty faktoru VIII ziskané z plasmy
jsou dostupné priblizné t¥i desetileti. To zna¢né Zaddoucim zpiisobem zlepsilo situaci v oSetfovani
pacientt trpicich hemofilii a ddva pacientim moZnost Zit normélnim Zivotem.

Terapeutické koncentraty faktoru VIII se az dosud pfipravuji frakcionaci plasmy. Aviak jsou
nové zpusoby, které umoziuji produkci faktoru VIII v bunééné kultuie za pouziti technickych
postupli na bazi rekombinantni DNA, jak uvadi napfiklad J. Gitschier a kol. v Nature 312,
330337 /1984/ a evropsky patent €. 160 457.

Koncentraty faktoru VIII pochazejici z lidské plasmy obsahuji rizné fragmentované plné aktivni
formy faktoru VIII (Andersson a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 2979-2983 /1986/).
Nejméné aktivni forma ma molekulovou hmotnost 170 000 a obsahuje dva fetézce o molekulové
hmotnosti 90 000 a 80 000, které jsou spojeny dohromady mistkem z kovového ionu. V této
souvislosti se odkazuje na evropsky patent €. 197 901. Firma Kabi Pharmacia vyvinula produkt
na béazi rekombinantniho faktoru VIII, ktery odpovidd form& plasmového faktoru VII
o molekulové hmotnosti 170 000 v terapeutickych koncentratech faktoru VIII. Tup4 molekula
rekombinantniho faktoru VIII je ukongena r—VIII SQ a je produkovéna v burikdch vajecniku
¢inského kieCka (CHO) procesorem v bun&né kultufe za pouZiti prostfedi zbaveného séra
v kone¢né pasazi.

Specifickd aktivita r—VIII SQ muZe byt vétsi nez 12 000 mezindrodnich jednotek (IU) na mg
proteinu a vyhodn& vy$$i neZ 14 000 mezinarodnich jednotek na mg. Byla naméfena aktivita
pfiblizn€ 15 000 mezinérodnich jednotek na mg. Pro r—VIII SQ podle tohoto vynalezu jiz drive
byla zndma aktivita okolo 10 000 mezinarodnich jednotek VIII:C na mg proteinu.

Rekombinantni faktor VIII SQ je indikovan pro oSetfovéni klasické hemofilie. Davka je podobna
davce koncentrati plasmového faktoru VIII. V dusledku nyni dosaZitelné vysoké koncentrace je

- pro injekce zapotiebi pouze malych objemd.

Strukturu a biochemii produktd na bazi rekombinantniho faktoru VIII obecn& popsal Kaufman
v Tibtech 9/1991/ v Hemotology 63, 155-165/1991/. Struktura a biochemie r-VIISQ je
popsana v patentové pfihlasce WO 91/09 122.
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Stabilita proteinti je obecné problémem farmaceutického primyslu. Tato stabilita se asto Fesi
suSenim proteinu v riznych sulicich procesech, jako je vymrazovani. Protein se potom
distribuuje a skladuje ve vymraZené forms.

Roztok pfed vysusenim, lyofilizovany material, suchy material a rekonstruovany produkt maji

byt vzdy tak stabilni, aby se pfili§ velka aktivita neztrécela bdhem sudicich procesti, skladovéani
a béhem manipulace.

Faktor VIII, ktery se frakcionuje z plasmy, se obvykle prodava jako lyofilizovany prasek, ktery
se mizZe rekonstitutovat vodou.

Kompozice s malym mnozstvim proteinu obvykle ztraci aktivitu b&hem &i$téni, sterilniho
zpracovani, baleni a béhem podavani. Tento problém se b&zné Fesi pridavkem lidského albuminu,
ktery vhodn€ sniZuje ztratu aktivity aktivniho proteinu. Funkce lidského albuminu jako obecného
stabilizatoru b&hem &iténi, sterilniho zpracovani a lyofilizace uvadi pfehledny &lanek, ktery
publikoval Wang a kol. v J. of Parenteral Sci. and Tech. 42, dopln€k 2S /1988/. Lidsky albumin
je také dobry pro tvorbu koldde v kompozici z lyofilizace. PouZiti albuminu pro stabilizaci
faktoru VIII je zndmo a b&zné pouzivano ve viech produktech obsahujicich vysoce &istény faktor
VIIL, které jsou komer&né dostupné.

Neni vSak Zadouci pfidévat lidsky albumin k terapeutickému proteinu, ktery je vyrdbén
rekombinantni DNA technologii. Kromé toho pouziti lidského albuminu jako pomocné latky
v prostiedcich asto omezuje moZnost vyuzit fady nejvhodnéjsich a nejcitlivéjsich analytickych
metod, pouZivanych pro charakterizaci proteinu.

Proto jsou zapotiebi prosttedky obsahujici faktor VIII, které jsou prosté albuminu a které jsou
stalé béhem sueni vymrazovanim neboli lyofilizace a jako roztok po rekonstituci.

Bylo navrzeno n&kolik feseni pro stabilizaci riznych proteint.

