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Nazev vynalezu:

Nové formulace faktoru VIII prosté albuminu
Anotace:

Kompozice faktoru VIUI formul ovana bez albuminu, obsahuje
kromé faktoru VIII nasledujici formula&ni vehikula: 4 % a2
10 hmotn./obj. % objemového ¢inidla, vybraného ze skupiny
sestavajici z mannitolu, glycinu a alaninu; 1 % az

4 hmotn./obj. % stabilizaéniho ¢inidla vybraného ze skupiny
sestédvajici ze sachardzy, trehalozy, rafindzy, argininu; 1 az

5 mM vapenaté soli; 100 aZ 300 mM NaCl a pufrovaci &inidio
pro udrzeni pH v rozmezi 6 az 8. Pouziti této kompozice pro
piipravu lé¢iva pro léceni hemofilie.
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Nove formulace faktoru VII prosté albuminu

Oblast techniky

Vynalez se tyka novych formulaci faktoru VIII prostych albuminu.

Dosavadni stav techniky

Faktor VIII je protein nachazejici se v krevni plazmé, ktery se jako kofaktor Géastni kaskady
reakci vedoucich ke sraZeni krve. Nedostate&na aktivita faktoru VIII v krvi ma za nasledek
poruchu srazlivosti krve znamou jako hemofilie A, dédi¢ny stav postihujici pfedev§im muze.
Hemofilie A je v souasné dobé lé¢ena terapeutickymi pfipravky odvozenymi z lidské plazmy
nebo vytvofenymi pouZitim technologie rekombinantni DNA. Tyto pfipravky jsou aplikovany v
piipadech nahlého krvaceni (okamzita terapie) nebo nékolikrat, v pravidelnych intervalech, jako
prevence nekontrolovatelného krvaceni (profylaxe).

U faktoru VIII je znamo, Ze je v terapeutickych ptipraveich relativné nestabilni. V krevni plazmé
je faktor VIII obvykle komplexovan s dal$im plazmatickym proteinem, von Willebrand faktorem
(vWF), ktery je v plazmé pfitomen ve velkém molarnim piebytku vigci faktoru VIII, a mé se za
to, ze chrani faktor VIII pied pred¢asnym rozpadem. Dal§im proteinem v plazmé je albumin,
ktery miZe také hrat vyznamnou roli ve stabilizaci faktoru VIII ir vivo. Proto u pFipravka
obsahujici faktor VIII prodavanych v soucasné dobé, se v prvni fadé spoléha na pouziti albuminu
a/nebo vWF proteinu ke stabilizaci faktoru VIII b&hem jejich vyroby a uskladnéni.

Ackoliv albumin a vWF pouZivané v piipraveich faktoru VII dostupnych na soucasném trhu
jsou odvozené z lidské krevni plazmy, ma pouZiti téchto materialil jisté nevyhody. Protoze velky
molami prebytek albuminu ve srovnani s faktorem VIII je pfidavan za (¢elem zvySeni stability
faktoru VIII v téchto pFipraveich, je t&zké charakterizovat protein faktor VIII v t&chto pfipravcich
jako takovy. Pridavek lidského albuminu do faktoru VIII je chapan jako nevyhoda, pokud jde o
pipravky faktoru VII produkované rekombinantnimm postupem. Je to proto, Ze pfipravky
rekombinantniho faktoru VIII, bez pfitomnosti albuminu, by takto nemély obsahovat Zadny
lidsky protein a teoretické riziko prenosu viru by mélo byt redukovano.

Bylo popsano mnoho pokusi pfipravit faktor VIII bez albuminu nebo vWF (nebo s relativné
nizkym obsahem téchto nosi¢t). Napf. v patentu US 5565427 (EP 508 194) (patfici firmé
Behringwerke) Freudenberg popisuje pfipravky faktoru VIII, které obsahuji uréité kombinace
detergentti a aminokyselin, specificky argininu a glycinu, vedle vehikul jako jsou chlorid sodny a
sachardza. Detergent polysorbat 20 nebo polysorbat 80, je pfitomen v mnoZstvi 0,001 az 0,5 %
(obj./obj.), zatimco arginin a glycin jsou pfitomny v mnozstvi 0,01 az 1 mol/l. Obsah sacharozy
je 0,1 az 10 %. Priklad 2 tohoto vyndlezu poukazuje na fakt, Ze roztoky (1), kieré obsahuji
0,75 % sacharozy, 0,4 M glycinu a 0,15 M NaCl, a (2), které obsahuji 0,01 M citratu sodného,
0,08 M glycinu, 0,016 M lysinu, 0,0025 M chloridu vapenatého a (0,4 M chloridu sodného, byly
po 16 hodinach nestabilni, zatimco roztoky (3), které obsahuji 1 % sachardzy, 0,14 M argininu,
0,1 M chloridu sodného a (4), které obsahuji 1 % sacharézy, 0,4 M glycinu, 0,14 M argininu,
0,1 M chloridu sodného, a 0,05 % Tween 80 byly stabilni.

