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Reseni popisuje kapalny interferonovy pripra-
vek s pH mezi 4,0 a 7,2. Pripravek obsahuje
interferon-beta  a  stabilizuyjici  ¢inidle v
mnozstvi mezi 0,3 % a 5 % hmotn., kterym je
aminokyselina vybrana ze skupiny obsahujici
kysele aminokyseliny, arginin a glycin. Pokud
je treba, prida se sal pro dosazeni dostateénc
tontové sily. Kapalny pripravek nebyl predtim
lyofilizovan ani kavitovan. Pripravek je vyhod-
né obsazen v nadobcee, klera ma alespon jeden
povrch, ktery je v kontaktu s kapalinou, pota-
Zeny materialem inertnim k adsorpci interfe-
ronu-beta. Dale se popisuje souprava pro pa-
renteralni podavani kapalného interferonoveé-
ho pripravku a zpusob stabilizace kapalného
interferonového pripravku.
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Stabilizovany kapalny pripravek obsahujici interferon
Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zpusobn stabilizace
lidského interfercnu-beta a stabilizovanych kapalnych

piipravkd obsahujicich interferon-beta.

Dosavadnl stav techniky

Interfercny Jsou proteiny maijicl fadu bioclogickych

ucinkn, z nichiZ nékteréd Jjsou antivirove, imuncmodulalni

a antiproliferativni. Jsou to relativng malé, druhove
speciflcké, Jednofetézcové polypeptidy, které se vytvafejil
v savCl bunce jako cdpoved na expozicl k mnohym induktorum

1.

UK

jako Jsou napf. viry, polypeptidy, mitcgeny a  dal
interferony ochranuji tkéné a bunky savce protl napadeni
virem a predstavuji duleZzity obranny mechanismus hostitele,
Ve v&t{5iné pripadl interferony poskytujl lep3i ochranu bunkam
a tkénim, ze kterych pochézejl, nei Jinym typlim bunék

a tkani, coi ukazuje na to, Ze interfercony lidskénho puvedu by

8]

mély Dyt mneohem ulinnéjsi pfl léZenl lidskych nemeccl nel
interferony z jinych druhu.

Existuje nékolik rozdilnych typlt lidskych interfercnu,
obecné klasifikovanych Jjako leukocytovy (interferon-alfa),
Ifibroblastovy (interferon-beta) & imunitni (interferon-gama),
a velky pofet jejich variant. Obecnou diskusi o interferonech
lze najit v mnohych ucebnicich a2 monografiich jako napf?. "The
Interferon System" (W. E. Stewart, II, Springer-Verlag, N.Y.

1879) a "Interferon Therapy" (World Health Organizaticon



Technical Reports Series 676, World Health Organization,
Geneva 1982), na které se timto cdkazujeme.

Zpusob podavéani interferonu Je duleZitym faktorem
v klinické aplikaci tohoto duleZiitého terapeutickeho agens.
Systémové podavani interfercnu budte intravendozni nebo
intramuskularni ¢&i subkuténni injekci byleo nejcastéjl uZivanc
do Jisté miry s lécebnym Uspéchem u nemoci jako leukémle
z vlasatych bunék (leukemickd retikulcendotelidza), syndrom
ziskané imunodeficience (AIDS) a souviseJicl Kaposiho sarkom.
AvEak Je znaédmo, Ze proteiny ve své purifikované podobé& jsou
zvla&té nachylneé k degradaci. Pro interferon-beta je
primérnim mechanismemn degradace v roztoku agregace
a deamidace. Nedostate&n& stabilita interferonu v roztoku
i jeho dalSich produktd vyrazznéd cmezuje moincstl vyuiltl.

Farmaceutické interfercnové pfipravky pro klinicxe
pouziti chvykle chsahulil interteronv v lyvcfilizovans

(tj. mrazové dehydratovane) pcdebe ve spojenl se sloZitymd

-tory,

1

n1li
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crganickyml excipienty pomccnviml latkemi) a st

rivni Finidla
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(ty. surfaktanty), ruzné cukry, organické polyoly a/nebo
lidsky sérovy albumin. Nevvhodou lyofilizovanych preparatu je
to, Ze wyZaduji sloZité bhaleni, nebot Jje treba oddélené
dodavat sterilni vodu pro injekce. Kromé toho lyofilizované
preparaty vyZadujil znacnou manipulaci pred vlastnim pcuZitim,
coZz zvysule riziko nechténeho pichnuti se jehlou <1 upadnuti
nékteré sloZky na zem, coZ Jje zejména problematické u té
Casti paclenty, ktera jevi svalovou ochablest a Spatnou
roordinaci, Jako jscu napf. lidé s roztrouvSenou mozkomlsni
sklerdzou (MS). Pacienti s MS by si mohli saml podavat
interferon, takife dostupnost takové lékové formy, kterd by

se podavala mnohem snadnéji neZ soucasné lyocfilizované
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ptipravky, 7je velmi potfebna, aby nebyla nutna rekonstituce,
kterd je nezbytna, kdyZ se pouZivd lyocfilizovany preparat.
Kapalné, nelyofilizovane pripravky obsahujici
interferony mohou také obsahovat komplexni nosiCe Jako je
lidsky sérovy albumin, polyoly, cukry a aniontova povrchové
aktivnl stabilizujici &inidla. Viz napf. WO 89/10756 (Hara et

al., obsahujici polyol a p-hydroxybenzoat).

Shrnuti vynalezu

Predkladany vynalez resi vy3e uvedeny prcoblém tim, Ze

[§N 1]

zjistil, Ze lidsky interfercn-beta se miZe stabilizovat, kdy

e

se umisti do pufrovanéhs roztoku s pH mezi 4 a 7,2, plicem
roztok obsahuje aminckyseliny Jako stabllizujici <inidla
a v nékterych pfipadech taxé  sul (pokud  aminokyselina
neobsahuje nabity postranni Ffetézec. Interferon-beta nenil
lyofilizovan, ale Jjakmile se Jjednou pfipravi zpuscbem
odbornikovi znamym, stane se pPimo souléstl pripravku podle

pfedkléadanéhe vynalezu.

TndiZ  prvnim  zszpektem  pFedkladanéhc vynalozu Je
kavalny pripravekr c¢hszhuiici  interferon a stabilizujicd
idle v mnofstvio omezi 0,3%  a 0,5 (hmot.), coZ je
aminokyselina vybrana Ze skupiny obsahujici kyselé

aminokyseliny, arcginin a glycin. Kapalny pripravek se pred
tim nelyofilizoval. AvSak je vvhodné, kdyZ kapalny pripravek
je obsaZen (uzavien) v nadcbce Jjako Je napf. 1njekdnl
stfikacka, pric¢emZ tato nadchbka m& povrch, ktery Je
v kontaktu s kapalnym piipravkem, potaZeny materidlem, ktery
je  inertni k interferonu Jak j&  napft. silikon nebo

obsahuje 1interferon-

F¢
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polytetrafluoretylen. Vvhodny p
beta, nebc rekombinantnéd pfipraveny interferon, v pufru,
ktery méd pH mezi 4,2 a 7,2. X dal3im pfipravkum podle

pfedklédaného vynélezu patfl:
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1) 20 mM acetatovy pufr s pH 5,0, ktery nebyl pfedtim
lyofilizovdn a ktery obsahuje interferon-beta a dalsi sloZky
vybrané z a) 150 mM arginin-HC1l, b} 100 mM chlorid sodny a 70
mM glycin, <) 150 mM arginin-HCl a 15 mg/ml lidsky sérovy
albumin, d) 150 mM arginin-HCl a 0,1 % Pluronic F-68, e) 140
mM chlorid sodny, ) 140 mM chlorid sodny a 15 mg/ml lidsky
sérovy albumin, a g) 140 mM chlorid sodny a 0,12% Pluronic F-
68,

2) Kapalina s pH 5,0 obsahujici interferon-beta, 170
M L-glutamovou kyselinu a 150 mM hydroxid sodny, ktera
nebyla prfedtim lyofilizovéna,

3) 20 mM fosfatovy pufr s pH 7,2, ktery nebyl pfedtim
lyofilizovan, a ktery obszhuje interferon-beta a sloiky
vybrané z a) 140 mM arginin-HCl, b) 15 100 mM chlorid scdny a
70 mM glycin.

Dalsim provedenim pfedkladdaného vynalezu je souprava

pro parenteralni podavani Kapalného interferonového
pfipravku. Souprava obsahuje nédobku chsahujici kapalny
pfigravex DpH  mez 1 & &, prficZemiZ kxapalina chsahuje
farmaceuticky ulinnég mnoistvi interferconu-beta, ktery nebyl

pred Tim  lyofilizovéan, a aminokyselinové stabilizujici
Cinidlo v mnoistvi 5 % (hmot.) nebo ménd, a navod k poufiti.
Dalsim provedenim pfedkladaného vynalezu je kapalny
farmaceuticky piigravek vhodny pro parenteralni podavani
savcl, obsahujici v podstaté G¢inné mnoistvi interferonu-
beta, ktery nebyl pred tim lyofilizovén, v pufru udriujicim
pH v rozmezi 4,0 a Z 6,0, a aminokyselinové stabilizujici
cinidlo wve vhodne lontové sile. FPripravek je obsaZen
v zasobnl nadobce jako je napf. injek&ni stfikacdka. Vyhodnd
zasobni  nadobka postradd rozhrani kapaliny a prostfedi
cbsahujiciho kyslik (j. interferoncvy roztek neni vystaven

puscbeni plynu  chsahujiciho kyslik v prubénu pfipravy

L
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a skladovéni). Interferon-reta 51 v podstaté uchovava

antivirovou uc¢innost béhem skladovéni pfl teploté mezi 2 °C
a 25 °C po dobu nejméné 3 mésicu.

Zpusob podle pfedkladaného vynalezu pro stabilizaci
interferonu-beta v kapalném farmaceutickém pfipravku, takiZe
si v podstaté uchovédvd fyzickou stabilitu béhem skladovani
pfli teploté mezi 2 °C a 25 °C po dobu alespoii 3 mésicnh
spociva v tom, Ze se smicha: a) udinné mnoZstvi interferonu-
beta, b) pufr udrZujici hodnotu pH v rozmezi 4,0 aZ 7,2 pri
vhodné ilontové sile, a <¢) aminokyselinové stabilizujici
¢inidlo, pricemZ kapalina nebyla pfedtim 1lyofilizovéana
a nebyla wvystavena plynu cobsahujicimu kyslik v prubéhu
pifipravy a skladovéni,

Kapalné pripravky podle pfedkléddaného vynalezu majl ve
srovnanl s lycofilizovanymi ptipravky mnoho vyhod. ¥ témto
vyhodam patfi: I} mensi injekéni objem nutny pro kapalny

pfipravek zpusobl  mengi nepohodli nez velky  objem,

II) nahrada xerplexnich exclplentu jednoduchymi
aminokyselinami umeiflucje lépe monitorcovat kvalitu kenednych

produktu, I1II) baleni Je velml zjednodueno diky eliminaci
potreby coddélene zisoby wody pre injekci (WFI) a samostatnou
stfikackue a wvialku, 1IV) déavkevacl presnost se mufe zlepSit
diky tomy, e se kapalina prenasi vV méne krocich,
a V) bezpelnost produktu Je zlepSena, protoZe Jednoduisi
podavanl sniZuje riziko popichéni jehlou a upudténi soucasti
pri pripravé injekce.

Tudiz predmétem pfedkladaného vyndlezu je poskytnout
biologicky uCinny stabilni interfercnovy pripravek pro
injek&ni pouZiti.

Dalsi predmét predkléadaného vynalezu poskytuje
cripravek, ktery nevyiaduje ©pfedcheozi 1yofilizaci 1é¢&iva

cksahujiciho interferon-keta.
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Dalsim pfedmétem pfedklidaného vynalezu je zabranit

ztrété Ucinnosti kapalného pfipravku s interferonem-beta tim,

[=l¢

e se a) =zabranl kavitacl a/nebo vytvofenl prostoru nad
ptipravkem v prubéhu pfipravy kapalného prfipravku, nebo
b} uskladni kapalny pfipravek a prostorem nad pripravkem,
ktery obsahuje inertni plyn jako je argon nebo dusik.

Jedté daldim pfedmétem vyndlezu Jje poskytnout kapalny
pripravek, ktery umoZnuje uskladnéni po dlcuhou dobu
v kapalném stavu usnadiujicim skladovanl a prepravu pred
podanin.

Dal%i pfedmét wvynadlezu poskytuje kapalny pfipravek.
ktery se snadno pfipravuje a podava, nebotf se eliminuje kKrok
jeho lyofilizace a rekenstituce.

Dalsim pfedmétem pfedhlédangho wvynalezu Je pouiitl
jednoduchych aminoxyselin pro Jako alternativnich
stabilizatorl vedle vieobecné uiivaneho gérového albuminug,
coZ usnadniuje monltorovanl kvality produktu.

rmaceuticky

ol

A jesté dalsl pfedmet vynalezu poskytuje f
pilpravek, klery obsahuje nelyvollllecovany interferon-beta,
a ktery Je meiné vyrabét s mendimi naklady.