Evropsky patent &. 35204 (Cutter) uvadi zpisob k dosaZeni tepelné stability proteinové
kompozice v pfitomnosti polyolu.

Evropsky patent ¢. 381 345 (Corint) popisuje vodnou kapalinu obsahujici peptid desmopressin
v piitomnosti karboxymethylcelul6zy.

Ve WO 89/09 614 (Genentech) je uveden stabilizovany prostredek lidského riistového hormonu,
ktery obsahuje glycin, mannitol a pufr a pti vyhodném provedeni se pfidava neiontova povrchové
aktivni latka, jako je polysorbét 80. Tato neiontova povrchové aktivni latka se pridava ke sniZeni

agregace a denaturace. prostfedek ma zvySenou stabilitu v lyofilizovaném prostiedku a po
rekonstrukei.

Evropsky patent &. 286 110 (Cetus) popisuje roztok obsahujici protein interleukin—2 ve formé
Castic, ktery je rozpu$tén v inertnim nosném prostedi obsahujicim neiontovou polymerni
povrchove aktivni latku jako solubilizér a stabilizator. Vyhodnymi povrchové aktivnimi latkami
Jsou aktylfenoxypolyethoxyethanolové derivaty,derivity monostearatu polyethylenglykolu
a polyethylen sorbitan estery mastnych kyselin.

US patent €. 4 783 441 (Hoechst) uvadi vodny roztok, ktery obsahuje protein jako je inzulin
a povrchové aktivni latku.

US patent €. 4 165370 (Coval) se zmifiuje o roztoku gamaglobulinu a zpusobu jeho vyroby.
Tento roztok obsahuje polyethylenglykol (PEG). K roztoku se miie také pfidat neiontova
povrchove aktivni latka.
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V evropském patentu &. 77 870 (Green Cross) je popsano pridavani aminokyselin, monosachridd,
oligosacharidli, cukrovych alkoholii nebo karboxylovych kyselin odvozenych od uhlovodikt ke
zlepSeni stability roztoku obsahujiciho faktor VIII Pfidévani cukrového alkoholu nebo
disacharidi k vodnému roztoku faktoru VIII pro zvygeni stability bhem tepelného zpracovani je
uvedeno v evropském patentu €. 117 064 (Green Cross).

WO 91/10 439 (Octopharma) chréni stabilni injek&ni roztok faktoru VIII nebo faktoru IX, ktery
obsahuje disacharid, vyhodng sachar6zu, a alespoii jednu aminokyselinu.

Evropské patenty & 315968 a 314 095 (Rorer) chréni stabilni prostfedky z faktoru VIII, které
maji riznou iontovou silu.

Proteiny se lii sohledem na své fyzikdlng¢ chemické vlastnosti Pokud se pfipravuje
farmaceuticky prostiedek, ktery ma byt ptipraveny z fyzikéln€ chemického hlediska a stabilni po
dlouhou dobu, nemiize se vénovat pozornost jen fyziologickém vlastnostem proteinu, ale musi se
vzit v Gvahu také jina hlediska, jako je primyslova vyroba, snadni manipulace pro pacienta
a také bezpe&nost pro pacienta. Vysledky t&chto znakii se nemohou pfedem predvidat., pokud se
testuji riizné prostredky a &asto je zapotfebi zv14tni roztok pro kazdy protein.

V plasmé cirkulujici faktor VIII je stabilizovén ve spojitosti se svym nosnym proteinem, von
Willebrandovym faktorem (vWF). V plasm& a také v koncentratech faktoru VIII bézné
intermediarni &istoty je hmotnostni pomér vWF k faktoru VIII alespoii 50:1. V koncentratech
s velmi vysokou &istotou faktoru VIII, se specifickou aktivitou vét3i neZ 2 000 mezinarodnich
jednotek na mg proteinu, je hmotnostni pomér vWF k faktoru VI pfiblizn& 1:1 a v podstaté
veskery faktor VIII je vazan k vWF. Navzdory této stabilizaci se vyZaduje dalsi ochrana pfidanim
albuminu, aby bylo dosaZeno pfijatelné stability béhem lyofilizace a skladovani.

Viechny superdisté prosttedky na trhu jsou stabilizovany albuminem (lidskym sérovym
albuminem).

Vznik4 novy pozadavek ziskat faktor VIII pro injekce bez albuminu, ktery obsahuje minimalni
mnoZstvi prisad.

Nyni byl vyvinut novy prostfedek, ktery fesi svrchu uvedené problémy faktoru VIII.
K velikému prekvapeni plivodei tohoto vynalezu se podafilo zjistit, Ze faktor VIII, coZ je velmi

sensitivni protein, se miZe stabilizovat bez albuminu, pokud se knému pfida neionova
povrchové aktivni latka.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu je kompozice stabilni pfi skladovéni, obsahujici koagulatni faktor
VIII a neiontovou povrchové aktivnf l4tku, které je ve vodném roztoku, poptipadé lyofilizovana
a rekonstituovatelna vodou na vodny roztok, kde koagula¥ni faktor VIII je rekombinantni, se
specifickou aktivitou v&tsi nez 2 000 mezindrodnich jednotek na mg proteinu a neiontova
povrchové aktivni latka je obsaZena v mnoZstvi odpovidajicim alespoii 0,01 mg na ml vodného
roztoku, a kompozice obsahuje dale chlorid sodny nebo draselny v mnoZstvi odpovidajicim vice
nez 0,1 mol na m! vodného roztoku a L-histidin v mnoZstvi odpovidajicim vice nez 1 mmol na
ml vodného roztoku, pti¢emZ kompozice je prosta albuminu.