V patentu US 5 763 401 (EP 818 204) (patfici firmé Bayer) Nayer také popisuje terapeutickou
formulaci faktoru VII1 bez albuminu, obsahujici 15 az 60 mM sachardzy, do 50 mM NaCl, do
5 mM chloridu vapenatého, 65 az 400 mM glycinu a do 50 mM histidinu. Nasledna specificka
sloZzeni byla identifikovina jako stabilni: (1) 150 mM NaCl, 2,5 mM chloridu vapenatého a
165 mM mannitolu; a (2) | % sacharézy, 30 mM chloridu sodného, 2,5 mM chloridu vapenatého,
20 mM histidinu a 290 mM glycinu. Bylo zji§téno, Ze sloZeni obsahujici vét§i mnoZstvi cukru
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(10 % maltozy, 50 mM NaCl, 2,5 mM chloridu vapenatého a 5 mM histidinu) vykazuje nizkou
stabilitu v lyofilizovaném stavu, v porovnani se sloZzenim (2).

V patentu US 5 733 873 (EP 627 924) (patfici firm¢ Pharmacia & Upjohn) Osterberg popisuje
formulace, které obsahuji 0,01 az I mg/ml povrchové aktivni latky. Tento patent popisuje
formulace, které maji nasledujici obsah vehikul: polysorbat 20 nebo 80 v mnozstvi nejméné
0,01 mg/ml, vyhodné 0,02 az 1,0 mg/ml; ngjméné 0,1 M NaCl; neyméné 0,5 mM vapenaté soli a
negjméné 1 mM histidinu. Zvlast¢ pak se zabyva nasledujicimi specifickymi formulacemi:
(1) 14,7 — 50 — 65 mM histidinu, 0,31 az 0,6 M NaCl, 4 mM chloridu vapenatého, 0,001-0,02-
0,025 % polysorbatu 80, s nebo bez 0,1 % PEG 4 000 nebo 19,9 mM sacharézy a (2) 20 mg/ml|
mannitolu, 2,67 mg/ml histidinu, 18 mg/mt NaCl, 3,7 mM chloridu vapenatého a 0,23 mg/ml
polysorbatu 80.

Byly také popsany dalsi pokusy pouzit nizké nebo vysoké koncentrace chloridu sodného. V pa-
tentu US 4 877 608 (EP 315 968) (patfici firmé Rhone—Poulenc Rorer) Lee popisuje formulace
s relativné nizkou koncentraci chloridu sodného, jmenovité formulace obsahuji 0,5 mM a%
15mM NaCl, 5 mM chloridu vapenatého, 0,2 mM az 5 mM histidinu, 0,01 az 10 mM lysin-
hydrochloridu a do 10 % cukru. ,,Cukrem* miiZze byt az do 10 % maltozy, 10 % sacharézy nebo
5 % manitolu.

V patentu US 5 605 884 (EP 0314 095) (patfici firmé Rhone—Poulenc Rorer) Lee popisuje
pouZiti formulaci s relativné vysokou koncentraci chloridu sodného. Tyto formulace obsahuji
0,35 M az 1,2 M NaCl, 1,5 az 40 mM chloridu vapenatého, | mM az 50 mM histidinu a do 10 %
wcukru® jako je mannitol, sacharbza nebo maltdza. Formulace obsahujici 0,45 M NaCl, 2,3 mM
chloridu vapenatého a 1,4 mM histidinu je doloZen piikladem.

Mezinarodni patentovd pfihlaska WO 96/22107 (patfici firmé Quadrant Holdings Cambridge
Limited) Roser popisuje formulace, které obsahuji cukr trehaldozu. Tyto formulace obsahuji:
(1) 0,1 M NaCl, 15 mM chloridu vapenatého, 15 mM histidinu a 1,27 M (48 %) trehaldzy nebo
(2) 0,011 % chloridu vapenatého, 0,12 % histidinu, 0,002 % Tris, 0,002 % Tween 80, 0,004 %
PEG 3350, 7,5 % trehalézy a bud’ 0,13 %, nebo 1,03 % NaCl.