Dal&i vyhedy wpfedrléddaného vynalezu Jjsou uvedeny
v podrobném popisu vynraleza v nidsledujicim textu nebo budou
poznany v pfi  praktickém provadénl vynalezu. Doprovodne
cbrazky, které jsou pfiloieny, tvefi soucédst poplsu vynéalezu

a spolecné s popisem slouZil k vysvétlenl principu vynalezu.

Struény popis obréazku

Obr. 1. je graf ukazujici procento  monomeri
interferonu-beta, které zustane v kapaliné volné vystavene

jako funkce procenta v kapziiné rozpusténého kysliku.
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Cbr. 2 Jde graf ukazujicl koncentraci proteinu

v procentech normalizovancu vzhledem k vychozimu materidlu
v zavislostl na Case pro kapalny pripravek BGS9589-1. Vzorky
oznadené "4°C" (plné Ctverecky) byly inkubovény pfi teploté
mezi 2 a 8 °C. Ostatnl vzorky byly inkubovany prfi 25 °C (plné
krouzky), 33 °C {plné trojuhelniky) a 40 °C (plné
kcsocCtverce) .

Obr. 3 Je graf ukazujici xoncentraci proteinu
v procentech normalizovanocu wvzhledem k vychozimu materialu
v z&vislosti na Case pro kepalny pfipravek BG9589-3. Vzorky
oznacené "4°C" (plné Ctverecky) byly inkubovany pfl teploté
mezi 2 a 8 °C. Ostatni vzorky byly inkubovény pfi 25 °C (plné

krouZky), 33  °C  (plné trojdhelniky) a 40 °C  (plné
t

Podrcbny popis vynalezu

Predkladany wvynélez ©pfekonava problémy a nevyhody

[§0

spojens s soucasnyml  strategleml a projekly a poskytuie
Jednceduchy  zpuscob  stabllizace interfercnu  a  jednoduchy

interferoncvy pficraver se zvyienou skladcovaci kapacit

e}

u.
vynalez je zalcZen zCasti rna nadich zji&ténich, Ze:

a) interfercn-beta Je 2zv1&&té nestabilni a agreguje,
pokud pfijde do rontaktu s kysliken budto aktivné
probublavanym kapalinou nebo pfi statickém kontaktu, kdyZ e
kyslik v prostoru nad pfipravkem (Celnim prostoru) v nadobég,

b) kapalné pfipravky s interfercnem-beta postradajici
nosic¢ jako je lidsky sérovy albumin jsou zv1adté nachylné
k adsorpci (tj. budto chemickou reakci nebo fyzikalni vazbou)
k povrchu skla,

c} interfercn-beta agreguje pri nizke lontove sile,

pro stabilitu v kapalneée fazi vyiaduje lontové prostfedi.

rt-(




Vynélez se proto tyxa :zpuscbu stabllizace lidského
interfercnu-bets, kterym se zabrani uvedenym nevyhodéam,
a vysledného kapalného pripravku stabilizovaného interferonu-

beta.

A. Definice
1

O
—

Termin "pufr" oznacuje roztoky slabych kyselin a s

[

Z

[a1]

obsahujici anionty kyselinv, nebo roztoki slabych b
a jejich soli. Termin '"acetdt" konkrétné pouiity v této
souvisleosti v tomto popisu (viz také tabulka 1) se tyka
pufrovaciho systému  vyhcedné  cbsahujiciho acetat sodny
a kyselinu octoveu a termin "fosfat" se tyka pufrovaciho

drogenfosforecnanu

‘<I

systému vyhodné cbsahujicino heptahydrét h
sodneho a meonohydrat dihvdrogenfosoforecnanu sodného. Aviak
roztoky v ulce II <chsaruiici aminokyseliny, adckoliv
konvenéné nejsou povaiZovany za pufry ve smyslu, Jjak je tento
termin v oboru uZivan, v tomio peplsu patfl dle definice do
pojmu pufr

"
ermin X

T

Termin Mstabilizujici <¢inidlo" se tyka Jjakéhokoliv
exciplentu, ktery zlepfuje nebo néjak zvy&uje stabilitu.
Termin "stabilita” m& nutné funkéni definici a znamené

innosti inerferonu

)¢

relativni casovou stélost antivirové 0
a/nebo stalost jeho struktury.

Termin "kavitovany" se tyka jakéhokoliv
interfercnovéhe pripravku, ktery v dasledku zmén tlaku nebo
tfepani umoZnil kontakt s bublinami obsahujicim kyslik (napf.
vzduch) prfinejmen3im po dobu pfipravy nebo skladovani. Termin

1 v

ravitace také Zhanena, Ze rozhrani kysiik  c¢bsahujici




plyn/kapalina se vytvolilo v urcéitém bodé v prubéhu pfipravy,
skladovéani nebo pouZiti u kapalného interferonového
pripravku. Termin " kavitovany" také znamend, Ze hladina
rozpuSténého kysliku v kapalném interferonovém pfipravku
presahuje pribliZné 10 % hodnoty atmosférické rovnovahy pfi
teploté ktera je typickd v prubéhu pfipravy a skladovéani.

Termin '"parenteralni" zde zahrnuje zpUsoby podavéani
subkutanni, intravendzni, intramuskulédrni, intrasternalni,
intraperiotonedlni, oftalmickou nebo intraspinalni injekci
nebo infuzemi.

Temin "farmaceuticky pfijatelna sul" Zniamena

w

Jakoukoliv organickcou nebo organickou adiéni sul, kterd de
relativné netoxickd a neSkcdna pro pacienta v cdpovidajicich
ucinnych keoncentracich, pfi  kteryeh vedleidi udinky soli
nerusl prospésné uéinky interfercnu.

"UZinné mnoifstvi™ slouceniny je takové mnoZstvi, které
poskytuje vysledek nepo pfekonadvd vliv urlitych podminek,
kterée jsou léfeny. "UCinné mnoistvi" také znamend mno?stvi,
které vede k pozitivnimu vysledku (ty. wvykazuje antivirovy
uclnek) v testu CPE na antivirovou aktivitu.

Termin "farmaceuticky U&irnné mnoZstvi" se zde uZiva
K oznaCernl procentualini koncentrace interfercnu, o kieré Je
ve farmakolegili a lékafstvi zname, Ze je bezpedna a ucinna
v léfenl urcitych nemcci,

"Isotonicky s krvi" (nebo zkracené jen "isotenicky")
znamena takovy kapalny interferonovy pripravek, ktery ma
dostatednou koncentraci sloZek k tomu, aby Jjeho osmotické
chovénl bylo v podstaté identické s krvi, tzn. Ze bunky pfi
kontaktu s pripravkem si uchovaji svij tvar a nedochazi
u nich v podstaté k Zadnému pfenosu vody v disledku rozdild

osmotického tlaku.
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Termin "polyiontovy" (neboc také "polyelektrolytovy")
se uziva k oznaleni 1latky s vysokou molekuleovou hmotnosti,
kterd Jje elektrolyt a, pokud se uZije v pripravku podle
pfedkléadaneho vynalezu, maximalizuje iontovou silu pro danou
osmolalitu. Tato definice je zaloZena na naSem zjisténi, Ze
interferon-beta je stabilizovadn vysokou iontovou silou, ale
pfitom je celkova lontové sila cmezena nutnym poZadavkem, aby
roztok byl isoteonicky s krvi (viz pfiklad 7). Vyhodny zpusob,
jak maximalizovat i1ontovou silu pfi dané osmolalité, Jje
pouZit exciplent polyiontcvého druhu.

Mater1al, ktery J= ‘"inertnl & interferonu" znamena
takovy materidl, kterv ma alespoil takové wvlastnosti, Ze

fyzikdlné ani chemicky nereaguje s interferonem.

B. Pfiprava interferonu

gecné vyuzitelny pro

A

Predkladany wvynalez Je vieol

[

viechny typy interferonu vietné prirozeného interferonu,
interfercnu pripravenéhoc technologiil rekombinantni DNA
a interfercnu pripraveneho chemlckou syntézou rnebo
modifikact, VYyvnalez lze Vyuilt s hrubym extraxtemn,
semipurifikovanym neko 31né purifikovanynm interferonem

z fibroblastu, 1leukccytu, lymfocytu nebo Jjaxékeoliv tkéan

M

produkujici interferon ¢&leovéka nebo Jinéhce vhodneho druhu.
Neilvyhodnéjsi ie podle pfedkladangho vynalezu pouzitil
lidského lnterferonu z fibreblastu (Z7]. interferon-beta).
Nejvvhodnéjsi interfercn-bheta je rekombinantni forma.
Metody rekombinantni DNA pro pFripravu riznych proteinu vetné
interferonu jsou v cboru znamé a Zadnym zpusobem neomezujil
pfedkladany wvynalez. Viz napf. patenty U.S. 4 3389 216,
5 149 636, 5 179 017 {(Axel et al.} a 4 470 461 (Kaufman).
Rekombinantni formy 1interferonu JiZ byly pilpraveny, viz

napi. EBEvropsky patent 0 41313 (Flers, exprese interferonu-
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beta), patent U.S. 4 966 843 (McMormick et al., exprese

C

interferonu v bufikéch CHO), patent U.3. 5 326 859 (Sugano et
al. (DNA koédujici interfercn-beta). Interferon-beta muZe byt
také modifikovan, budto rekombinantnimi technikaml nebo
chemicky, a mbZe se pfripravovat v médiu obsahujicim sérum
nebo v médiu bez séra. K formadm 1interferonu-beta patfil
varianty jako nap¥. mutanta ochuzend o cystein (patenty U.S.

4 588 585 a 4 737 482, Mark et al.} a mutanta ochuzena

o methionin (EP 260 350, Wang et al.). Primarni
aminokyselinova sekvence proteinu muiZe byt roz5irena
derivatizacli pomocl cukernych skupin  (glykosylacil) nebo

dalsimi deopliujicim: molekulami. Dalsi modifikace se mohou
uskutelnit prostrednictvim posttranslacniho systemu
v hostitelské  bufice. Jednotlivé aminokyselinové zhytxy
v fetézci mohou byt dale modifikovany oxidaci, redukci nebo
jinou derivatizacl, a nebo protein miZe byt Stépen, zaby se
ziskal aktivni fracment. Presnd chemicka struktura hkonkretni
rekombinantni formy interferonu-beta bude proto zaviset na
mnoha faktorech a necmezuje nijak predmeét predkiadaného
vynalezu. Viechny takcve proteiny interferon-beta
v pfipravcich podle ptredklideného vynalezu si uchovaijl sveou
biolcgickou ucinneost, xdvi budou ve vhodném prostiedi.

Jednou z metod, jak pripravit rekombinantni
interferon-keta, Je kultivovat ovarialnl Dpunky <Zinského
kfectka {(CHO) transfekované genem lidského interferonu-beta.
Rekembinantni  interfercn-beta je  vylucovan  bunikaml  CHO
kultivovanymi v davkovych suspenznich bunelnych kulturach,
které obsahuji fetalni hovézi sérum. Bullky se mohou
kultivovat v rotacnich kultivacnich lahvich umisténych
v inkubdtoru s CO- (5% CO.) a teplotou 35 °C. Cbsah z ndkolika
takovych lahvi se pak miZe sloulit a pfenést do fermentoru

vétsi velikosti, pokud je tfeba kultivace ve vétsim meéritku,
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Kultivace ve fermentoru pak prcbihéa asi Sest dni a beéhem této
doby se aktivnil produkt, t3. interferon-beta, akumuluje
v kultiva¢nim médiu. Kultura se pak muZe sklidit a bunky se
odstrani z média, které obsahuje produkt, napf. tangencialni

pritokovou filtraci.

C. Purifikace interferonu

Purifikaéni ©postupy pro interferony Jscu JiZ dcbrfe
znéamy a pro odborniky dostupné. K témto metodiam patfil
jednokrokové nebo vicekrokové postupy zahrnujici
chrematografické separadni kroky, wviz napf. patenty U.S.
5 015 730 (Friesen et al., afinitni chromatografie a HPLC),
4 531 952 (Hosol et =zl chelatacCni chrcocmatogrartie).
Jeden ze zpusckbl napi. zahrnuje vyuZiti neobvykle
hydrofcebnl a relativné bazické povahy molekul interferonu-
beta spolecné s jeho silncu afinitou pro wvazbu  kovovych
ionth, wviz napf. publikace Knight a Fahey, Human Fibroblast
Interferon, an Improved Purification, J. Biol. Chem., 256:
3609-3611, 1981 a Eday et al., Purification of Human

Fibroblast Interfercn by  Zinc Chelate Chromatography,
34—

"

9

{

J. Biol. Chem., 232: 5935, 1981, na které se timto
odkazujene.

Stru&né felero, kroky zachyceni a purifikace zahrnuji
navazani interferonu-kbeta na sérii kolon s naplnl sefardzy
(Sepharcse®, Pharmacia Biotech) a pak eluci se sclemi
& polyclem. Jakmile se Jjednou konecny eluat ze sefardzy
nafredi a sniZi se pH, interfercn-beta se navéZe na
SP sefardzu (SP  Sepharose®, Pharmacia Rilotech). Vétsina
proteind v navédice na kolonu je povahy vice bazické nei je

monomerni interfercon-beta a proto se vaZe tésnéji v koloné

ne? interferon. Na této koleoné se také od interferonu-beta



oddéli DNA a virové Céstice. Kolona se pak proplachuje sérii
pufru cbsahujicich chlerid sodny.