Predmétem tohoto vynalezu je také zpiisob vyroby svrchu uvedené kompozice, jehoZ podstata
spotiva v tom, Ze v nepfitomnosti albuminu se koagula¢ni faktor VIII uvadi michanim do styku
s neiontovou povrchové aktivni latkou ve vodném roztoku v pfitomnosti chloridu sodného nebo
draselného a L-histidinu jako pufru.
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Dile je uveden podrobn&jsi popis tohoto vynalezu.

Tak se tento vynalez tyka kompozice, ktera obsahuje koaguladni faktor VIII a neiontovou
povrchove aktivni latku jako stabilizator. Faktor VIII pouzivany podle tohoto vynalezu je vysoce
CiStény, to znamend, Ze ma specifickou aktivitu v&t3i nez 5 000 mezinarodnich jednotek na mg
proteinu, a prostfedek je stabilizovan bez ptidavku albuminu.

Pokud faktor VIII je rekombinantniho piivodu, miZe byt bud’ ve formé o své plné délce nebo
jako derivt upraveny deleci, jako je naptiklad SQ derivat.

Mnozstvi faktoru VII je od 10 do 100 000 mezinarodnich jednotek na ml, vyhodné od 50 do
10 000 mezinarodnich jednotek na ml.

Neionova povrchové aktivni latka se vyhodné voli z blokovych kopolymert, jako je poloxamer
nebo polyoxyethylen (20) ester mastnych kyselin, jako je polysorbat 20 nebo polysorbat 80. Jako
polysorbat 80 se pouzivdi Tween 80%. Neionova povrchové aktivni latka ma byt pfitomna
v mnoZstvi nad kritickou koncentraci micel (CMC), viz Wan a Lee, Journal of Pharm. Sci. 63,
136 /1974/.

Polyoxyethylen (20) ester mastnych kyselin je vyhodné pfitomen v mnozstvi nejméné 0,1 mg/ml
a jeho mnozstvi by mélo byt naptiklad od 0,02 do 1 mg/ml. Kompozice miZe také obsahovat
chlorid sodny nebo chlorid draselny, vyhodné v mnoZstvi vy$§im nez 0,1 mol.

Kompozice vyhodn& obsahuje vapenatou sil, jako je chlorid vépenaty nebo glukonat vapenaty,
vyhodné v mnoZstvi vét$im nez 0,5 mmol, a aminokyselinu, jako je L~histidin, v mnoZstvi
VEétSim neZ 1 mmol, pfi¢emZ toto mnoZstvi by se mé&lo volit od 0,05 do 500 mmol. Mono-
sacharidy nebo disacharidy, jako je sacharéza nebo cukrové alkoholy, by se mély pfidavat
v mnozstvi od 1 do 300 mg/ml.

Kompozice obsahuje vyhodné L-histidin a sacharézu. V kompozici je pomér chloridu sodného
k L-histidinu vyhodné& vy33i nez 1:1.

Kompozice miiZze obsahovat

i) 10 az 100 000 mezindrodnich jednotek na ml rekombinantniho faktoru VIII,
ii) alespoii 0,01 mg/ml polyoxyethylen (20) esteru mastné kyseliny,

iif) chlorid sodny, vyhodn& v mnoZstvi vétsim neZ 0,1 mol,

iv) vépenatou siil, jako je chlorid vapenaty nebo glukonat vapenaty, vyhodn& v mnoZstvi vét$im
nez 0,5 mmol a '

v) aminokyselinu, jako je L~histidin, v mnoZstvi vét$im nez 1 mmol.

K této kompozici se mohou pfidat monosacharidy, disacharidy nebo cukrové alkoholy, vyhodn¥
sachardza.

Kompozice miiZe byt v suché formg, vyhodng lyofilizovana, nebo ve vodném roztoku pied nebo
po sueni. Suchy produkt se rekonstruuje sterilni vodou pro injekce nebo roztokem pufru.

Kompozice chranéna v narocich mize byt také stabilnim vodnym roztokem pfipravenym pro
pouZziti.
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Vynilez se také tykd kompozic, ve kterych specifickd aktivita r-VIII SQ je vEtSi nez
12 000 mezinarodnich jednotek na mg proteinu, vyhodn& vétsi nez 14 000 mezinirodnich
jednotek na mg.

Kompozice chrinéna v narocich se miZe pfipravit smichanim faktoru VIII s neionovou
povrchové aktivni litkou ve vodném roztoku, vyhodng dohromady s aminokyselinou, jako je
L-histidin, soli sodiku, sacharézou a vapenatou soli nebo eluovanim faktoru VIII z posledniho
gisticiho stupné pufrem obsahujicim neionovou povrchové aktivni litku ve vodném roztoku,

vyhodné dohromady s aminokyselinou, jako je L-histidin, soli sodiku, sachar6zou a vapenatou
soli.