Dalsi terapeutické formulace faktoru VIl ze stavu techniky obecn& obsahuji albumin a/mebo
vWF za GCelem stabilizace faktoru VIII, a tudiz nejsou dilezité pro soucasny vynalez. Napi.
v patentu US 5 328 694 (EP 511 234) (patfici firm& Octapharma AG) Schwinn popisuje formu-
laci, kterd obsahuje 100 az 650 mM disacharidu a 100 mM az 1,0 M aminokyseliny. Specificky
Jjsou popsany nasledujici formulace: (1) 0,9 M sachardzy, 0,25 M glycinu, 0,25 M lysinu a 3 mM
chloridu vapenatého; a (2) 0.7 M sacharézy, 0,5 M glycinu a 5 mM chloridu vapenatého.

Piestoze bylo u¢inéno nékolik pokusi vytvofit faktor VIII bez albuminu nebo vWF, stile je zde

potieba terapeutickych formulaci faktoru VIIL, kieré jsou stabilni bez pFitomnosti albuminu nebo
jinych proteind.

Podstata vynilezu

1. Soucasny vyndlez se tykd terapeutickych kompozic faktoru VIII, které jsou stabilni bez
pfitomnosti albuminu. ZvIajt¢ se tento vynalez tyka Kompozice faktoru VIII, formulovana bez
pfidavku albuminu k uvedené kompozici, vyznadujici se tim, Zze kromé& faktoru VIII obsahuje
nasledujici formulaéni vehikula:

4 % az 10 hmotn./obj. % objemového &inidla vybraného ze skupiny sestavajici z mannitolu, gly-
cinu a alaninu; 1 % az 4 hmotn./obj. % stabilizatoru vybraného ze skupiny sestavajici ze sacha-
rozy, trehalozy, rafinozy a argininu; 1 az 5 mM vapenaté soli; 100 az 300 mM NaCl; a pufrovaci
Cinidlo pro udrzeni pH na hodnoté mezi 6 a8. Tato kompozice milze pFipadn& obsahovat
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povrchové aktivni latku jako polysorbét 20, polysorbat 80, Pluronic F68 nebo Brij 35. Je—li povr-
chové aktivni latka polysorbat 80, mize byt pfitomna v mnoZstvi mensim nez 0,1 hmotn./ obj. %.

Vyhodna koncentrace pufrovaciho &inidla kompozic faktoru VIII tohoto vynalezu je od 10 do
50 mM, a je vybrano ze skupiny sestavajici z histidinu, Tris, BIS-Tris Propanu, PIPES, MOPS,
HEPES, MES a ACES. Vyhodné pufrovaci &inidlo je bud’ histidin nebo Tris. Kompozice faktoru
VIII tohoto vynalezu miiZze dale obsahovat antioxidant.

Kompozice faktoru VIII tohoto vynalezu zahrnuji jak objemové &inidlo tak stabilizator. Objemo-
vé Cinidlo miZe byt pFitomno v mnoZstvi od asi 6 % do asi 8 hmotn./obj. %, vyhodné asi
8 hmotn./obj. %. Vyhodné mnozstvi stabilizatoru je asi 2 hmotn./obj. %. V téchto kompozicich je
také zastoupen chlorid sodny, vyhodné v mnoZstvi od 150 do 350 mM a vyhodnéji v mnoZstvi asi
225 mM. Vépenatou soli v kompozici je také vyhodné chlorid vépenaty, a to vyhodné v lyofili-
zované formé.

V dal$im provedeni muZe tento vynalez obsahovat kompozici faktoru VIII, utvofenou bez pfi-
davku albuminu, ktera zahrnuje nasledujici sloZky, kromé faktoru VIII: 2 % az 6 hmotn./obj. %
hydroxyethylovaného $krobu; 1 % az 4 hmotn./obj. % stabilizitoru vybraného ze skupiny sesta-
vajici ze sacharozy, trehalozy, rafindzy, argininu; 1 az 5 mM vapenaté soli; 100 az 300 mM NaCl
a pufrovaciho &inidla pro udrzeni pH pfiblizné mezi hodnotami 6 a 8. Vyhodné takové kompo-
zice obsahuji asi 4 hmotn./obj. % hydroxyethylovaného skrobu a NaCl v mnoZstvi 200 mM.
Vyhodné mnoZstvi stabilizatoru je asi 2 hmotn./obj. %.

V dal3im provedeni tohoto vynalezu kompozice faktoru VIII, utvofend bez albuminu, obsahuje
300 az 500 mM NaCl; 1 % az 4 hmotn./obj. % stabilizatoru vybraného ze skupiny sestavajici ze
sachardzy, trehalozy, rafindzy, argininu, 1 aZ 5 mM vapenaté soli a pufrovaci &inidio pro udrzeni
pH pfiblizn€ mezi hodnotami 6 a 8. Vyhodné je koncentrace NaCl asi 400 mM.