Interferoncvy produkt se navaie na kolonu
s chelatujici sefardzou {Sepharose®, Pharmacia Biotech)
predem "nabitou" zinkem (viz vySe uvedend citace Edy et al.).
Tato kolona se provozuje v atmosféfe bez kysliku, steiné jako
v3echny nasledulici kroky, Abhy se orchranily volne
sulfhydrylové skupiny v molekule. Purifikcovany interferon se
okysell a wuchovava se p¥fi nizkém pH, aby se inaktivovaly
vSechny zbylé viry. Po neutralizaci se interferon koncentruje

prutokovou filtraci a pak se vyméni pufr za neutrélni

T

raci

Al

puirovacl roztok. Proces vymény vufru redukuje koncen

-
b}
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t s2 surovy 1interfercn

o
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zinku a organickych sloucenin.

uchovava pri -70 °c,
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racovavat do pflpravku.

i

D, Formulace interferoncvych plfipravki

V ukazkovém pfikladu purifikace popsaném vyse

(@]
C

prvnl vyméné pufru se zahaji stejny druhy krok vymény pufru,
kromé  toho, ze se neutralni pufrovaci roztok nahradi
pufrovacim roztokem s pH 4 az 7,2, ktery  cbsahuije
stabilizujicl Cinidlo, popsané podrocbngji déle. Vysledny

pfipravek ocbszhulici interfercn se nazyva "

meziprodukt”
a lze ho zamraZeny uchoviavar. Viz taxé piiklad 7.

Pokud =se wuchovédvd ve zmrzlém stavu (v atmosféfe
inertniho plynu Jjako je argon nebo dusik), nechad se roztét
a pumpuje se pfes 0,22um filtr do térovanych néadob, vyhodné
z nerezové ocelil, kde se ‘'meziprodukt" smichad s predem
filtracl sterilizovanym vrozpoudtédlem, dokud se nedoséhne
poZadovaneé hmotnosti vysledného produktu. Rozpoudtédle IJe
v podstaté stejny pufr, ktery byl pcuZit ve druhém kroku
vymény pufru. Vysledny kapalny produkt se pak sterilizuje

filtracl za aseptickych podminek napf. pomoci dvou 0,22um
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filtru v sérii, a rozdéli do t&sné uzavienych nadobek,
vyhodneé z nerezové ocell, které jsou cpatfeny vstupem pro
inertni plyn, kombinaci odvzduSfovaciho wventilu a filtru
a pfitokovou ponornou tubi¢ku. Konecny produkt se pumpuije
ponornou trubickou do uzaviené néadehy. Pomoci inertniho plynu
Jako Je dusik je konelny produkt tlakem pfenesen do pumpovaci

hlavy 7afizeni schopného asepticky plnit sterilni stit

H
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H

Prc aseptické plnéni sterilnich injeknich stfikadek
je dostupnych nékolik metod a konkrétni pouZita metoda
vynalez nikterak neomezuje. Ve zplusobu, ktery zde uvadime
Jako priklad, se uiivé plnicdka injek&nich stfikacek HYPAKE

(Becton Dickinscn Pharmaceutical Systems, Fanklin Lakes, NJ),

I

kterogu lzs sterilizovat

[l

q

:Utoklavem. Strikacky Je moiné

(1
D

autoklavovat se 3pickami opatfenymi Cepidkami. Chbecné takové
zarizenl obsahuje vakuovou komecru chsahujici strfilkacky, které
maji byt naplnény interferonovym pfipravkem. Kemora Je
umisténa v aseptickém prostfedi. Ka3da stfikaCka je umisténa
v komofe vertikdlné s otevienym koncem, do kterého je vsunut
plunZr, ktery je upraven tak, aby pasoval do otevieného konce
valce stifikalky. Plunir je upraven tak, aby vytvoril ve valci
stfikacky zatku, aby se kapalny pPfipravek zachytil uvvnitf. Po
naplréni/vlczeni dJe ve stfikalce ponechian maly prostor.
Kemora je pak evakuovana a propléchnuta nékolikrat inertnim
plynem bez kysliku (napf. argonem, dusikem) a Jjakmile se
dosahne konecnéhe vakua, pluniry se mechanicky vsunou maly
kousek do otevrfenych vdlci stfikalek a zatky se automaticky
vlezi do stiikaCek. Komora je pak ventilovédna filtrovanym
vzduchem, aby se tlak v komore vyrovnal s vnéjsim
atmosférickym tlaken. Mira wvakua Je urc¢ujici pro objem
volneho prostoru ve stfikadce obsahujiciho inertni plyn.

V konkrétnim zafizenti, které Jjsme pouZili, byly

stfikacky umistény  vertikalnsa a upevnény v otvorech
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v rotujicim kotouci. Nejdfive se strikacky destanou pod
jehlu, ktera se vsune do st¥fixacky. Jehla pak propléachne
vnitfek strikaclky inertnim plynem (naprt. argonem nebo
dusikem). Pak se Jjehla stdhne zpét 2ze stifikacky. Pak se
stfikacka nastavi pod druhou 3jehlu, kterd se vsune do
stfikacky. tato Jehla Je pfipojena k pumpé, ktera davkuje
produkt do strikacek. Pak se druha dehla stahne zpatky rze
strikacky. Pak se stfikadka nastavi pod treti jehlu, kterid se
vsune do strikacky. PlunZr (predem autoklavovany) je proudem
vtlacen do stfikalCky s inertnim plynem (napf. dusikem nebo

argonem), pak se Jehla stéhne zpdt ze stifikacky a plunir

¢

zustane umistén tak, e rponechava ve stiikalce prostor

inertniho plynu mezi vrchem kapaliny a dnem pluniru.

1. Exciplent

-

Excipient Je vyhcodné latka polyiontového druhu, aby se
1

maximalizovala lontova si ol dané osmolalité, Jako Je tomu

(oY)

napf. v pfipadé polyelektroclytu, ktery obsahuje heparin nebo
jinou polymerni latku. Jax Je diskutovano v prFikladu 4,
interferon-beta je stabilizovan vysokou iontovou silou, ale

celkova iontovéd sila je cmezena potfebou, aby roztok byl

?
N

krvi. Vyhodny zpusch, jak maximalizovat iontovou

[avE

isctenicky

in
[

st

[97]
-

ilu pfi dane osmolalité, Je prcoto pouZzit polyiontovou latku.
Roztoky 1interferonu-beta podle pfedkladaného vynalezu Jsou
lsotonicke s krvi (pfibliZné 290 miliosmol/kg) .

Nejvyhodnéjsim stabilizujicim cinldlem podle
predkléddaného wvynélezu Je aminokyselina, a sice néktera
z nasledujicich: Jakékoliv kysela aminokyselina (napt.
kyselina glutamovéd, asparagova) nebo aminokyselina vybrana
z argininu a glycinu. Nejvvhodnéjii aminokyselinové
stabilizujici ¢inidlo dJe arginin, ktery Je v roztocich

s pH 5,0 ve své kyselée formé (arginin-HCl). Vyhodna kyseld
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aminokyselina je kyselina L-glutamova. AniZ bychom se prisné
drZeli teorie, skutefnost, Ze polyiontové exciplenty Jsou
vyhodné, Je duved, prod arginin a lysin ({se 3 nabitymi
skupinami) stabilizuji interferon lépe neZ glycin (2 nabité
skupiny), ktery zase stabilizuje lépe neiZ  kterakoliv
z nenabitych sloucenin, které byly testovany.

Pokud je excipientem arginin-HC1l, jeho koncentrace je
v rozmezi od 0,5 % (hmotnost/objem) do 5 % a nejvyhodnéji je

3,13 5 (co? je ekvivalent 150 mM arginin-HCl). Pokud je

o)

excipientem glycin, Jjeho koncentrace Je v rozmezi od 0,5 %
(hmotnest/cbjem} do 2 % a nejvvhoednéii je 0,52 % (coZ Je

ekvivalentni 66,7 mM a? 266,4 mM & nejvyhodneéli 70 mM). Pokud

je exciplentem kyselina glutzmovéa, Jjeho  koncentrace je

=
o
)
I~
[ap]
-

v rozmezi od 100 mb m & nejvvhednejl 170 mM (coi Je
ekvivalent 1,47 = do 2,24 <+ a nejvyhoednéji 2,5 ¢,
viechna * hmotnost/cbhbiem).

Ruzné excipienty jako stabllizujici &inidla  pro
kapalny interferoncvy pfipravek byly analyzovany pomocl
pufrovaciho systému cbsahujlclho 50 mM octan sodny a ledovou
kyselinu occtoveu spoleéné se 100 mM  chloridem sodnym o pH
5, 0. Vzorky kapalného interferonového pripravku }sou
testovany tepelnym stresem tak, Ze se inkubuji ve 37 °C po
dobu 1 a2 3 tvdna nebo mechanickym stresem, xdy se umistl na
1 aZ 3 dny na rotateor. Takto "stresované" vzorky se pak
hodnctily  na stabilitu interferonu zpuisobem  popsanym
v p¥ikladu 1. Jak je podrcbnéji popsdno v pfikladu 7,
piipravky obsahujici pufr s hodnotou pH 5,0 s octanem sodnym
a aminockyselinovym excipientem (a pPipadné Jesté cbsahujicl

chlorid sodny) prokazovaly nejlep3i stabilitu.



2. Interfercn

Vyhodny 1nterferon je fikroblastovy interfercn-beta
nejvyhodnéijsi je lidsky rekombinantni interferon-heta
produkovany v savcich bunkach. Lidsky rekombinantni
interfercn-beta muZe obsahovat volnou sulfhydrylovou skupinu
a alespon jednu disulfidovou vazbu. 2Zv1asté vyhodnad molekula
obsahuje Jednu volnou sulfhydryloveu skupinu v poloze 17
a jednu disulfidovou vazbu mezi polohami 31 a 141 v kaZdé
molekule. Jak je to znédmo v pripadé prirczeného lidského IFN-
beta, N-glykosylace se olekdva v mistd Asn-80. Rozmezi
koncentrace v kapalném pfipravku podle pFedklédaného vyndlezu
je asl cd 30 pg/ml do 250 pg/ml. Vyhodné rozmezi koncentrace
je 45 az 78 pg/ml a nejvvhodngisi koncentrace Jje €0 ug/ml. Ve
smyslu Mezinarodnich standardd byl stancven vrnitfnl standard
firmy Bicgen vzhledem ke stanardu WHO pro interferon Natural
Gb-23-902-531, takie rozmezl lkoncentraci v IU (pro cbiem

injekce 0,5 ml) Je od & IMU do 50 IMU a nejvyhodndjsi

3. Pufr

futrovacl roztoky organickych kyselin nebo fosfétové
pufry, které se mchou poufit podle pfedkladaného vynalezu,
pro udrienl hodnoty pH v reczmezi od 4,0 do 7,2 a vyhodnéd od
4,2 do 3,3, nejvyhodnéii pH 5,0, mohou byt obvyklé pufry
organickych kyselin a Jjejich soli jake Jsou napf. pufry
cltratovée (obsahujici napf. smés monosodné a disodné solil
kyseliny citronové, smés kyseliny citronové a jeji trisodné
soli, smé&s kyseliny citronové a Jeji monosodné soli apod.),
pufry sukcinatové (napf. smés kyseliny Jjantarové a Jjeji
monosodné soli, smé&s kyseliny jantarové a hydroxidu sodného,
smés kyseliny Jantarové a jeji disodné soli aped.), pufry

tartardtové (napr. smés kyseliny vinné a jeji sodné soli,
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smés kyseliny vinné a jeji draselné soli, smés kyseliny vinné
a hydroxidu sodného apod.!, fumarédtové pufry (nap¥. smés
kyseliny fumarcové a Jeji monosodné soli, smés kyseliny
fumarcve a Jejl discdné scli, smés monosodné a disodné soli
kyseliny fumarové apod.), glukonatové pufry (napf. smés
kyseliny glukonové a jeji sodné soli, smés kyseliny glukonové
a hvdroxidu sodnéhc, smés kyseliny glukonové a jell draselné
soli apod.}, oxalidtové pufry (napf. smés kyseliny 3tavelové
a jejl sodné soli, smés kyseliny &tfavelové a hydroxidu
sodného, smés kyseliny Stavelové a jeji draselné soli apod.),
laktatove pufry (napf. smés Kkyseliny mlééné a Jeji sodné
soll, smés kyseliny mléZré a hyvdroxidu sodného, =més kyseliny
mlééné a Jejl draselné soli apod.), fosfatové  pufry
(hyarogenfosforelnan sodny/dihydrogenfcosofroerénan sodny)
a acetatevé pufry (napf. smés kyseliny occtové a Jeil scdné
soll, kyseliny octovée a hydroxidu scdného apod.).