Tento vynalez se také tyka neionové povrchové aktivni latky, vyhodné zvolené z blokovych
kopolymerti, s vyhodou polyoxameru nebo polyoxyethylenu (20) esteru mastné kyseliny,
vyhodn& polysorbatu 20 nebo polysorbatu 80, jako stabiliztoru pro kompozici obsahujici
koagula¢ni faktor VIII.

Aminokyselina se pouZziva k pufrovani systému a také chréani protein v amorfni fazi. Vhodnym
pufrem miize byt L-histidin, lysin nebo arginin. L-Histidin se voli pfedevsim, protoZe dobra
pufrovaci kapacita L-histidinu je okolo pH 7.

Sacharéza nebo cukrovy alkohol se mohou také pfidat k ochrané proteinu.

Viapnik (nebo dvojmocné iony tohoto kovu) se miize piidavat ve form& chloridu vapenatého
(CaCly), ale mohou se pouZit i jiné soli, jako glukonat vépenaty, glubionat vapenaty nebo

gluceptat vapenaty, pokud je to nutné pro udrZeni spojeni faktoru VIII s t&zkym a lehkym
fet€zcem.

Hodnoty obsaZené v ptikladech ukazuji, Ze r—VIII SQ je stabilni po dobu nejmén& mésici, pokud
se skladuje za teploty 5 + 3 °C.

Dale uvedené ptiklady ilustruji vynalez a uvadgji hodnoty stability pro riizné prostfedky, které ve

viech ptipadech spadaji do rozsahu patentové ochrany. pfitom rozsah ochrany neni omezen na
tyto priklady.

Piehled obrizku na vykresech

Dale uvedené obr. jsou ilustraci vynalezu:

Obr.1 zobrazuje vysledek gelové filtradni vysoko Gginné kapalinové chromatografie
(HPLC—gelfiltration) slougeniny z ptikladu 10N, kterd byla skladovéna po dobu 5 mésich za
teploty 25 °C. ' '

Obr. 2 zobrazuje vysledek gelové filtraini vysoko (&inné kapalinové chromatografie slou¢eniny
z prikladu 10B, ktera byla skladovana po dobu 5 mésici za teploty 30 °C.

Ptiklady provedeni vynalezu

Experimentélni uidaje
Material a metody

Ptiprava rekombinantniho faktoru VIII SQ (r—VII SQ) se v podstaté provadi jak je popsano
v patentu WO 91/09 122, v ptikladech 1 aZ 3. DHFR deficiantni CHO bun&na linie (celline)
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(DG44N.Y.) se elektroporuje s expresnim vektorem obsahujicim r—VIII SQ gen a expresnim
vektorem obsahujicim gen dihydrofolat-reduktazy. Nésledujici selekce na kolonie prezivajici
v selektivnim prostfedi se zesili ristem v postupné zvySovaném mnoZstvi methotrexatu.
Supernatant z vyslednych kolonii se jednotliv& tfidi s ohledem, na aktivitu VIIL:C. vybere se
produkeni klon, ktery se postupn& adaptuje na ristovou suspenzi zbavenou séra v definovaném
prostfedi a nakonec se vyvine fermentadni proces pro velké méfitko. po urditych &asovych
obdobich se zachyti supernatant a nésledné &isti, jak je popsano dale.

Cisténé upravené prostredi se nastavi na hodnotu pH a aplikuje na kolonu napln&nou

S—Sepharose FF. Po promyti se eluuje faktor VIII pufrovaci soli, kter obsahuje 5 mmol chloridu
vépenatého.

Imunoadsorpce se provadi na imunoafinitni pryskyfici, kde ligandem je monoklonélni protilatka
(8A4) zamefené na faktor VI s t&zkym fetézcem. Pfed naplnénim kolony se S—eludt zpracuje
s 0,3 % TNBP a 1 % Octoxynolu 9.

Kolona se ekvilibruje, promyje a faktor VIII se eluuje pufrem, ktery obsahuje 0,05 mol chloridu
vapenatého a 50 % ethylenglykolu.

mAb-eluat se vnese na kolonu naplnénou Q-Sepharose FF a ekvilibruje elunim pufrem
v imunoafinitnim stupni. Po 4-milimolarnim chloridem vapenatym a 0,6-molarnim chloridem
sodnym pfi hodnot¢ pH 6,8.

Q-eluét se aplikuje na gelovou filtradni kolonu (Superdex 200 p.g.). Ekvilibracer a eluovéni se
provadi s formulaci, kterd obsahuje chlorid sodny, L-histidin, chlorid vapenaty a polysorbét 80.

Vrcholné mnoZstvi proteinu se zachyti a roztok se formuluje pred lyofilizaci.