V jedté daldim provedeni tento vynalez zahmuje postup Iyofilizace vodné kompozice faktoru VIII
v nadob& za pouziti lyofilizéru, pfi¢emz postup zahrnuje pogéteéni mrazici krok a pogateéni
mrazici krok dale zahrnuje kroky: (a) sniZovani teploty v lyofilizaéni komofe na teplotu nejméné
asi —45 °C; (b) zvySovani teploty v lyofilizaéni komofe na hodnotu mezi asi —15a-25°C a
nasledné (c) sniZovani teploty v lyofiliza¢ni komofe na teplotu nejméné asi 45 °C. V tomto
postupu je vyhodné, je-li teplota v komofe sniZovana nebo zvy$ovana v rozmezi mezi 0,5 a
1,0 °C za minutu. V kroku (a) je teplota udrZzovana vyhodné po dobu 1 hodiny a je snizovana na
teplotu asi ~55 °C. V kroku (b) je teplota udrzovana vyhodn& mezi —15 a —25 °C po dobu 1 az 3
hodiny a vyhodné&ji je-li teplota —22 °C, a teplota v kroku (c) je vyhodné udrzovana po dobu 1
hodiny. Preferovana kompozice faktoru VIII pouZitého v tomto postupu obsahuje mezi 4 % a
10 hmotn./obj. % Cinidla vybraného ze skupiny sestavajici z mannitolu, glycinu a alaninu a dale
obsahuje mezi | % a 4 hmotn./obj. % ¢&inidla vybraného ze skupiny sestavajici ze sachardzy,
trehalozy, rafindzy a argininu. Dale kompozice faktoru VIII pouZitd v tomto postupu také obsa-
huje mezi 100 a 300 mM NaCl.

Podrobny popis vyndlezu

Definice

Jak zde bude pouzivano, terminy uvedené niZe a jejich obmény jsou definovany nasledovné,
neni-li uvedeno jinak:

Faktor VIII — molekula faktoru VIII se vyskytuje pfirozené a v terapeutickych piipravcich jako
heterogenni distributor polypeptidii vznikajicich jako produkt jednoho genu (viz, napf. Andersson
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 2979-2983, kvéten 1986). Termin ., faktor VIII“, jak bude
dile pouzivano, se vztahuje na viechny takové polypeptidy, at’ uZ odvozené z krevni plazmy
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nebo produkované za pouZiti techniky rekombinantni DNA. Pfiklady komeréné dostupnych
terapeutickych pfipravki obsahujicich faktor VIII, zahrnuji pfipravky prodavané pod obchodnimi
nazvy HEMOFIL M a RECOMBINATE (patiici firmé Baxter Healthcare Corporation, Deerfield,
Illinois, U.S.A.). Dalsi pfipravky v soucasném vyvoji obsahuji jednoduchou subpopulaci molekul
faktoru VIII, ktera postrada ¢ast domény B molekuly.

Mezinarodni jednotka, [U-Intemational Unit nebo IU, je jednotka méfeni aktivity srazlivosti krve
(W&innosti) faktoru VIII, métrena standardnimi testy, jako jsou nasledujici:

Jednostupiiovy test. Jednostupriové testy jsou odbornikim znamé, takovym testem je napf. test
popsany v Lee, Martin L, et al.,, An Effect of Predilution on Potency Assays of Factor VIII
Concentrates, Thrombosis Research {Pergamon Press Ltd.) 30, 511-519(1983).

Chromogenni test. Chromogenni testy mohou byt k zakoupeni, jako napf. Coatest Factor VIII,
dostupny od firmy Chromogenix AB, Molndal, Svédsko.

Zihani — termin ,,zihani“ miiZe byt pouZit jako oznaceni kroku v lyofiliza&nim postupu pro farma-
ceutické pfipravky podstupujici lyofilizaci, pfednostné pro sublimadni suSeni pfipravk, pii kte-
rém je teplota pfipravku zvy$ena z nizké teploty na vy$si a poté, po urcitém ase opét sniZena.

Objemové ¢&inidlo — pro Gdely této patentové pfihladky jsou objemova Cinidla takové chemické
latky, které zajisti strukturu ,kolace* nebo tvofi zbytkovou pevnou hmotu farmaceutickych pii-
pravki po jejich lyofilizaci a chrani je pred rozpadem. Objemova &inidla schopna krystalizovat,
Jsou minéna objemova ¢inidla popsana v piihladce, ktera mohou krystalizovat béhem lyofilizace,
jinak nez chlorid sodny. HES neni zahrnut v této skupiné krystalizovatelnych objemovych
éinidel.