V nasledujicich prixladech Dyly pro vybér
nejvhodnéjsiho pufru pouZity pufry rlznyc koncetraci
& S ruzncu hodnotou pH, a sice jednalo se o pufry obsahujici
fosforelnan scdny, citrenan scdny, Jantaran sodny, uhliditan
sodny nebo octan sodny. Vzorky interferonu-beta byly umistény
budto ve 37 °C na dcku 6 dnu aZz 2 tydnd nebo byly umistény
v rotateru po 7 ai 9 hodin, aby se urychlil degradacéni
sroces. Pak byly stancveny chemické vliastnosti vzorka. Vzorky
Lyly analyzovéany  méfenim  cptické nustoty, peptidovym
mapcvanim, vyludovaci  HPLC, redukujicli a neredukujici
SDS-PAGE/westernovy pfenos a isoelektrickym fokuscvanim
(IEF) /westernovy pfencs, Jak je podrobnéji popsano
v prikladu 1. V3echny pokusné vzorky interferonu-beta byly
srovnavany s vychozim materidlem nebo se vzorky interferonu-
beta, které byly uchovavany pii 2 aZ 8 °C. Udaje ukazuji, Ze

pH Je hlavnim faktcrem, ktery urcuje stabilitu vzorkd
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interferonu-beta, a Ze wvzorky s pH mezi 4,0 a 5,0 byly
stabilnéjsi ne? vzorky s pH 7,0 nebo vy3sim, viz pfiklad 2.
Pfesto  Jsme  vyvinuli  nékolik interferonovych pripravku

s fyziologickou hodnctou pH (pH 7,2), viz pfiklad 6.

4. Kavitace

Vétsina sulfhydrylovych skupin v interferonu-beta ije
oxidovana pfi vysckém pH (pH>8,0), tj. pH kdy se pfestavuji.
disulfidové vazby. Zilstili jsme urcitou agregaci
interferonu-beta v meziproduktu pomoci analyzy vyluovaci
chrematografii, neredukujici SDS-PAGE a analyzou rozptylu
laserového svétla. Poté jsme zjistili, Ze vytvafenl agregath

interferonu-beta je zavislé na mnofstvi rozpudténého kysliku.

[§2 13

Vypracovall jsme nasledujici kritéria pro postup, kterym je
zajlsiténag, ie kapalny pripravek interfercnu-beta nenl

kavitovan: a) nemelo by byt zadne rozhrani plynu

L
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obszhujiciho kyslik g kapalincu v prubéhu
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a skladovani, pokud 2Je to moiné, D) v prubéhu p ravy

a skladovani by se nemély tvofit Zadné bubliny, a ¢) hladina
rozpusténeho kysliku v plfipravku by se m&la udrZovat pod 10 3
atmosfeérické rovnovainé koncentrace pri teploté pripravy

.

a skladovéni (viz priklad 3).

5. Adscrpce Interfercnu na povrchy

o

Z1istili Jsme také, Ze interfercn se adsorbuje na
urcité povrchy a Jeho skladovéni wve sklenénych néadobach
vyZaduje, aby alespoil jeden povrch nédoby, ktery je
v kontaktu s interferonem, byl potaZen materidlem, ktery
zzbranl nebo podstatné omezi adsorpci. Takovy povrch miZe byt
chemicky nebo fyzikdlné inertni k adsorpci. piiklady vhodnych
materidlt Jjsou odbornikovi znamy a patfi k nim napf.

nastrikovany nebo vypalovany silikon, polypropylen nebo
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polytetrafluoretylén (FPTFE). PouZili Jjsme vyhodné kapalne
pfipravky s koncentraci 60 pg/ml  (BG2589-1, 2, 3 a 4,
prehledns uvedené v tab. 1) a naplnili jimi sklenéne injekcni
stFikac¢ky typu I o objemu 1 ml potaZené nastrikanym silikonem
(Recton Dickinson) a sklenéné lzhvicky typu I o objemu
0,75 ml. Vzorky pak byly analyzoviany HPLC s reverzni fazi
(rpHPLC) a byla urdena koncentrace proteinu. Udaje ukazuji,
ze ve vzorcich naplnénych do sklenénych lahvicek bylo méné
proteinu v reoztoku neZ ve stfikackédch potaZenych silikonem

(viz pfiklad 5).

£. Vynodné pripravky
2yla provedena kineticxé analyza stabllity proteinu

v ctyfr  kapalnych  prigravky, které cobsahovaly 60 ma/ml

interferonu-beta, a 7Jejichi wvysledniz koncentrace Je uvedena
/ nasleduljicl tabulce L. Dalsi alternativnl pripraviy,

>z nichZ nékterd cksahuii surfaxtanty Jjako Jje Pluronic F-i98

(od firmy BASE), Jsou uvedsny v tabulce 2

Tabulka 1: Vyhodné oripravky

Systém pH Excipient Vysledné pH

20 mM acetéat 150 mM zrginin-HCI 5.0 ("BGOEHES-1")

20 mM acetat 70 mM glycin 5.0 ("8G95E89-2")
100 mM chlorid sodny

20 mM fosfat 140 mM arginin-HCL 7.2 ("BG9589-3")

20 mM fosfat 70 mM glycin 7.2 ("BG95H39-4")
100 miM chiorid sodny

Viechny sloZky uvedenych pfipravkd odpovidajl Léekopisu

USA.
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Konkrétni sloZeni jednotlivych pfipravku jJe nésledujici:

BG9589-1

SioZka {jako surovina)

Arginin-HCl (podle Lékopisu USA, USF)
ledova kyselina octova, USPE

octan sodny, trihydrat, USP
Interferon-beta

Voda pro injekce, USP

BGS8589-2

SloZka (jako surcvina)

Glycin (pedle Lékcopisu USA, USPE)
Ledova kyselina cctova, USP

Ocvan sodny, Lrinydrat,
Interferon-heta la
Voda pro injekce, USSP

Chlorid sodny

BGS589-3

Sleozka (jako surovina)

Arginin-HCl (pedle Lékcpisu USA, USP)
Hydrogenfosforelnan sodny-7H:0
Dihydrogenfesforeénan sodny-1H:0
interfercon-hbeta la

Voda pro injekce, USP

15,8 mg
0,167
0,972

mg
mg
30 pg
0,5 ml

MnciZstvil

2,922 mg

Mnozstvi

14,725 mg

2,332 mg
0,359 mg
30 ug
0,5 ml
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BG9589-4
Slozka (Jako surovina) MnozZstvi
Hydrogenfosforednan sodny-7H:0 1,984 mg
Dihydrogenfosforeénan sodny-1H:D 0,359 mg
Interferon-beta la 30 ug
Glycin 2.628 myg
Chleorid sodny 2.922 mg
Veda pro injekce, USP 0,5 ml
Tabulka 2: Alternativni pripravky
Systém pH Exciplent Vysledné pH
20 mM acebtat 150 mM arginin-HC1 5,0
15 mg/ml  lidsky sérovy
albumin
20 mM acetat 150 mM arginin-HCI 5,0
n,1% Plurcnic I-¢8
20 mM acetat 140 mM chlorid sodny 5,0
20 mM acetat 15 mg/ml  lidsky sérovy| 5,0
albumin
140 mM chlerid sodny
20 mM acetat 0,1% Pluronlc F-&8 5,0
140 mM chlorid scdny
170 mM kyselina|l3 mg/ml  lidsky sérovy| 5,0
L-glutamova albumin
150 mM hydroxid sodny
170 m kyselinal0,1% Plurcnic F-68 5,0
L-glutamova
150 mM hydroxid sodny
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Soutastil pripravki podle pfedklddangho vynalezu mohou
byt 1 jiné materialy. K nim patfi konzervacni latky (vSechny
Gdajle o vyhodné konentraci se tykajl procent hmotnost/cbjem):

fenol (0,2%), metylparaben (0,08%), propylparaben (0,008%),

m-kresol (0,1%), chlorobutanol (0.25%), benzylalkchol (0,1 3%)
a thimercsal (0,1 2}. Na zakladé analyz proc stanoveni
agregace proteind a deamidace {(uddaje zde nejscu uvedeny, bylo

zjisténo, Ze nejvyhodnéjdi konzervacéni latkou Je chlorbutanol

a benzylalkochol.

7. Soupravy pro parenteralni podévani
K vyhodnym provedenim pfedkladaného wvynalezu patrfl

také zabalené soupravy prc parenteraini podéavani kapalnych
pfipravku podle vynalezu. Scuprava nufe obsahovat injekéni
stFikacky naplnéné kapalnym pifipravkem podle predkladaného
vynédlezu, nékolik tamponl napuiténych alkoholem, alespon
“ednu injekéni Jehlu, Jednu nebo nékolik naplastl & navod
k poufitil. kapalné pripravky pcodle predkléadanenc vynalezu lze
také QOspéiné vyuilt v chvvkliych Dbezjehlovych injekénich

systémech.

E. PcuZziti interferonu

Interferonové pripravky poedle predkladaného vynalezu

majt antivireoveu Uéinnost (viz prhixlad 7). Pro klinicke
pouZiti zavisi nmneZstvi interfercnu pouZité v kKonkrétnim

pfipadé, stejné jako frekvence,s Jjakou se podava, na mnoha
faktorech Jjako na typu pouZitého interfercnu, nemocl, Kktera
je léCena a pacientové reakci na lé&eni interferonem.

Vyhodné se kapalné pripravky uZivajl pro léceni
relapsujici roztrousené sklerdzy mozkomisni {(sclerosis
multiplex). Lyofyilzované (tj. rekonstituované) kapalné

prfipravky obsahujici pFirozeny interferon-beta nebo
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rekombinantnl interferon-betabyly podavany pacilentim trpicim

lapsujict roztrcudSencu sxlerdzou mozkomidni, wviz Jacchs

=
e

et al., Annals of Neurolecgy 39: 285-294 (bfezen 199%6)
& Jacobs a Munschauer, "Treatment of multiple sclerosis with
interferons", v Treatment of multiple sclercsis: trial
design, results and future perspectives, s. 223-250, R.A,
Rudnick et al.(ed.), Springer Londen 18%92. PouZitl kapalnvch
pripravka pedle wvynalezu pro 1é&eni reztrouZené sklerdzy
mozxomisni probihéa podle stejnych protckold a bere do uvahy
stejné primarni proménné jaké byly popsany ve vyde citované
publikaci Jacobse et al.

Jeden ze zpusobu Jak hodnotit uZiteénost kapalnych
piipravku podle predkladaného vynalezu Je pDroveést
toxlkolegickeu studii a hednotit podraidéni tkand, ke kterému
dojde v dusledku pcdéni kapalného pfipravku. Frovedli Jsme
toxikologickou studil pfipravkl podle pfedkliadaného vynalezu

ne krélicich, viz priklad 8.

—

Niésledujicl prfiklady sleouZi k iflustraci  nékterych
provedeni vynalezu a v Zadném pfipadé predmét vynalezu

necmezuji.

Priklady provedeni vynélezu

!
¢
-
e
=
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Metody pouZlte pro testy

Bylo pouZito nékolik dobre popsanych metod pro
stancveni  fyzikalné-chemickych vlastnosti interfercn-beta
v kapalnych pfipravcich podle pfredkladaného vynalezu, tyto
metedy Je  moZné  vyuZlt 1 pro charakterizaci jinych

interferonu. Pritomnost/nepritomnost nerozpustnych agregatu
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byla sledovana mérenim absorbance pfi 320 nm a transmitance

pri 580 nm. Keoncentrace rozpustnych proteinu byla stancveny
budto mérenim absorbance pfri 278 a2 280 nm (s extinkdénim
koeficientem 1,5) nebo kapalinovou chromatografiii (HPLC)
s reverznl fazl za pouZiti znémé koncentrace interfercnu-

beta, ktera byla pfidana ¥ pfipravku Jjako standard. Pfred
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rozpustnych agregdtu bylo stanoveno separaci agregéat
monomerl interferonu-beta vylucovacl chromatografii na
koloné TSK-Gel ® G2000SW (Toso Haas, Montgomeryville, PA),
Vrchol byl monitorovan pri 280 nm a pouZit pro vypolet
procenta rozpustnych agregati.

Stabilita peptidovych kester byla petvrzena pomoci
elektroforézy na polyakrylamidevém gelu s dedecylsulfatem
sodnym {SDS-PARGE} . Interferon-beta byl redukovan
merkaptoetnolem v pritomnesti dodecylsulfatu sodného
»Fedtim, neZ probéhla elektroforéza na 10 aZ 20% gradientovénm

elu (MiniPlus 3Sepragel®, Integrated CSeparation Systems,

by

o

Natick, MA). Proteiny pak byly elektroforeticky pfenesenv na

b

nitroceluldzovou membranu a detekovény imunochemickou metodou
pomoci  protilatek anti-interferon-beta a kozl anti-mysi
protilatky konjugované s kfenovou peroxidéazou. Viz napf.
publikace "Gel Electroghoresis of Preoteins, A Practical
Approach", Z2nd editien, B.D. Hames and . Rickwcod, IRL

Pre

ex
n

Zmeéna povrchového naéboje, zpusobend deamidaci
a dalsimi chemickymi zménami, byla sledovéana pomoci
isoelektrického fokusovanl na polyakrylamidovém gelu (IEF
3-10 MiniPlus Sepragel®, Integrated Separation Systems), viz
vySe citovand publikace "Gel Electrophoresis of Proteins, A

Practical Approach".
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Oxidace methioninu, deaminace asparaginu a dal3i moiné
chemické zmény byly sledoviany pomocl peptidoveho mapovani.
Interferon-beta byl na$tépen endoproteinazou Lys-C (Wako Pure
Chemicals) v pfitomnosti dithicotreitolu a vzniklé peptidové
fragmenty byly separovény HPLC s reverznil fazi. Obecné udaje
viz Kalgahtgi, K., a Horvath, C. "Raplid Peptide Mapping by
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Profil N-vazanych oligosacharidd byl stanoven pomoci
elektroforézy sacharidi podporované fluorcoforem (FACE®) firmy
Glyko, Inc. (Novato, CA). Oligosacharidy navazané na
asparagin (N-vazané oligosacharidy) byly uvolnény
z glykeproteinu pomocl enzymu peptidové N glykosylazy F, pak
byly oznaceny fluorcforem na redukujlicim  kencl metodou
redukéni aminace, pak separcvény a nakeonec kKvantiflkovany na
polyakrylamidovem celu.