Aktivita VIII:C a koncentrace neaktivnich slozek se upravi ziedénim vhodnym pufrem. Roztok
se potom sterilné filtruje (0,22 pm), rozdéli a lyofilizuje. Vzorky z kazdé kompozice se vymrazi

a skladuji za teploty —70 °C. tyto vzorky se nechaji rozmrznout a pouZiji jako referenéni béhem
zkousky VIII:C.

Koagulacni aktivita VIII:C se stanovuje chromogenni substratovou zkouskou (Coatest Factor
VI, Chromogenix AB, MélIndal, Svédsko). Aktivovany faktor X (Xa) se tvofi cestou s vnitini
drahou, kde faktor VIIL:C pusobi jako kofaktor. Faktor Xa se potom stanovi za pouiti
syntetického chromogenniho substratu S-2222 v pfitomnosti inhibitoru thrombinu I-2581, aby se
zabranilo hydrolyze substratu thrombinem. Reakce se zastavi ptidavkem kyseliny a VIII:C, ktery
Je v proporciondlnim mnoZstvi k uvoln&nému p-nitroanilinu (pNA), se stanovi fotometricky pfi
vinové délce 450 nm proti slepému pokusu s reaknimi &inidly. Jednotka faktoru VIII:C se
vyjadfuje v mezinarodnich jednotkach (IU), jak jsou definovany sou¢asnym mezinirodnim
koncentratovym standardem (IS) zaloZenym Mezinarodni zdravotnickou organizaci (WHO).

Vytézek (znovuziskani) VIII:C je ve viech pripadech vypodten jako procento  VII:C
v rekonstituovaném roztoku délené VIILC ve vymraZeném stavu a rozmrazeném roztoku
z lyofilizovaného produktu, s pfislu¥nou pravou fedénim.

Rozpustné agregity se stanovuji gelovou filtraci. Kolona naplnéni Superdex 200 HR 10/30
(Pharmacia) se pouZije s fluorescenénim detektorem (exitace pfi vinové délce 280 nm, emisi
vlnové délka 340 mn). Rekonstituovany prostfedek se analyzuje. Ohodnoceni vysledki po gelové
filtraci se provadi vizualnim hodnocenim chromatografii nebo intergraci ploch piki, pokud se
zZjisti agregaty. '

Vytézek po lyofilizaci se vidy vyjadiuje v procentech z hodnoty ve zmrazeném stavu.
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Procenta, kterd se tykaji mnoZstvi slozky vkompozici, jsou vzdy uvadéna jako procenta
hmotnostni na jednotku objemu, neboli procenta hmotnostné objemova.

Priklad 1

Porovnani mezi albuminem a neionovou povrchove aktivni latkou

Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zpisobem popsanym pod experiméntélnimi idaji.
2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstruuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce.
Pracuje se s témito kompozicemi:

1A 1B 1C 1D

L-Histidin, mmol 50 50 50 50
Chlorid sodny, mol 06 06 0,6 0,6
Chlorid vapenaty, mmol 4 4 4 4
Polysorbat 80, % - - 0,02 -
Polyethylenglykol—4000, % 0,1 0,1 - -
Albumin, % - 1 - 1
VIII:C, davka mezinarodnich jednotek na ml 250 250 250 250
Vytézek, mezinarodnich jednotek na ml po rekonstituci 83 197 232 222

Tento ptiklad ukazuje, Ze nejsou rozdily ve vyt&zku (znovuziskani) faktoru VII:C, pokud se
pouzije neionova povrchové aktivni latka nebo albumin.

Ptiklad 2

Porovnani mezi neionovymi povrchové aktivnimi latkami o riizné sile

Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi Gdaji.
2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstituuji v objemu 2 ml sterilni vody pro injekce.

Pracuje se s témito kompozicemi:

2A 2B 2C
L-Histidin, L-glutamat ekvimolarni mnoZzstvi mg/ml 10 10 10
Chlorid sodny, % 2 2 2
Chlorid vapenaty, mg/ml 0,1 0,1 0,1
Polysorbat 80, % : - 0,001 0,01
VII:C, davka mezinarodnich jednotek na ml 300 300 300
Vytézek, mezinarodnich jednotek na mi po rekonstituci
Pocatecni 69 133 228
3,5 hodiny’ 43 140 222
7 hodin’ 49 133 204

skladovano jako rekonstituovany roztok za teploty mistnosti

Zde se jasn& ukazuje prekvapivé dobry stabilizadni i¢inek na faktor VIII, pokud se pouZije
neionova povrchové aktivni latka.
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Priklad 3
Zmény koncentrace neionové povrchové aktivni latky
Rekombinantni faktor VIII se pipravi zptisobem popsanym pod experimentalnimi idaji.

2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstituuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce.

3A 3B 3C 3D 3E
L-Histidin, mmol 50 50 50 50 50
Chlorid sodny, mol 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Chlorid vapenaty, mmol 4 4 4 4 4
Polysorbat 80, % 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Vytézek po rekonstituci, % 91 90 93 99 100

10

Vysledky tohoto pokusu ukazuji, 7¢ vytszek faktoru VII (VIII:C) je velmi vysoky po
rekonstituci a dobry pro vSechny koncentrace pouzitého polysorbatu 80.