Sublima¢ni su$eni, mrazeni, lyofilizace — termin ,,sublimaéni suseni, pokud neni v textu uvede-
no jinak, se pouZiva pro oznaceni &asti lyofilizaéniho postupu, ve které se teplota farma-
ceutickych pfipravki zvy3uje za GEelem odstranéni vody z téchto pfipravki. Termin ,,mrazici“
kroky lyofilizagniho postupu jsou ty kroky, které se objevuji hlavné pfed stavem lyofilizace.
Termin ,lyofilizace®, neni-li uvedeno jinak, se vztahuje na cely lyofilizaéni postup, ktery
zahrnuje jak mrazici kroky, tak kroky sublimaéniho suseni.

Neni-li poznamenano jinak, terminy v procentech vyjadiuji hmotnostni/objemova procenta a
teploty jsou ve stupnich Celsia.

Slozeni komponent

Kompozice faktoru VIII tohoto vynalezu zahmuji objemova &inidla, stabilizatory, pufrovaci
&inidla, chlorid sodny, vapenaté soli a vyhodné daldi vehikula. Tato vehikula jsou vybrana za
utelem maximalizovat stabilitu faktoru VIII v iyofilizovanych pfipraveich. Stejné tak jsou
kompozice faktoru VIIT podle piedkladaného vynalezu stabilni v tekutém stavu.

Objemova &inidla pouzita v pfedkladanych formulacich, ktera tvofi krystalickou ¢ast lyofilizo-
vaného produktu (kromé pfipadu HES), jsou vybrana ze skupiny sestivajici z mannitolu, glycinu,
alaninu a hydroxyethylovaného skrobu (HES). Mannitol, glycin nebo alanin jsou pfitomny v
mnozstvi 4 az 10 %, vyhodné 6 az9 %, a vyhodnéji asi 8 %. Je—li pouzit HES jako objemové
ginidlo, je ptitomen v mnozstvi 2 az 6 %, vyhodné 3 az 5 %, a vyhodnéji asi 4 %.

Stabilizatory pouzité ve formulacich podle vynalezu jsou vybrany ze skupiny sestavajici z sacha-
rozy, trehalozy, rafindzy a argininu. Tato ¢inidla jsou ve formulacich podle tohoto vynalezu pii-
tomna v mnoZstvi mezi 1 az 4 %, vyhodné 2 az 3 %, vyhodné&ji asi 2 %. Sorbitol a glycerol byly
ohodnoceny jako mozné stabilizatory, ale jejich stabilizaéni schopnosti v tomto vynalezu byly
nedostadujici. Chlorid sodny je v tomto vyndlezu pfitomen v mnoZstvi 100 az 300 mM, vyhodné
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i 150 az 50 mM a vyhodnéji asi 225 mM. V jednom provedeni soucasného vynalezu miize byt
‘ chlorid sodny pouZit bez vy3e uvedenych objemovych &inidel, pfitemz by byl pfitomen v mnoz-
stvi mezi 300 a 500 mM NaCl, vyhodné 350 az 450 mM NaCl a vyhodnéji asi 400 mM NaCl.

5 Déle jsou v téchto piipravcich pufrovaci &inidla, jelikoZ se ma za to, ze molekula faktoru VI
miiZe byt nepfiznivé poskozena zménou pH béhem lyofilizace. Hodnota pH by méla byt v priibé-
hu lyofilizace udrzovana v rozmezi hodnot 6 az 8 a vyhodnéji asi hodnoty pH 7. Pufrovaci
¢inidla mohou byt fyziologicky akceptovatelné chemické latky nebo kombinace chemickych
latek, které maji schopnost fungovat jako pufry. Jsou to histidin, Tris, BIS-Tris Propan, PIPES,

10 MOPS, HEPES, MES a ACES. Kompletni chemické pojmenoviéni téchto pufrovacich ginidel je
uvedeno nize v tabulce 1. Standardni koncentrace pouZitych pufrovacich &inidel je 10 az 50 mM.
Je—li v pfipravcich pouzit histidin, jsou pouZity koncentrace pies 20 mM a vyhodné asi 25 mM.
Pouziva se samotny nebo v kombinaci s dal$imi pufrovacimi &inidly jako je Tris. Obzvlasté je
histidin preferovan pro kompozice tohoto vynalezu, jak se podrobné popisuje nize.