Entivircva aktivita interferonu se stancvuje fradou
metod “akonapf. témi, ktaré jsou podrobné pepsény v publlkacl
W. E. Stewart II, "The Interfercon Systém", Springer-Verlag
(2d Ed. 1981). Zvl&a3té uZitelny test pro stanovenl antivirovée
u¢innosti interferonu je test inhibice cytopatického pluscheni
{CPE, Cytopathic Effeet Inhibition Assay). Vyhodnd metoda je
popsana publikaci WHO Technical Report Series No. 725, Annex
L, 19285), na kterou se tinto plné odkazujeme.

Strucné feceno, metoda CPE zac¢inad tim, Ze se pripravi
pracovni  standardni roztok interferonu-beta, ktery Dbyl
pfedtim kalibreocvén protl referenénimu standardu WHC. Tento
roztok se pfipravi s koncentraci 10 000 jednotek (U} v médiu
D-MEM+ obsahujicim 10 2% fetalni bovinni sérum a 4 mM
L-glutamin. V den testu se testovane vzorky, standard
a kontrolni vzorky nafedil médiem D-MEM+ ve tFiech oddélenych

fedicich fadach: a) zadinajici od 32 U/ml a pokracujici
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polovicnim fedénin, b} zadinajici od 12 U/ml a pokraduijici
Fedénin 1,5, a ¢) zacinajici od 6 U/ml & pokraujici Fedénim
1,2. Po 50 pl nafedénéhc vzorku se pak nanese do sloupcl na
96jamkove mikrcdestifce, prifemZ se jedna desticka uZije pro
Jedno fedéni. Pak se do kaZdé jamky pfrida 50 pl bunék A549
(ATCC, katalogové ¢&. (CCL-185, Rockville, MD) v D-MEM+

A n
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naredéni Jjak bunék tak interferonu-beta. Buiky s interferconem
se pak inkubujl ve 37 °C v 5% oxidu uhliéitém po dobu 15 a?
20 hodin. Obsah desticky se vytfepe a do kaZdé jamky se prida
100 pl wviru EMC (encefalomyokarditida) vhodné nafedéného
mediem. Bunky s virem se pak inkubujl ve 37 °C v 5% oxidu
uhlic¢itéem po debu 230 hodin. Obsah destidky se pak vytFfepe
a prida se 0,75% bparvivo krystalova viclet. Po 5 af 10

minutach se desuilky opoléachnou destilovancu vedou a nechaji

4
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cschnout. Kaidad destiéka pfitom chsazhuje keontrolu bur

-

rustu, ktercu Jje jamka necksahujici ani interfercn ani EMC,
viroveu kontrolu, ktercu je jamka obsahujici EMC a bufiky, ale
Zédny interfercn, a fedici fadu interfercncvého standardu.
Desticky se wvyhodnocuji wvizualné, aby se urcéila
posledni Jamka v kaidém sloupci Jjeité s Zivymi bulkanmi
(>25 % konfluentni purpurové barvy). Detekéni limit je urcen
Jako nelniZsi koncentrace standardu, kterd chrani pred
toxicitou viru. Redéni vzerkd v posledni pozitivni jamce se
nascbi detexénim limitem, ktery byl urden pro standard,
a faktorem rfedéni wvzorxu, a tim se ziskid hodnota aktivity
interfercnu ve vzorku (MU/ml). Vysledky z kaZdé destidky jsou
pfevedeny na logaritmické hodnoty pro stanoveni geometrického

pruméru a je vypolten 95 % interval spolehlivosti.
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Priklad 2

Vybér pufrovaciho systému
Byly pfipraveny tfi sady pufrua obsahujici 9 aZ 10
ruznych sloZek v kaidé sadé. Sada 1 cobsahovala sérii roztoki
fosforecnanu sodného a 100 nM chloridu sodného s pH mezi 4,0
a 7,2. Sada II obsahovala dalsi Ffadu pufri cbsahuiicich
citronan sodny s pH mezi 4,0 a 7,0. Sada III chszhovala
pufrovacli roztcky obsahujici Jjantaran sodny,occtan sodny
a uhlic¢itan sodny, vidy v kombinaci se 100 mM chloridem
sodnym, s pH v rozmezl 4,0 a? 7,2. Ve dvou dal3ich roztocich
byl chlorid scdny nahrazen 50mM siranem sodnym pfi pH 4,0 aZ
7,2,
Zakladni roztox Interferonu-beta byl po roztéti pfes
noc dialyzovén proti ruznym pufriam pfi 2 a? 8 °C s alespon

dvéma vyménami pufru a pak byl ziskany roztok sterilizovéan

filtraci. Loncentrace  proteinu byla stancvena  m&fenim
absorbanrce oll 278 nm (s extink&nim koeilcientenm
I,5mg ml em’"} a viechny vzorky cbsahovaly 140 pg/ml nebo

150 pg/ml  interferonu-beta. Vzorky byly pfefiltrovany,
rozdéleny na 4 sady do 2,2ml mikrozkumavek typu ependorf.
Jedna sada byla umisténa do 2 a% 8 °C, Jjedna sada byla
umisténa do 37 °C na 6 dni aZ 2 tydny, jina byla umisténa do

rotatoru na 7 aZ 3 hedin a peosledni sada byla ufita jako

i

kontrola v poatelnim  (nulovém) ase.  Frocentualnl  ztraty

{

proteinu v dusledku wzniku nerozpustnych agregatu  byla
vypoCitéana ze sniiZeni koncentrace proteinu v prubéhu riznych
zasahu delené vychozi koncentraci.
Vysledky byly nésledujici:

Procentualni ctraty proteinu v dusledhku vzniku
nerozpustnych agregatl byla vypoCitéana ze sniZeni koncentrace

proteinu v prib&hu riznych zésaht délené vychozi koncentraci.
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Staticka ananalyza viech ziskanych dat ukazala, 3e vzorky
interferonu v pufrech s pH 4,0 az 5,0 mely mens3i procentalni
ztratu proteinu v disledku agregace ve srovnani se vzorky
$ vys5im pH., Vzorky interferonu inkubované pri 37 °C a pH 4,0
az 5,0 ztratily asi 10 a2 15 % v disledku agregace. Pri pH
hodnotach vy338ich ne? 6 rostly ztraty a% na 40 as 50 &,

Z7istili dsme také, Ze interferonnva vzorky mdly nfi pH

L]

vy§§im neZ & vice rozpustnych agregatu. Aviak pomnoci
peptidoveho mapovani jsme zjistili, 3Ze kdyZ se hodnota pH
zvysuje z 4,0 na 7,2, podstatné se linearnin zpusobme zvy3uje

mnozstvi interfercnu, ktery Je deamidovdn, p#fi pH 7,0

a vyssim vice neZ 85 3 interferonu bylc deaminovédno v této
studii. MEFilil Jsme také iscelektricky bed (pI) proteincvych
druhu  ve wvzorku {t2. pH pfi  kterém cratein  nemigruije

v elektrickém poli a celkovy prumérny niboj proteinu  je
nulovy) a IEF/westerncvy pfenos uxazaly zvl1astni pés pl
vzerku v cltratovém pufru a zménily intenzitu pésu vzorku
kKapacitu pfi pH 5,0, Pufr s octanem sodnym a chleoridem sodnym

S pH 5,0 nejevil 2
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Priklad 3

kavitace
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Behem experimentu, kdy se testovala vhodna hodnota rH,
popsanych v pfikladu 2, Jsme zjistili, 7e prostor nad
pfipravkem ve skladovacich zkumavkach Je kriticky pro ztratu
proteinu u nékterych vzorkt. KdyZ byl vzorek o objemu 1,5 ml
umistén ve 2,2ml zkumavce, nebyly pozorovany Zadné ztréaty
proteinu, Naopak ve wvzorku 1,2 ml vyraznd vzrostla tvorba

agregatl. To je v souladu s pozorovanim, Ze tvorba agregatn
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interferonu-beta v prubéhu kroku purifikace, kdy se

inaxtivuje wvirus, zavisi na hladiné rozpusténého kysliku
v prubéhu tchoto kroku.

Ve strucnosti, krck inaktivace viru zahrnuje nastaveni
pH chelatuiicicho sefardzového eludtu (viz sekce C) z hodnoty
7,85 % 0,25 na hodnotu mezi 2,5 aZ 3,5 pomocl 15% kyseliny
fosforecné, pak se cokyseleny eludt ponechd 120 aZ 135 minut a
pak se znovu upravi pH na 6,7 = 0,7 pomoci O,5N hvdroxidu
sodného. VSechny uvedené kroky se provadéji ve 2 azi 8 °C.
Navrhli Jsme provedeni studie, kterd by stanovila, :zde
existuje wvztah mezi wvytvadfenim agregétd interferconu-beta

v tomtc kroku a mnoZstvim rozpu$téného kysliku,

Material a metody

=]

luat z chelatujicl sefarczové ¥olony byl rozdélen na

S0 ml nebo 100 ml alikvetnl ¢&asti a pifenesen po 100 nml

rotadinich lahvi. Do kaZdé lahve se pfidal 1 ml argonem
1

prockbublané  15%  kyseliny fosfcrecneg,

idalo 6,5 ml argonem

L1

ai 8 °C. Po této dckd se p
probublaného hydroxidu sodnéhe a  vzorky byly testovany
vylucovacl chromatografii v ruznych c&asovychch intervalech.
Kyslik rozpusStény v kapaliné byl méfen kontinudlné kyslikovou

sondow (Orion, Model #¢0) a zaznamenan v okamZiku pridani

(b

paze. U vzorku s hladincu kysliku steqjnou nebo niZsi neiZ 10 %
byly prostery nad kapalincu v reakénich néadobkach opromyty
argonem,

Vysledky: Data uvedend na obr. 1 Jjasné ukazujl vztah
mezl mnoZstvim rozpudténého kysliku pritomného v okamZiku
pfidani hydroxidu sodného a vytéZikem monomeru interferonu-

beta v prubéhu kroku inaktivace viru. Hodnoty vytéZku ziskané

i r

pf1  keoncentraci kysliku niZ3i nebo shodné s 10 % Jsou
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vyznamné odli&né od viech ostatnich koncentraci kysliku. Také
jsme charakterizovali agregaty (data zde nejsou uvedena)
a zjistili jsme, Ze jejich specificka aktivita je sniZena 30
az 40x ve srovnani se zakladninm meziproduktem. Také Jsme
zjistill, Ze wvice neZ 90 % agregidtd Jje rezistentnich
k denaturaci pomoci SDS za neredukuijicich podminek, coZ vede

 Anmn&rne~o
comnence
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sC¢ jodnéd o zesitéEni kovalentulwl verbami. Za
redukujicich podminek ({23 beta-merkaptoetanol) se agregaty
rozpadajl na monomery, coi vede k domnénce, Ze se Jjedna

o disulfidové vazby.