15 Priklad 4
Zmény koncentrace chloridu sodného

Rekombinantni faktor VIII se p¥ipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi Gdaji.

20
2ml roztoku se lyofilizuji, skladuji za rozdilnych teplot po dobu a% do 6 mésici poté
rekonstituuji v objemu 5 m! sterilni vody pro injekce.

4A 4B
L-Histidin, mmol 50 50
Chlorid sodny, mol 0,3 0,6
Chlorid vapenaty, mmol 4 4
Polyethylenglykol-4000, % 0,1 0,1
Polysorbér 80, % 0,025 0,025
Vytézek, %, potatetni skladovéno pfi 8 °C 85 86
3 mésice 88 87
4 mésice 87 83
6 mésich 87 83
skladovano pfi 25 °C 1 mésic 92 93
3 mésice 87 79
4 mésice 84 81
6 mésicl 85 85
skladovéno pfi 37 °C 1 mésic 88 90
3 mésice 80 80
4 mésice 80 77
6 mésici 81 80
skladovano pfi 50 °C 1 mésic 84 89
3 mésice 77 77
4 mésice 73 70

25 0,3 nebo 0,6 mol chloridu sodného se projevuje velmi dobrou stabilitou. Oba prostfedky jsou
stabiolni po dobu 6mésici za teploty 37 °C.
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Priklad 5
Zmény koncentrace L-histidinu
Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zpiisobem popsanym pod experimentalnimi idaji.

2,2 ml roztoku se lyofilizuje, skladuje za rozdilnych teplot po dobu az do 3 mésici a poté
rekonstituuje v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce.

5A 5B

L-Histidin, mmol 46 59
Chlorid sodny, mol 0,31 0,31
Chlorid vapenaty, mmol 3,7 3,7
Polyethylenglykol-4000, % 0,091 0,091
Polysorbét 80, % 0,364 0,364
Vytézek, %
skladovano pfi 8 °C pocatek 78 84

3 mésice 70 76
skladovano pfi 25 °C 1 mésic

3 mésice 69 74
skladovano pii 37 °C 1 mésic 76 85

3 mésice 61 48
skladovéno pfi 50 °C 1 mésic 60 73

3 mésice 44 48

Tento piklad ukazuje, Ze pouZita rozdilna mnoZstvi L-histidinu nemaji vliv na stabilitu.

Piiklad 6

Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi udaji.

6A 6B
L-Histidin, mmol 65 65
Chlorid sodny, mol 0,3 0,3
Chlorid vapenaty, mmol 4 4
Polyethylenglykol-4000, % 0 0,1
Tween 80, % 0,025 0,025

Tyto roztoky se lyofilizuji a rozmrazi jednou, pétkrét a desetkrat a dojde se k témto vyt€zkim:

6A 6B

TU/ml TU/ml
studeny 298 291
1 zmrazeni 293 293
5 zmrazeni 295 295
10 zmrazeni 290 288

Tyto studie ukazuji, ze VIII:C je stabilni po opakovéni cykli lyofilizace a rozmrazovani, a dale
%e polyethylenglykol-4000, o kterém se predpoklada, Ze pusobi jako kryoprotektivni ¢inidlo,
neni nezbytny v tomto prostfedku. :
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Priklad 7

Zmény hodnoty pH

Rekombinantni faktor VIII se ptipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi Gdaji.
2,2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstruuji v objemu 5 m! sterilni vody pro injekce.

TA 7B 7C 7D

L—-Histidin, mmol 65 65 65 65
Chlorid sodny, mol 0,3 0,3 0,3 0,3
Chlorid vapenaty, mmol 4 4 4 4
Polysorbat 80, % 0,025 0,025 0,025 0,025
Hodnota pH 6,0 6,5 7,0 7,5
Vytézek, %, poatek 74 70 78 79
3 hodiny’ 73 80 78 77

skladovano jako rekonstituovany roztok za teploty mistnosti
Tento piklad ukazuje, Ze hodnota pH nemé signafikantni diileZitost priblizn& od hodnoty 6,0 do
7,5.
Priklad 8
Pridavek sachardzy
Rekombinantni faktor VIII se pFipravi zpisobem popsanym pod experimentalnimi udaji.

2,2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstruuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce.

8A 8B
L~Histidin, mmol 58 20,5
Chlorid sodny, mol 0,3 0,3
Chlorid vapenaty, mmol 3,7 3,7
Sachardza, mmol 0 13,3
Polysorbiat 80, % 0,025 0,025

Sacharéza se ptidavé k roztoku B po kone&ném &isticim stupni ped lyofilizaci.

VytZek po lyofilizaci &ini 76 % pro A a 87 % pro B. Stejna aktivita se zjisti 4 hodiny po
rekonstituci, pfi skladovéni za teploty mistnosti. ‘

Tato studie ukazuje, Ze pridavek sacharézy je ptiznivy pro vytézek VIIL:C po lyofilizaci.

Priklad 9
Zméeny vapenaté soli
Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zpiisobem popsanym pod experimentélnimi udaji.

2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstituuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce.