Tabulka 1 — Pufrovaci ¢inidla

Tris tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

BIS-Tris Propan 1,3-bis-[tris-(hydroxy-methyl)methylamino]-propan
PIPES piperazin-N,N'-bis-(2-ethansulfonova kyselina)

MOPS 3-(N-morpholino)propansulfonova kyselina

HEPES N-2-hydroxyethyl-piperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
MES 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina

ACES N-2-acetamido-2-aminoethansulfonova kyselina

Za utelem zachovini aktivity faktoru ViII tohoto vynalezu, je dileité, aby formulace obsahova-
20 ly vapnik nebo jiné dvojmocné kationy, které jsou schopné interagovat s faktorem VIII a
udrZovat tak jeho aktivitu, pravdépodobné spojovanim tézkych a lehkych fetézct faktoru VIII.
Lze pouZit koncentraci mezi 1 a 5 mM vapenaté soli, vvhodné 3 az 4 mM a vyhodnéji asi 4 mM.
Preferovana vapenata sil je chiorid vapenaty, ale mohou byt pouzity i jiné vapenaté soli glukonat
vapenaty, glubionat vipenaty nebo gluceptat vapenaty.
25
Kompozice faktoru VI také vyhodné obsahuji povrchové aktivni latky, vyhodné v mnozstvi
0.1 % nebo méné, nebo vyhodnéji v mnozstvi asi 0,03 %. Povrchové aktivni latky mohou byt
vybrany ze skupiny sestavajici z polysorbatu 20, polysorbatu 80, pluronickych polyold a Brij 35
(polyoxyethylen 23 lauryl ether). Jsou dostupné n&které druhy pluronickych polyold (prodavané
30 pod obchodnim ndzvem Pluronic, vyrobené firmou BASF Wyandotte Corporation). Tyto polyoly
riznych molekulovych hmotnosti (od 1000 do 16 000) a s odlisnymi fyzikaln&chemickymi vlast-
nostmi jsou pouzity jako povrchové aktivni latky. Pluronic F-38 s molekuldmi hmotnosti 5000 a
Pluronic F—68, molekularni hmotnost 9000, obsahuji 80 % (hmotnostnich) hydrofilnich polyoxy-
cthylenovych skupin a 20 % hydrofobnich polyoxypropylenovych skupin, Tween—80, komeréni
3s polysorbit, je pouzivan v téchto pFipraveich, zvlasté pak rostlinny Tween—80.

Formulace faktoru VIII tohoto vyndlezu zahrnuji také antioxidanty. Zjistilo se, Ze pfidanim
antioxidantti do lyofilizovanych pFipravki tohoto vyndlezu se zvy3uje stabilita t&chto pfipravkd, a
tim také jejich Zivotnost. Pouzité antioxidanty musi byt vhodné pro pouziti ve farmaceutickych

40 pripravcich a krom¢ toho jsou vyhodné rozpustné ve vodé. Jsou—li do pripravkd pfidivany anti-
oxidanty, preferuje se jejich pfidani tésné pfed lyofilizaci, &imz se zamezi spontanni oxidaci
antioxidantl. V tabulce 2 jsou vhodné antioxidanty, které jsou komer&né dostupné ptes spoleg-
nosti jako je Calbiochem a Sigma.
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Tabulka 2—Antioxydanty

N-acetyl-L-cystein/Homocystein

Glutathion

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox)

Lipoova kyselina
Methionin

Thiosulfat sodny

Platina

Glycin-glycin-histidin (tripeptid)
Butylovany hydroxytoluen (BHT)

Ze zminénych antioxidanti je vyhodny glutathion. Koncentrace asi 0,05 mg/ml az do asi
1,0 mg/ml zvysuji stabilitu kompozici faktoru VIII a ma se za to, Zze i vyssi koncentrace by také
mohly byt G¢inné (do okamziku jakychkoliv toxickych projevii nebo nepfiznivych jevi, jako je
napt. snizeni teploty pfemény skla lyofilizovanych produkti). Je zjisténo, ze zvlasté kombinace
histidinu a glutathionu ma prospé$ny vliv na stabilitu kompozici faktoru VIIl. Histidin pouzity-
jako pufr, mizZe také plisobit jako chelator kovi. Inaktivace faktoru VI1II je do znaéné miry zpii-
sobena kovy indukovanou oxidaci, histidin tedy mize stabilizovat faktor VIII vazdnim oxidag-
nich kovovych iontd. M4 se za to, Ze navazanim téchto kovovych iontd glutathion (nebo jaky-
koliv jiny pfitomny antioxidant) zajisti ochranu proti dalsi oxidaci, protoZze oxidaéni G¢inek
kovovych iontd vazanych histidinem byl potlacen.

V kompozicich tohoto vynilezu mohou byt také pouzita jina chelataéni ¢inidla. Tato ¢inidla pred-
nostné vazou kovy jako jsou méd’ a Zelezo s vEtii afinitou nez vapnik, je-li v kompozici pouzita
vapenata stl. Jednim takovym chelatorem je deferoxamin, ktery usnadiluje odstranéni Al++ a
Zeleza. Deferoxaminmesylat, CysHieNsOy*CH,058, je mozZné ziskat od firmy Sigma (Sigma
Prod. No. D9533). Je to chelator hliniku a Zeleza (II), ktery vaZe pouze Zelezo (jako 1:1]
chelataéni komplex) v oxida¢nim stavu 3+, nikoliv v oxidanim stavu 2+, ale miize také vazat
ionty manganu a jinych kovii. Deferoxamin miize byt pouZit vyhodn& v mnozstvi 0,25 mg/I.