Priklad 4

Vybér excipientu

Série pfipravku s interferanem-beta (60 ug/ml)
cbsahujici razné excipienty byla piipravena s vyhodnym pufrem
o pPH 5,0 obsahujicinm 5CrM cctan sodny a 100 mM chnlerid sodny.
Exciplenty byly glycin, arginin-ECI1, sachardza, glycerin,
FEG3350, glutathion a Pluronic F-68. Meziprodukt inferferonu-
beta byl dialyzovan proti do 50mM octanu sodrého a 100 mM
chloridu sodného s pH 5,0 pfes noc p#i 2 a2 & °C s alespon
dvéma vym&nami pufru a pak je3té ptred pouZitim filtrovéan,
Koncentrace interferonu-beta byia stanovena mérenim
absorbance pri 278 rm s odedtem pozadi. Viechny vzorky byly
nafedény tak, aby vyslednd koncentrace interferonu-beta byla

pribliZiné 60 pg/ml. Viechny vzoerky byly prefiltrovény, 2 ml
byly preneseny do 4ml sklenéné lahvicky (nesilikonizované),
prostor nad kapalinou byl proplachnut argonem a lahvicky byly
uzavieny. Sady vzorkd pak byly umistény do 2 aZ 8 °C a do
37 °C na debu ai 2 tydni. Dalii vzorky byly podrobeny

mechanickému stresu tim, Ze rotovaly po dobu 3 dnu.
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Vzorky byly analyzovany postupy popsanymi
v pfikladu 1. Krom& toho procento rozpuiténého kysliku
v pfipravku bylo méfeno analyzétorem krevnich plynd Ciba-
Corning Model 248. "Experimentalni" hodncta je parcialni tlak
kysliku {v mm Hg) vzorku, od kterého se odedte parcialni tlak
v "blanku", ktery byl prcbublan dusikem, a "kontrolni"
hodnota Je parcialni tlak kyaliku v "hilankovémn" pofro
uloZeném pFl teplotd mistnosti, od které se odedte parciédlni
tlak kysliku dusikem probublaném pufru. Procento rozpusténého
kysliku ("experimentdlni"/"kontrolni™) bylo vidy niZdi ne?
30 %,
Vysledky: Analyzy IEF/westernovy pfenos a SDS-PAGE/

westernovy prenos vzorkl inxubovanych pfi 37 °C po dva tydny

ukazal posun pist a snifeni  jejich  intenzity soufasné
pfitomnost muitimern interferonu ve YZOorcich, které
cbsahovaly PEG3350 =z glutathion. Pc dald3im tydnu ve 37 °C

testovéani uneznile dale podrobnéiil zvaiovat pouziti
argininu-HCl, glycinu, chloiridu sodného a manitolu v daliich

studiich.

<

Priklad &

Adscrpce interferonu

Interferonovy meziprodukt byl po roztatl dialyzovén do
BG9589-1, 2, 3 a 4 (viz tabulka 1) pfes noc v 2 a? 8 °C s
alespon dvéma vyménami pufru a pak pfed pouiitim filtrovan.
Koncentrace proteinu byla stanovena méfenim absorbance prFi
280 nm (s extinkénim kceficientem 1,5 mg™' ml cm™*). Viechny

vzorky byly narfedény tak, aby  vysledna koncentrace



interferonu-beta byla pfibliZné 60 pg/ml. Nafedéné vzorky
byly pfeneseny ve tfech opakovédnich budto do 0, 5ml
silikonizovanych stfikacek dlouhvch 1 cm (sklo typu I}, kde
byl prostor nad kapalinou proplachnut dusikem, nebo do 0,75ml
lahvicek ze skla typu I, kde byl volny prostor nad kapalinou
proplachnut argonem. Koncentrace proteinu se stanovily pomoci

ik

|—

ad 1) .

HPLC s reversni Ta7z1 (viz

=3
=<

=

Nasledujici tabulka 3 uvadi ©prehled koncentraci
proteinl, ktere byly stanoveny HPLC s reverzni fazi. Udaje
ukazujl, Ze bylo méné proteinu ve vzorcich, které byly
napinény do sklenénych lahvidek ve srovnani se stfikackami
potaZenymi  silikonem. TakZe ©pro kapalné pFipravky s

interferonem-beta byly vybrany silikonizované stiikadky.
YoV Y y

Tabulka 3

Sklenéné lahvidka Silikonizovand stfikalka
(hg/ml) (5.D.9 (mg/ml} (8.D.)
8G9589-1 59.3 (2.9) 63.3 {2.5)
BG9589-2 58.3 (0.7) 61.7 (0.1}
BG9589-3 56.4 (0.4) 58.8 (1.1}
8G95839-4 55.5 (0.7 59.3 (0.95)

Priklad o

Pripravky s fyziologickecu hodnotou pH

Iontova sila/fosfat. PoGatelni studie byly provedeny
v pufrovacim systému fosfatového pufru s chloridem sodnym
s hodnotou pH 7,2 a s proménlivou koncentraci Jednotlivych
sloZek, takie byla pouZita koncentrace fosfatu 10, 50 =z

75 mM a iontova sila (definovand jake I = Fc.z:%, kde c. a z.



Jjsou molarni koncentrace a naboj pfisludnéhc iontu i) byla
6,2, 0,4 a 0,6 upravovana pomoci chloridu sodného. Bylo
vyuZito faktoridlni schéma experimentu, kde proménnymi byly

koncentrace fosfatu (10, 50 a 75 mM) a iontova sila (0,2, 0,4

a 0,6). Obsahy fosforeénanu a hydrogenfosoforednanu sodného
a chloridu sodného v pufru (aby byle dosaZeno poZadované
lontove sily) se pafitaly pomoci uprzvencho tabulkeového

kalkulatoru, ktery publikovali Elis a Morrison: Buffers of
Constant Ionic Strenght for Studying pH-dependent Processes,
Methods Enzymol. 87: 405-426, 1982. Rovnice dovolovaly
stanovit poZadované mnoZstvi kaZdé sloZky pufru pro urdéité
pH, koncentraci fosfitu a iontovou silu. KaZdy z deviti
roztoku pcuzitych v temte multifaktorialnim experimentu byl

pifipraven viméncu pufru v interferonovém meziproduktu pomoci

odseolovaci kolony  Pharmacia PD-10, Hednota pH  viech
vyslednych  roztoku byla 7,20 £ 0,15, Koncentrace bhyly
stancveny z hodnot absorbance méfené pfi 260 nm a parx byl
interferon-beta nafed&n piisiuinym pufrem nz xoncentraci 15C

Hg/ml. Vysledré roztoky byly sterilizovany filtraci pfes 0,22
pm filtr v argonové atmosféfe byly po 1,3 ml uzavreny do 5Sml
sklenénych lahvicek, kde byl prostor nad roztokem naplnén
argonem. Vzorky byly ve tfech opakovéanich inkubovany pf#i
37 °C po € dnll. Vzorky se analyzovaly a byly charakterizovény
procentem transmitance pfi 520 nm, procentem vyteZiku proteinu
a pomocl IEF-PAGE/westernovy pfencs.

Vysledky: Analvza transmitance pro rizné iontové sily
ukdzala trend zvyZovani transmitance (td. sniZovani mnoZstvi
nerozpustnych proteinovych agregatl) s rostouci iontovou
gsilou. Procento vytdZku proteinu jevilo stejncu tendenci,
ackoliv IEF-PAGE/westernovy pfenos neukazaly Zadny trend
v deamidaci s ménici se iontovou silou, takie viechny vzorky

byly shodné deamidovény. Po uskladn&ni 6 dni ve 37 °C vzorky




vykazovaly zmensujici se agregaci pro sniZujici se
koncentraci fosfatu a zvysujici se 1lontovou silu. Vysledky
experimentu s procentuédlni transmitancl a procentem vytézku
v zavislosti na ménici se kconcentraci fosfdtu (zde neuvedeny)
ukazuiji slaby trend sniZovani % transmitabnce s rostoucl
koncentraci fosfatu, ale analyza rozptylu  neprckazala
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koncentracemi fosfatu. Procenta vytéiku vily zlepSeny

(-
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vytéZek proteinu pro niZsi koncentrace fosfatu (vyznamny
rozdil pro 94% interval spolehlivosti). Analyzy IEF-
PAGE/westernovy  pfencs nejevily  Zadny z¥etelny  trend
v deamidaci v zavislosti na koncentraci fosfatu,

Pcmer exciplnet/su0l. Predipéine studie ukazaly
(vysledky zde neuvedeny), Z& nékteré exciplenty vyZadujll sul
(napf. c¢hlorid sodny), zby se udriela vyscka 1contova sila

a bylo dosaZeno stabilizujiciho u&inku pfil pH 7,2. TakZie byl

navrien multifaktorialni experiment kombkinujicli exciplenty
(glycin, 1lysin, arginin, sachardza a manitcl) a frakce
chloridu sodnéhio prispivajicil m o 1sotonicnosti roztoku
(f.e: = C, 0,25, 0,75 a 1,0). Tato frakce se vypocltava podle
vzorce faoo = Ouai/ (Opsi + Oeuviziordd, kde Cuar @ Owpogpiens JSOU

osmolality v mOsm/kg chloridu sodného a excipientu v roztoku.
Sclnad frakce umoZhuje porovnavat G¢inek soli pfl ruznych
exciplentech. VSechny vzorky obsahovaly aditiva pro dosaieni
lsotoniénosti, s proménlivym pomeren excipient:sul
(definovanym pomocl f..}.

BEvly pripraveny 10% (hmotnost/objem) zéasobni roztoky
xaZdého excipientu ve 20mM fosfatovém pufru s pH 7,2, které
byly odplynény a probublany argonem. Byl také pripraven
roztoky 20mM chloridu sodného s 20mM fosfatem o pH 7,2, ktery
byl odplynén a probublédn argonem. Vysledné roztoky byly

testovany na koncentraci interferonu-beta méfenim absorbance



pfi 280 nm a pak nafedény fosfiatovym pufrem a pFislusSnym
zasobnim roztokem excipientu a soll tak, aby se =ziskala
koncentrace interferonu 60 pg/ml a pozZadovany pomér soli
a excipientu. Vysledné vzorky se sterilizovaly filraci
(0,22 um) & naplnily se do 1 ml silikonizovanych sklenénych
trikacek (Becton Dickinson) typu I (naplnitelny objem 0,5
ml) = prouslorewm add rosluken ndplienyn dusliem. YZoihy Dbyly
uloZeny pri 40 °C.

V & dnech byly vzorky s argininem, glycinenm
a sacharczou analyzovany mérenim absorbance pri 320 a 280 nm,
jak prfed tak 1 po filtraci pfes 0,22 pm filtr. Ve 2 tydnech
byly podobné analyzovany vzorky obsahujicl arginin, 1lysin

a manitol, které byly také podrcbeny IEF-PAGE, redukujici

Frd

SLS-PAGE a neredukulici SDE-FAGE. FKentrelni wvzorky byly

o]
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uloZeny pil teploté 2 as obdobné ana.vzovany.
Vysledky: Vytéiek interfercnu-neta la (vyjléadieny Jako
procenta kontroly) rostl s rostcucl hodniotou f.o: pro

sachahrézu a manitcl, maximdinl hodncty doséhl pro f... = 1
s rostouci hodnotou f.... Maximadlniho vyté&Zku pro pripravky
s glycinem pri pH 7,2 bylo dosaZeno pfi f... = 0,75.

Tento test excipientu s fosfétovym pufrem o pH 7,2
s ruznyml excipienty Jjako glyein, lysin, arginin, manitol
a sachardza, deplnénymi do izotonického roztoku, ukédzal, Ze
vytéZek byl nizxky u viech exciplentil bez naboje. Mira
deamidace nebyla témito aditivy ovlivnéna. Tak napt.
redukuijici a neredukujici SLS/PAGE ukézala, Ze do3lo KXe
ztraté neglykosylovanych druhu interferonu-beta ve vSech
typech pripravkl a ke ztradté téisich pdsl monomerl v samotném
isotonickém chloridu scdném a manitclu. Lze shrnout, Ze je
zde silnd korelace mezi iontovym charakterem excipilentu

a jeho schopnosti stabilizovat interferon-beta proti agregaci
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v téchto pufrovacich systémech  pri fyziologickém  pH.
Nelontova aditiva, jako je sachardza nebo manitol,
neposkytuji, jak se zda, Zédnou cochranu, ve skutecnosti mohou
i uspidit ztrdtu proteinu pfi fyziologickém pH. Chlorid scdny
s jednim nébojem na rozpudténou &astici, se chovéa lépe nei
manitol nebo sacharéza. Zminokyseliny obsahujl dva naboje na

mnlaln

glvcinu  se

i.,

ln pFi fyziolagickem  pH.  V piipad

w

é
witteriontové povaha této molekuly nezdd dostatecna k tomy,

™

aby stabilizovala interferon-beta. Arginin a lysin
obsahujici po tfech nabojich na molekulu stebilizujil
interferon-beta lépe ne? samctny chlorid sodny nebo pfipravky

obhsahujici glycin/chlorid sodny.

Priklad 7

Studie kinetiky a stabllity
Pripravky byly asepticky rezplneny v lnertni

atmcsféfe, stlfikacky se inkubovaly v ruznych teplotac Po

X i

1
5

ruzné dlouvhou dobu a rpak byl cbsah stiikacek analyzovan.
Interferonovy meziprodukt byl po roztatl dialyzovan do
BG9589-1, 2, 3 a 4 pfes noc v 2 aZ 8 °C s alespon dvéma

vymé&nami pufru a pak pfed pouZitim filtrovan. Koncentrace

proteinu byla stanovena méfenim zbsorbance pri 280 nm
(s extinkénim koeficientem 1,5 mg~ ml cm™). V3echny vzorky
byly natedény tak, aby vysledna koncentrace interlercnu-peta

la byla pfibliziné 60 ug/ml. CtyFi interferonové pEipravky
podle tabulky 1 byly pfefiltrovany a pak po 0,5 ml naplnény
do dlouhych 1ml stfikafek Becton Dickinson (BD), Jejichi
vnitfni povrch byl potaZen nastilkanym nebo vypalovanym
silikonem. Vzorky byly analyzovény méfenim 0D, vyluCovaci
HPLC (SEC), elektroforézou s iscelektrickym fokusovanim SDS-

PAGE/westernovy  prenos, elektroforézou na redukuiicim
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polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) /westernovym prenosem,
peptidovym mapovénim, elektroforézou sacahridi podporovancu
flucroforem (FACE) a bictestem CFR. Plyn vypliujici prostor
nad roztokem byl dusik. S5tfikaéky byly inkubovany ve 2 aZ
8 °C, 25 °C, 33 °C a 40 °C po dobu aZ 90 dnu. Vzorky byly

analyzovany postupy pepsanymi v pFikladu 1.