-10-
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9A 9B 9C 9D
L—Histidin, mmol 23 23 23 23
Chlorid sodny, mol 0,34 0,34 0,34 0,34
Chlorid vapenaty, mmol 4 4 0,15 0,15
Polysorbat 80, % 0,025 0,025 0,025 0,025
Sachardza, mmol - 10 - 10
Glukonat vapenaty, mmol 0 0 6 6
Vytézek, %, potatecni 63 74 74 78
4 hodiny’ 60 73 73 77

skladovéno jako rekonstituovany roztok za teploty mistnosti

Tento pokus ukazuje, Ze chlorid vapenaty se miZe nahradit glukonatem véapenatym.

Priklad 10
Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi udaji.
2,2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstituuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce. Obsah

VILC na lékovku v rekonstituovaném prostfedku odpovidé pfiblizné 1000 mezindrodnim
jednotkam.

10A 10B
L-Histidin, mmol 14,7 58
Chlorid sodny, mol 0,31 0,31
Chlorid vépenaty, mmol 3,7 3,7
Sachardza, mmol 19,9 -
Polysorbat 80, % 0,025 0,025
Vytézek, mezinarodnich jednotek na ml po rekonstrukei
Pogatecni 213 198
4 hodiny, 25 °C 213 198
24 hodin, 25 °C 201 182
Vytézek, %
Pogateni 92 91
5 mésici, pri 25 °C 88 -
5 mésict, pfi 30 °C 76 85
12 mésict, pii 7 °C 89 97

VytéZek je dobry, pokud se &ast L-histidinu nahradi sachar6zou.

Tyto prostiedky se studuji za pouZiti gelové filtrace po skladovéni behem 5 mésich za teploty
25 a 30 °C a vysledky jsou uvedeny na obr. 1 a 2. Je vidét pouze pik pti hodnoté 42, co ukazuje
na faktor VIII:C a pik pti hodnot& 70, co odpovida histidinu. Agregaty se maji nachazet dfive nez
je hodnota 40. Z obr. 1 miiZe byt ziejmé, Ze Zadné detekovatelné mnoZstvi agregatii se nenajde po
skladovani béhem 5 mésict za teploty 25 °C pro létku z piikladu 10A. Obr. 2 ukazuje na mala
mno¥stvi agregatil, které je mensi nez 2 %, po skladovani béhem 5 mésici za teploty 30 °C pro
latku z piikladu 10B.

Priklad 11

Rekombinantni faktor VIII se pfipravi zpisobem popsanym pod experimentalnimi udaji.

-it-
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2,2 ml roztoku se lyofilizuji a poté rekonstruuji v objemu 5 ml sterilni vody pro injekce. Obsah
VIIL:C na lékovku v rekonstituovaném prosttedku &ini priblizng 500 mezindrodnich jednotek.

11A 11B
L-Histidin, mmol 14,7 58
Chlorid sodny, mol 0,31 0,31
Chlorid vapenaty, mmol 3,7 3,7
Sachar6za, mmol 19,9 -
Polysorbat 80, % 0,025 0,025
Vytézek, mezinarodnich jednotek na ml po rekonstrukei
Pocate¢ni 98 105
4 hodiny, pfi 25 °C 96 103
24 hodin, pfi 25 °C 93 101
Vytézek, %
Pocatedni _ 91 93
skladovano pfi 25 °C, 5 mésict 89 87
skladovano pfi 30 °C, 5 mésich 76 79
skladovéno pfi 7 °C, 12 mésici 88 89

Oba prostfedky ukazuji dobrou stabilitu. Tyto prostfedky se studuji gelovou filtraci a vysledky
jsou podobné jako je uvedeno na obr. 1 a 2.

Nedochézi k zadné agregaci, pokud se prostfedky skladuji po dobu 5 mésici za teploty
25a30°C.

Priklad 12
Rekombinantni faktor VIII se p¥ipravi zplisobem popsanym pod experimentalnimi Gdaji.
2 ml roztoku se lyofilizuji, skladuji za rozdilnych teplot a% po dobu 3 mésict a poté rekonstituuji

v objemu 4 ml sterilni vody pro injekce. Obsah VII:C na lékovku v rekonstituovaném prostfedku
¢ini pfiblizné 500 mezinarodnich jednotek.

12A 12B
Mannitol, mg/ml 20 20
L-Histidin, mg/ml 2,67 2,67
Chlorid sodny, mg/ml 18 18
Chlorid vapenaty, mmol 3,7 3,7
Polysorbat 80, % 0,23 0,23
Vytézek, %
Pocatecni 91 93
skladovano pfi 7 °C, 12 mésict 90 85

Pfijatelné stability se dosahne po skladovéani b&hem 5 mé&sici za teploty 7 °C.