Faktor VIIT pouzity v kompozicich tohoto vynalezu maZe byt bud’ velice ¢isty faktor VIII z lids-
ké plazmy, nebo vyhodnéji faktor VI vytvofeny rekombinantni technikou. Rekombinantni fak-
tor VIII midZe byt produktem bunék vajeéniku ¢inského kiecka (CHO) transfektovanych s vekto-
rem, ktery nese seckvenci DNA koédujici molekulu faktoru VIII. Metody pfipravy transfektnich
CHO bunék popisuje Toole, Jr, mimo jiné, v patentu US4 757 006, ale alternativni metody jsou
odbornikim také zndmé (viz. napt. patent US 4 868 112, také od Tooleho, Jr. a PCT mezinarodni
patentova piihlaska WO-A 91/09122). Metody pouziti pro kultury bunék CHO k produkei
faktoru VI jsou odbornikiim také znamé, napf. evropska patentova pithlaska EP 0 362 218 pro
Genetics Institute, nazvana ,,VylepSena metoda produkce faktoru VII: proteiny typu — C*.
Rekombinantni faktor VIII viak maze byt produkovan i jinymi buiikami, jako jsou napf. bufiky
ledvin malého kfe¢ka (BHK). Samotna molekula faktoru VIII, je-li pfipravena rekombinantné,

maze byt bud’ cela molekula faktoru VIII, nebo jen jeji &ast, jako napf. B doména molekuly
faktoru VIII,

Zatimco kompozice faktoru VIII popsané v této patentové pfihlasce mohou byt lyofilizovany a
roziedény v danych koncentracich, odbornikiim v oboru je zfejmé, Ze tyto pfipravky mohou byt
zfedény na ziedénéjsi formu. Nap¥. pfipravek podle tohoto vynalezu, ktery je normalné lyofili-
zovan a/nebo roziedén v 2 ml roztoku, mize byt také roziedén ve vétiim mnozstvi, napf. v 5 ml.
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Toto fedéni je zvlasté vhodné pii pfimé aplikaci pfipravku faktoru VIII pacientovi, nicméné
vtomto pfipadé faktor VI neztraci svou aktivitu tak rychle, jako je tomu ve zfedéngjSich
roztocich faktoru VIII.

5 Formulace a provedeni lyofilizace

Za ¢elem dosaZeni maximalni stability jsou kompozice faktoru VIII tohoto vynalezu lyofili-
zovany. B€hem lyofilizace je faktor VIII pfeménén z vodné faze na amorfni pevnou fazi, ¢imz je
protein chranén pied chemickou a/nebo konformalni nestabilitou. Lyofilizované piipravky
obsahuji nejen amorfni faze, ale i slozky, které krystalizuji béhem lyofilizace. Zdmérem je rychlé

10 probéhnuti lyofilizace kompozice faktoru VIII a utvofeni co nejlepiiho kolade (tzn. kolage, ktery
Jje co nejméné smritény ze stran kontejneru, ve kterém byl lyofilizovan). V piipraveich tohoto
vyndlezu jsou obsazeny stabilizitory, které existuji zejména v amorfni fazi lyofilizovaného pro-
duktu, zatimco objemova Cinidla (kromé& HES) krystalizuji b&hem mrazeni.

15 Jak faktor VIII, tak stabilizator jsou rozptyleny v amorfni fazi lyofilizovaného kolage. Hmota
stabilizatoru je také srovnatelna s dal¥imi vehikuly v amorfni formé. Dale vyhodna teplota zdanli-
vé ptemény skla (Tg") amorfni féze je relativné vysoka b&hem sublimaéniho sudeni a vyhodna
teplota premény skla (Tg) pevné laky je rovnéZ vysokd b&hem skladovani. Bylo zjiiténo, Ze
krystalizace chloridu sodného v produktu je 2adouci, dokud amorfni chlorid sodny nepotladi Tg’

20 amorfni faze.