] - - - e = N
rzoval me  konce ntrace vV nasich
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Vysledk:

LA
-y e Sdlal
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vzorcich, normalizované vzhledem k vychozimu materialu po
dobu 90 dnd p?¥i rdznych teplotach. Obrazek 2 ilustruje, :Ze
BG9589-1 wvykazuje uplnou stabilitu proteinu (nedo&lo k Z4dné
ztraté proteinu) po 3 mé&sicich inkubace v teploté od 2 ai
8 °C (prumérné 4°C) do 25 °C. PEi teploté skladovani bliZici
se teploté lidského téla (35 °C) byvlo degradovénc asi 18 3
proteinu. PIi teploté skladevani presahujict teplotu lidského

tela (40 °C) byloe pc 3 mésicich degradovano asi 30 =

proteinu. V pedstaté shodné vysledky byly ziskiany pro
BGS8595-2 (zde neuvedeny). Cbrazek 3 1lustruje wysledky
Z testu, kdy se po 2 m2sice skladoval BGSS59-3, Degradace
proteiru byla minimdini od 4 do 25 °C, ale pri vys&ich

teplotach byla ryechla. Vysledky pro BG9589-4 jsou v podstaté
shodné s vysledky uvedenymi v tabulkach 2 a 3. Tyto udaje
byly také potvrzeny pomoci SD5-PACE/westernovy pfenos.

Ve "vypalovanych" stfikadkach nebyly po dobu studie
Zaddné detekovatelné rozpustné agregaty. Take nebyly
pozorovany Zadne zmény v koncentraci proteinu, v testu CPE,
procentu oxidovaného Z2EFS a profilu sacharidd. Zadné zmény
vzorkl nebyly detekovény ani redukujici SDS-PAGE) /westernovym
pfenosem ani IEF/westernovym pfenosem. DoZlo k urditému
zvySeni procenta deamidace ve srovnani s vychozim bodem.
RvSak wvychozl material poZity k plnéni strPikafek mél 37%
deamidaci, «c¢oZ je vice neZ 33,8 % Kkteré byly detekovany

v materialu po naplnéni do stfikadek. To miZe byt zpuscbeno
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variabilitou v testu. Ve stfikadkach s nastfikem silikonu
nebyly po dobu studie také Zadné detekovatelne rozpustné
agregaty. Také nebyly pozorovéany Zadné zmény v koncentraci
proteinu, v testu CPE, procentu oxidovanéhc AP& a profilu
sacharidu. Zadné zmény vzorkl nebyly detekovany  ani

redukujici SDS-PAGE) /westernovym pifenosem anl IEF/westernovym
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vysledny produkt BGS58%-1 Je stabllnl aZ 3 mésice v £ ai 8
ve stifikaCkach s "vypalovanym silikonem" a aZ 6 mésicu ve 2
az 8 °C ve stfikalkach s "nastfikanym silikonem".

Po té, co byly stfikacky asepticky naplnény, byl
proveden antivirovy test CPE s pripravky BG9588-1 a BGY9589-2
(viz tabulka 1). Hodnoty aktivity jak prc BGS58%8-1 tak
i BGSY589-2 byly 12,0 MU/ml. Antivirovy test CPE se opakoval
pe uskladnéni vzorku 3 mésice v teploté 2 az 8 °C. Zjisténad
aktivita BG958%-1 byla 11,6 MU/ml (n=%) s %0: 1intervalem
spolehlivesti 10,2 - 13,3 MU/ml.

MEFiIli Jdsme taxé stabilitu  nlavniho meziproduki
BG9229-1 ve 2 aZ B8 °C po dobu 3 mésicu a v -70 °C po dobu
& mésicn. Vzorky BG2589%-1 z pilotnil diafiltracnl studlie byly
analyzovany metodami popsanymi v pfikladu 1. Dosavadni
vysledky ukdzaly, Ze meziprodukt BGS%589-1 je stabilni ve 2 az
8 °C po debu 5 mésici a v -70 °C po dobu 6 mésicu.

Po celou dobu teto konkrétni studie nepyly
detekovatelné Z&dné rozpustné agregaty. Take nebyly
pozorovany Zadné zmény v koncentraci proteinu, v testu CPE,
procentu oxidovaného AP6 a profilu sacharida (rozdily
v deamidaci spadaji do $ife rozptylu testu). Zadné zmény
vzorkl nebyly detekovany ani redukujici SDS-PAGE)/westernovym
pfenosem ani  IEF/westerncovym pfencsem. Do3lc k mirnému
sniZeni kencentrace proteinu. ke sniZeni koncentrace proteinu

u vzorki v -70 °C mohle dojit v disledku Jjedncho cyklu
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zamrazeni/tani. SniZeni koncentrace proteinu v3ak pfedstavuje

nejvyse 15 * pocated&ni koncentrace.

Priklad 8

Preklinicka studie

Byvla provedernz studie lokalni enaZenlivosti  dediné
intramuskularni injekce  na kréalicich, ktera slouiila
k hodnoceni lokalni toxicity interferonu podavaného

v nekolika novych piripravcich. Reakce v mist& injekce na
podani kapalnych piipravkd podle pfedklddaného vynalezu nebo
rekonstituovanych pfipravkd s lyofilizovanym interferonem
byla srovnatelna s ocdpovédi na podéani normalniho

fyziolcgického roztoku.

e

1. Studie cty

pripravky interfercnu-heta sledovénim
pedrazdénl a bioleogické dostupnosti po podéni jedné IM davky
kralikovi

Dvacet samcu novozélandskych Dbilych kréliku bylo
intramuskuldrné (IM) injikovano 30 pg interferonu-keta la ve
formé jednoho z péti néisledujicich pFipravku: BG2589-1
(pH 5,0, acetatovy  pufr, arginin jako stabllizator,
0,5 ml/davka), BG9589-2 (pH 5,0, acetatovy pufr, glycin/NaCl
jako stabilizator, 0,5 ml/davka), BGS589-3 (pd 5,0, fosfatovy
pufr, =arginin Jako stabillizator, 0,5 ml/dévka), BGY95RG-4
{pH 7,2, acetatovy pufr, glycin/NaCl Jako stabilizator,
0,5 ml/davka)a iyofilizovany pripravek interferonu-beta
s pH 7,2 obsahujicl 1,5% HSR, 1,0 ml/davka (viz vyZe citovany
Jacobs et al.).

Kaidé oSetfeni bylo aplikovédno na 4 zvirata. Zvirata,
kterd dostala BG958%9-1 nebo lyofilizovany pfipravek, dostala

také injekci stejného objemu fyziologického roztoku do
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kontralateralni poloviny té&la jako negativni  kontrolu.
Mikroskopické dermalni vySetfeni na erytém, tvorbu dJizev
a edem bylo provedenoc 6, 12, 24, 4% a 72 hodin po aplikaci
davky. Po odbéru krve po 72 hodinédch od aplikace dévky byla
zvirata usmrcena a mista vpichu byla zhodnocena makroskopicky
z hlediska po3kozeni tkani a pak byla fixovéana 10 % neutralné
pufrovaném formaling. Vzorky svalove thkané (f£¥i na kaZdsd
misto vplchu) byly mikroskopicky vy3etfeny na z&né&t, nekrozy,
hemoragii a léze,

Vysledky: KdyZ se pouZilo hodnoceni podle &kaly indexu
primarniho podrdidéni (dermdlni klasifika&ni systém EPR), pak
zadny  z pouZitych pfipravkl nezptusobil vice ne? slabé
podrazdenl kuZe. Makroskopické wvyZetfeni mista injekce
pfipravku BGY585-4 cchalile u  jedncho zvirete slahe
podrazdeéni (hemcragii), aviak mikroskcepicke vySetrienl
neukazalo Zadné znamky hemoragie a prokazale, Ze se jedrnalo
0 artefakt. Struné shrnuto, mikroskopicka vyietieni ukdzala,
Ze reakce na podani testovanych kapalnych pfivravka v misté
injekce byly kenzistentn® minimédlni aZ mirné a Ze 3Fadné
reakce nebyla silnéj3i nei reakce zplUsobena podanim
lyofilizovaného pfipravku nebo fyziclogického roztoku.

Krome toho pedraidéni kuZe kraliki po opakovaném IM
podani kapalnéhe pfipravku se mbZfe snadno testovat pomoci
nékolika skupin kraliku, ktefi budou dostévat intramuskularni
injekce kapalného pfipravku neko ryziologického roztoku kazdy
druhy den f(celkem 5 davek). Davky se podava’li do pfeden
definovaného mista na hfbeté kafdého zvifete, aby se
maximalizovala expozice k testované latce. Makroskopické
dermalnl vySetfeni se provadi 4 aZ 6 hodin po kaidém podéani
a 24 hodin po poslednim podéni v kaZdé oSetfované skupind. Po
24 hodinach od podani posledni dévky po makroskopickém

vySetfeni se zvifata usmrti a mista injekci se podrobi
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vySetefenl na pritomnost po3kozeni tkédni a tkand se pak
fixujl v 10 % neutrdlné pufrovaném formalinu. Fixovana tkan
se pak vy$etfuje mikroskopicky na pfitomnost zané&tu, nekrodzy,
hemoragie a léze. Bezprostfedné pfed prvnim podénim testované
latky a pfed usmrcenim se odebiraiji vzorky krve pro

hematologické vy3et¥eni a biochemické vySetfeni séra.

Priklad 3

Klinicka studie

Kapalné pripravky podle ptedkladaného vynalezu se
vyznamné odliduji od dfive znamych interferonovych pfipravku.
Z hlediska klinické indikace zde existuje mo?nost, Ze se méni

farmakokinetické a farmakodyrnamické chovani interferonu 0o

podani Cloveéku. Naneitésti dsou ucinky interfercru-keza
vysoce druhové specifické a vetfina pertinentnich
farmakologickych 1informaci pohazi ze studii na kulturach

lidskych bunék, na lidech a v mendi mife na cplcich. Vyhodnym
zpusckem  testu farmakolegickych  zmén  je  pokus lidské
bicekvivalence.

Antivirovou hladinu interferconu-beta v séru je moineé
kvantifikovat pomoci bictestu cytopatického G&inku (CPE),
ktery byl popsadn v pfikladu 1. Studie lidské bloekvivalence
muZe byt provedena s jakvmkoliv pocCtem kapalnych nebo

lyofilizovany

h  interfercnovych pFipravkan. Aralyzou séra,

)

lochy ped kfivkou (AUC) a C... je odbornik schoren urcit, zda
Y b 2 b

LR

Jsou lyofilizované a kapalné piipravky bioekvivalentni. Jako
Jediny pfiklad studia bioekvivalence uvadime zde struinéd
dvojnasobné slepou kFiZovou jednodavkovou studii, abychomn
demonstrovalil bicekvivalenci kapalnych  pfipravkl podle
predkladaného vynalezu s lyofilizovanymi piipravky

interferonu-beta na skupiné zdravych dobrovolniki.
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Navrh studie: Kaidy subjekt dostédvd stejnou davku
(napf. 60 ng/12 MU)piipravku interferonu-beta ve dvojnasobné
slepém pokuse kfiZové ve dvou okamZficich (viz tabulka 4).
Subjekty Jscu ve véku mezi 18 a 45 lety véetnd a v 15%
rozmezl normalni télni hmotnosti a vydky pro dany télni typ.
Bezprostfedné pred aplikaci, a v rQznych €asovych intervalech
po aplikacl kaZdé divky, a7 po 144 hodin po aplikaci se
odebiraji vzorky krve pro hematologické vySetfeni, vySetfeni
biochemické, vySetfeni aktivity interfercnu-beta a vySetfeni
farmakodynamického profilu. Také se vyhodnocuje bolestivost
pfi injekci a reakce v misté injekce.

Doprovodna opatfeni studie: kaiZdy subjekt dostava
acetaminofen bezprostfednd p¥fed a béhem obdebi aplikace davek

Jako profylaxi roci chiilpkovemu syndromu spojenému

el

s lnterfercnem.

Farmakokrintika: Stancveni interfercnu-beta v séru

Hiadiny v séru s=e urlZuji Jjako Jednotky antivirove
ucinnost: testem CPE. Antivirova hladina v séru se analyzuje
na hednoty AUC, Cp.p a T,... Hodnoty AUC se vypo&itavall z Zasu
od davky po posledni detekovatelnou hladinu (AUC.) a pro 144
hodin po dévce (AUC:..;;). Standardni popisné analyza téchto
experimentalnich dat se provédi pomoci programového souboru

SAS (verze 6.08, SAS Institute, Cary, North Carclina).