-12-
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice stabilni pfi skladovéni, obsahujici koagulaéni faktor VII[ a neiontovou
povrchové aktivni latku, kterd je ve vodném roztoku, popfipadé lyofilizované a rekonstituo-
vatelnd vodou na vodny roztok, vyznadujici se tim, Ze koagulaini faktor VI je
rekombinantni, se specifickou aktivitou v&t3i nez 2 000 mezinarodnich jednotek na mg proteinu
a neiontova povrchové aktivni latka je obsaZena v mnozstvi odpovidajicim alespoii 0,01 mg na
ml vodného roztoku, a kompozice obsahuje dale chlorid sodny nebo draselny v mnoZstvi
odpovidajicim vice nez 0,1 mol na ml vodného roztoku a L-histidin v mnoZstvi odpovidajicim
vice nez 1 mmol na ml vodného roztoku, pfitemZ kompozice je prosta albuminu.

2. Kompozice podle naroku 1,vyzna&ujici se tim, Ze specificka aktivita faktoru VIII
je vétsi nez 5 000 mezinarodnich jednotek na mg proteinu.

3. Kompozice podle nékterého zndroki 1 a2, vyzna&ujici se tim,Ze v ni obsaZeny
faktor VIII je plné délky nebo je derivatem rekombinantniho faktoru VIII upravenym deleci.

4. Kompozice podle ngkterého znaroki 1 az 3, vyzna&ujici se tim, Ze mnoistvi
faktoru VIII je 10 a% 100 000 mezinrodnich jednotek na ml vodného roztoku, vyhodn& 50 az
10 000 mezinarodnich jednotek na ml vodného roztoku.

5. Kompozice podle nékterého znérokd 1 az 4, vyznaéujici se tim, Ze neiontova
povrchové aktivni latka je obsazena v mnoZstvi nad kritickou koncentraci micel.

6. Kompozice podle n&kterého z narokdi 1 a2 5, vyznaé&ujici se tim, Ze neiontova
povrchové aktivni latka je zvolena z polyoxyethylen (20) esterii mastné kyseliny, vyhodné je b}
polysorbat 20 nebo polysorbat 80.

7. Kompozice podle nékterého znarokli 1 az 5, vyzna&ujici se tim, Ze neiontovd
povrchové aktivni latka je zvolena z blokovych kopolymerd, vyhodné je ji poloxamer.

8. Kompozice podle n&kterého z narokdi 1 az 7, vyzna&ujici se tim, Ze dile obsahuje
vapenatou sil, jako je chlorid vépenaty nebo glukondt vapenaty, vyhodné v mnozstvi
odpovidajicim vice neZz 0,1 mol na ml vodného roztoku.

9. Kompozice podle n&kterého z ndrokdi 1 a28,vyznadujici se tim,Zedale obsahuje
monosacharidy nebo disacharidy, vyhodn& sacharézu nebo cukrové alkoholy, v mnozstvi
odpovidajicim 1 aZ 300 mg na ml vodného roztoku.

10. Kompozice podle nékterého z naroki 1 az9,vyznadujici se tim,Ze dale obsahuje
L-histidin v mnoZstvi odpovidajicim vice nez 1 mmol na ml vodného roztoku a sachardzu
v mnozstvi odpovidajicim 1 az 300 mg na ml vodného roztoku.

11. Kompozice podle nékterého znrokdt 8 az 10, vyznadujici se tim, Ze pomér
chloridu sodného k L-histidinu je v kompozici vy3i neZ 1:1, uvedeno hmotnostné.

12. Kompozice podle naroku 8,vyznad&ujici se tim, Ze obsahuje

i) 10 az 100 000 mezindrodnich jednotek rekombinantniho faktoru VII v mnoZstvi
odpovidajicim ml vodného roztoku,

-13-
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i) alespori 0,01 mg polyoxyethylen (20) esteru mastné kyseliny v mnoZstvi odpovidajicim ml
vodného roztoku,

iii) chlorid sodny, v mnoZstvi odpovidajicim vice nez 0,1 mol na ml vodného roztoku,

iv) vépenatou sil, jako je chlorid vapenaty nebo glukonat vapenaty, vyhodné v mnoZstvi
odpovidajicim vice nez 0,5 mmol na ml vodného roztoku a

v) L-histidin, v mnoZstvi odpovidajicim vice nez 1 mmol na ml vodného roztoku.

13. Kompozice podle n&kterého z nérokii 1 a% 12, vyznaéu jici se tim, Ze je vsuché
forms.

14. Kompozice podle néroku 13, vyzna&ujici se tim , 2¢ je v lyofilizované formé.

15. Zpiisob vyroby kompozice podle naroku 1, v yznacdujici se tim, Ze v nepfitomnosti
albuminu se koagula&ni faktor VIII uvadi michanim do styku s neiontovou povrchové aktivni

latkou ve vodném roztoku v ptitomnosti chloridu sodného nebo draselného a L-histidinu jako
pufru.

16. Zpisob podle naroku 15, vyzna&ujici se tim, e zahrnuje smichani uvedeného
faktoru VIII s L-histidinem, chloridem sodnym, sacharézou a vapenatou soli.

17. Zplisob podle nkterého znaroki 15 a 16, vyznadlujici se tim, Ze zahrnuje

smichini uvedeného faktoru VIII s neiontovou povrchové aktivni latkou, L-histidinem,

chloridem sodnym, sacharézou a vapenatou soli za vzniku produktu, ktery se dale podrobi
lyofilizaci.

1 vykres
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