Tabulka &: Schéma davek v ukidzkové studii

Skupina |Zpusob |Davka 1. termin podani 2.termin podéni
podani | (MU)

1 19U 12 lyofilizovany kapalny (60 mcg)
(60 mcyg)
2 M 12 kapalny (60 mcg) lyofilizovany

(60 mcg)
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Farmakodynamika

Blologicky marker neopterin, produkt interferonem
indukovaného enzymu GTPcyklohydrolazy, ktery odrazi aktivaci
makrofagu a T-bunék (C. Huber et al., J. Exp. Med. 15, 1984,
160: 310-314; September 20, 1996; D.Fuchs et zl., Immunol.
Today 9: 150-155; 1988) byl charakterizovan. Jak v klinickych

LI B
Lidskélu

o
Pz
-
o
1
rt
o
]

Tak neklinickyich studiich on
interfercnu-beta koreluje indukce necpterinu s aktivitou
vV séru PO podéni ruznych rekombinantnich lidskych
interferont.

Neopterin se méfil standardnim laboratornim postupem,

Farmakodynamicky profil interferonu-beta se popise

v krvi. Prvni parametr, E..-, 7e plocha pod k¥ivkou zavislosti
neopterinu na ¢ase normalizovand % zakladni hlading. Druhy
parametr je E,.., tento paramter je rozdilem mezi pozorcvanym

vrcholem rnecopterinu a z&kladni hladincu necpterinu. Treti

1=

Parametr Jje indukd:

\

pomer, IR, tento parametr se poditsd jako

b

hladinou

o
o
—
a1
(o8
b
—
—

vrcholova hodnota hladiny necpterinu ddlena zé

necpterinu.

Statistika.

Pro stanoveni ekvivalence na RUC bylo uZito Wilcoxon-
Mann-whitneyova Jednostranného a dvoustranného testu. Pro
stanoveni relativni  biclogické  dostupnosti interferonu
z kapalneho pripravku relativné vzhledem % lyofilizovanému
pripravku a 20% intervalu spolehlivosti byla provedena na AUC
analyza rozptylu (ANOVA) po logaritmické transformaci. Pomoci
rozptylu "mezi  subjekty" se odd&li vliv posioupnosti
a pohlavi. Pomoci rozptylu "uvnitt subjektu" se oddali sloZky

rozptylu zpusobné obdeobim & skupinou lé&eni.
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Ekvivalenty

Odbornikovi jsou zfejma dalZi provedeni wvyndlezu na
zédkladé popisu a pFikladi provedeni predkladaného vynélezu.
Avsak jak popis tak pPiklady je treba povaZovat za ukazkova
resenil predkléadaného wyndlezu, pridems skutecny pfedmét

a rozsah predklidaného vynalezu Je vymezen niasledujicimi
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1. Kapalny pfipravek vy znacujicil se t1n,
Zze obsahuje interferon a stabilizujicl ¢&inidlo v mnoZstvi
mezi 0,3 % a 5 % (hmot.), kteréito cinidlo Je aminockyselina
vybrand zc skupiny obsahujici hkyscld aminckyscliny, arginin
a glycin, prficemZ tento Kapalny pIiipravek nebyl predtim
lyofilizovén,

2. Kapalny pfipravek podle narcku 1
vyznadcuiljici s e tim Ze nédobka, ve které Je
pripravek chsaien, ma alespor jeden povrch potaZeny
materidiem inertnim k interferonu.

3. Kapalny pripravek podle narcku 1
Vyznaocujilclil s e £ 1 m, Ze interferon je
interferon-Seta nebo renombinaning piipraveny Interfeoron.

4. Kapalny pfipravek podle naroku 1
vyznadcujilci se tim, Ze ma hodnotu pH mezi 4,0
a 7,2,

5. Kapalny pripravek podle néroku 4
vyznacujici se tim Ze ma hodnctu pH mezi 4,8
a 5,7z

6. Kapalny pfipravek podle naroku 5
vyznadcuijicili se tim Ze mid hodnotu pH 5,0.
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7. Kapalny pripravek podle naroku 5

vyznadcujicil se ti1m Ze kyseld aminokyselina je

kyselina glutamova.

0

Kapalny piipravek podle narcku 1

vyznadcuijilcil se tim Ze arginin Je arginin-HC1,

9. Kapalny pripravek podle narcku 1
vyznacuijlci se t1m Ze koncentrace interferonu

je mezi & IMU/ml a 50 IMU/ml.

10. Kapalny piipravek podle naroku 2
vyznacujilci s e tim Ze alesponl Jeden povrch
nadobky Je pctaien materidlem vybranvm ze shupiny chsahujici

siliken a polytetrafiluoretyleén.

11. Kapalny phipravek podle NAYOKU 10
vyznacujilci s e ti1m <Ze nadcobka Je injekiéni

strikacka.

12. 20mM acetatovy pufr s pH 5,0 vy znacuijici
s e tilm Ze obsahuje interferon-beta a stabilizujici

cinidlo vybrané =ze skupiny obsahujici a) 150mM arginin,

p) L0UmM chleorid sodny a Y0mM glvecin, <) 150mM arginin
a 15mg/ml lidsky Serovy albumin, d) 150mM arginin
a surfaktant, e) 140mM chlorid sodny, f} 140mM chlorid sodny

[8¥]

15mg/ml lidsky sérovy albumin, ¢g) 140mM chlorid sodny

a surfaktant, pficemZz pufr nebyl predtim lyofilizovan.

13. Pufr podle narocku 12 vyznacuijilci s e

t i m, Ze surfaktant je 0,1% (hmot./obj.}) Plurcnic F-&8.
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14. Pufr podle néroku 12 vy zn

t im, Ze arginin je arginin-HCIL.

acuijici s e

15. Pufr podle narcku 12 vy znacuijlcli s e
t1m, Ze nadobka, ve ktere Jje pufr obsaZen, ma alespon
jeden povreh,  kiery je v konlaklu s pulrew, polazeny
materialem vybranym ze skuplny obsahujici silikon

a polytetrafluoretylén.

z

16. Pufr podle néaroku 15 vyznacuijilci se

t 1 m, Ze néadobka Je injekinli strikacka.

s e 1 m Ze chsahule interferon-heta

L-glutamovou, priceniZ pifipravek nepyl pred

14, Kzpalny

T
—
i
T3
=4
o 1]
<
1]
e

pod

glycin, a Ze déile cbsahuje sul.

y znacujil

i

@]

a 170mM kvyselinu

tim lvofilizcvan.

ie naroku 1

vyznaduijilci se t1m Ze chsahuje aminckysellnu

19. Kapalny pripravek podle naroku 17

vy znadcuijilclil s e t im, Ze dale chsahujle sloiky
sé

vybrané ze skupiny obszhujict lomg/ml lidsky

a 0,1 (hmot./cbj.) Plurconic F-G8.

crovy  albumin

20. 20mM fosfatovy pufr s pH 7,2 vy znacujilcl

s e tim Ze obsahuje interferon a stabhilizujicl <&inidle

vyhrané ze skupiny obsahujici a)
by 100mM chlorid sodny se 70mM glycinem,

pfedtim lyofilizovan,

140x arginin,

pricemZz pufr nebyl
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21. Kapalny pfipravek podle naroku 20

vyznacdcuijlcil s e t im, Ze nadobka, ve ktere je
pufr obsaZen, ma& alespoi jeden povrch, ktery je v kontaktu

s kapalinou, potaZeny materialem  vybranym ze skupiny

obsahulici silikon a polytetrafluoretylén.
22. Kapalny pfipravek podle naroku 20

vyznadcuijicl se t 1m, Ze nédobka Jje 1injekéni

strikacka.

23. Kapalny farmaceuticky pfipravek, obsaZeny v zasobni

nadobce a vhodny pro  parenteralni podavani savcuam,
vyznacdcujilci s e t i m, Zze  obsahuje uéinné
mnoistvl interferonu-beta, pufr udriuniici pH v roziezi 4,0 aZ
6,0 A aminokyselinové stabilizulici Cinidlo, pricemz
interferan-beta nepyl podroben predchozi lyorilizacl
a zasobnl  nadobka ma  alsspon jeden povich, ktery e
v kentaktu s kapalinou, potaZzeny materidlem vybranvm ze

24. Kapalny pripravek podle naroku 23
vyznacul]ilcdil s e tim Ze zasobnl nadobka nema

rozhranl prostfedi cbsahujici kyslik/kapalina.

25. Kapalny ptipravek podle narocku 23
vyznadcujlcil se t im, Ze interferon beta si
v podstate uchovava svou antivirovou néinnost béhem
skladovani pri teploté mezi 2 °C a 25 °C po dobu alespon dvou

mésich,
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26. Kapalny pfipravek podle naroku 23

vyznacuijici s e L im Ze 1inteferon-beta nebyl

vystaven predchozi kavitaci.

27. Kapalny pripravek podle naroku 23
vyznadcuijici se tim Ze pufr je organicky pufr
realbn v o o e R P b ST T I ey Y e Ay A lrma o A ATy
V)fl.J.LU. 1_‘\’ Fap J."\LJ_tJJ. l_y‘ LJLJ..JCAILLJ.JJ.'\..J. \_a..L.\.,LUL\JVj,l R U R LN NP T ) P A r

tartaratovy, fumaréatovy, glukonatovy, oxalatovy, laktatovy

a acetdatovy pufr.

28. Kapalny pfipravek podle naroku 23
vyznad¢cuijici s e t i m, Ze aminokyselinové
stabilizujicl ¢inidle je vybrano ze skupiny obsahujici kyselé

aminckyseliny, glycin a arginin.

29. Kapalny pripravek pcdle naroku 283
vyznadcu]icdt s @ t 1 m Ze aminockyselina Je
pridana v mnoZstvl 0,3 + a2 5,0 ¢ hmetnestl pficraviu.

30. Kapalny pripravek podle naroku 23

vyznadcuijici se tim Ze pH kapalneho prfipravku

je v rozmezi 4,5 aZ 5,5.

31. Kapalny pricravex podle naroku 30
vyznactujilcise tim Ze pH kapaliného pripravku
Jje 5,0

32. Kapalny ptipravek podle naroku 23

vyznadcécujlcili se ©1m Ze Je sterilnt.
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33. Kapalny pfipravek podle naroku 23
vyznadcuijici se tim Ze je isotonicky s krvi.

34. Kapalny pfipravek podle naroku 23
vyznacu]j]ilclil s e t im, Ze inerferon-beta je
lidsky rekombinantnit inerferon-beta.

35. Kapalny prlpravek podle naroku 24
vyznadcuijilci se t1m, Ze aktivita lidského

rekombinantniho inteferonu-betz Jje v rozmezli od ©& do

50 IMU/ml proteinu.

36. Zamrafeny kapalny pfipravek vy znacujilci

s e t im Ze obsahuje interfercn a stabilizujicl <Zinidlo

v rozmezl 0,3 az 3,173 (nmot.), kKteréito <Cinidlo Je
aminckysellina vybrana ze skupiny chsahuiict kyselé

aminokyseiiny, arginir a glycin, pric¢emZ kapalny pripravek

1 bl W 4 . A B N
nebyl pfedtim lyofilizovan.,

37. Souprava pro  parenteralni  podavéni kapalného
interferonového pfipraviu vy znacuijici se tim,
7e obsahuje a) nadcbku obszhujici kapalny pripravek s pH mezl
4 a 6, ktery cbsahule farmaceuticky 0&inné mnoistvi
inteferonu-keta, a ktery nebyl pfedtim  lyofilizovéan,
a aminokyselinové stabilizujici &inidlo v mnofstvi meniim nei

3,1 % (hmot.), a b} naved k pouZltl soupravy.

38. Souprava podle narcku 37 vyznadc¢ujici se
t 1 m, Ze dale obsahuje «¢) alkoholovy tampon, d) Jehlu

a alespen jednu néaplast.
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39. Souprava podle ndroku 37 vy znacujilcil se
t 1 m, Ze nadobka je 1injekénl strikacka, kterad ma alespen
jeden povrch, ktery Jje v kontaktu s kapalnym pEipravkem,
potaZeny materialem vybranym ze skupiny obsahujicl siliken

a polytetrafluoretylén.

40, an?r:w: nodla naralbu 230 <7 vozon oz

(@5

"o 1 o~ 4 c o
n i ici s oe
t 1 m, Ze nadobka Jje injekénli strikaCka a kapalny plipravek
obsaZeny uvnitt stiikalky nemd rozhrani prostfedi cobsahujici

kyslik/kapalina.

41. Zpuscb stabilizace interferonu-beta v kapalném
farmaceutickém pfipravku, takie si v podstaté uchova sveu

antiviroveou ucinnost béhem skladovani pfi teploté 2 ai 25 °C

po dobu alespenl 3 mésicu, vy znadujilci se £ 1inm,
e se smicha a) inteferon-beta, by pufr udrZzujici pH
v rozmezl 4,0 az 7,2 a ¢ aninoxyselinové stabilizujici

tinidle, prfidem? ¥apalina nebyla pfedtim lyefilizovana ani

nebyla kavitovana.

42. Zpusob podle naroku 42 vyznadc¢uijici se
t im, Ze dale obsahuje krok, kdy se piimichd sul, aby se

doséahlo vhodné iontové sily,

43, Zpusch podle narcku 42 vyznacujicl se

t im, Ze sul je chlcrid scdny.
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