Za acelem vyhnout se zborceni kolace jednotlivych kompozic, se prvni sudeni provadi pii teploté
produktu, ktera je nizsi nez teplota zdanlivého pfechodu skla zmrazeného koncentratu. Prodlou-
zeni doby suseni miZe byt také pozadovano pro kompenzaci sniZeni Tg'. Daldi informace o
25 lyofilizaci je moZné nalézt v Carpenter, J. F. a Chang, B. S., Lyophilization of Protein
Pharmaceuticals, Biotechnology and Biopharmaceutical Manufacturing, Processing and
Preservation, K. E. Avis and V. L. Wu, eds. (Buffalo Grove, IL: Interpharm Press, Inc.), pp. 199-

264 (1996).

30
Piiklady provedeni vynalezu
Priklad 1

35

Utinky koncentrace faktoru VIII a piidavku stabilizatoru na regeneraci faktoru VIII byly

predmétem nékolika studii. Tyto studie byly provedeny za pouZiti mannitolu jake modelového

objemového Cinidla a sachardzy jako modelového stabilizétoru. V téchto studiich byly zkouméany

tfi vzorky popsané nize v tabulce 3. Viechny studované vzorky obsahovaly 10 mM Tris, 200 mM
40 NaCl, 8 % mannitolu, 4 mM CaCl, a 0,02 % Tween—80 a byly méFeny pfi pH 7,0.

43

Tabulka 3
Vzorek 1.D. Pocatetni faktor VIII (IU/ml) |Sacharoza %
IA 600 -
IB 60 -
IC 60 2

Tyto vzorky byly lyofilizovany cyklem sublimaéniho sudeni, popsanym v tabulce 4 niZe, za (¢e-
lem udrzeni teploty produktu pod teplotou zdanlivé ptemény skla (Tg"). Diferencialni kalori-
metrické sniméni (DSC) uréilo pfeménu pfi pfiblizné —40 °C ve sloZeni obsahujicim mannitol. Za
acelem udrzet teplotu produktu pod touto hranici byla limitni teplota béhem prvniho sudeni
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nastavena na -32 °C. Prvni sudeni za téchto podminek probihalo po dobu 55 hodin a celkova
doba cyklu byla asi 80 hodin.

Tabulka 4

Metody Popis

I Zchladit na +5 °C

(mrazeni) Zchladit na —5 °C pfi 1 °C/minutu,udrZet po dobu 20 minut;
Zchladit na -20°C £ 5 °C pfi 1°C/minuty, udrZzet po dobu 1
hodiny (do 3 hodin),
Zchladit na-45 °C p#i 0,5 °C/minutu,udrZet po dobu 1 hodiny,

I Mrazeni metodou 1
UdrZet pfi -35 °C po dobu 48 hodin

11 Mrazeni metodou I

UdrZet pfi -35 °C po dobu 48 hodin

UdrZzet pii -20 °C po dobu 48 hodin

v PodloZka teplota —32 °C b&hem prvniho suseni po dobu asi 55
{sublimaéni sueni) | hodin (do 100 hodin)

Produkt < -40 °C béhem prvniho sugeni;

Pokles z -32 °C na +40 °C pfi 0,2 °C/minutu;

Podlozka teplota +40 °C b&hem druhého sudeni po dobu 3 hodiny.

Aktivita faktoru VIII téchto vzorki, ur@end pomoci jednostupfiového testu, byla porovnavana
s kontrolnim vzorkem udrzovanym pii —45 °C. Vysledky testu jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5

Proces % ztraty aktivity faktoru VII! b&hem kaZdého z kroki

Metoda
Formulace 1A Formulace IB Formulace IC
(600 IU/ml) (60 IU/ml) (60 IUml, 2 %

sacharosy)

1 6,7 37,5 41,7

1 2,0 9,3 3,9

M1 7,3 11,6 5,0

v 20,0 24,2 18,3

(Iyofilizace)

Tyto vysledky ukazuji na to, Ze koncentrace proteinu ma vliv na regeneraci faktoru VIII béhem
mrazeni. Formulace obsahujici 60 [U/ml ztrati béhem mraziciho kroku piiblizné 37 az42 % z
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pocatecni aktivity faktoru VIII, zatimco formulace obsahujici 600 1U/ml ztrati 6,7 % aktivity

faktoru VIII. Tyto vysledky ukazuji, Ze vy%§i koncentrace proteinu ma ochranny efekt b&hem

mrazeni. ACkoliv sachardéza vykazuje urditou ochranu faktoru VIII béhem stiedni teploty stejné

dobie jako béhem sublimaéniho sufeni, jeji schopnost ochrany se ztraci b&éhem poéateéniho
] mraziciho kroku,

Piiklad 2

10 Nasleduje vylep3eni lyofilizatniho postupu naznageného v ptikladu 1 a déle optimalizace tohoto
postupu. Zjistilo se, ze lyofilizované kompozice, které vyssi teplotu pfemény skla (a teoreticky
lep3i stabilitu faktoru VIHI) mohou byt vytvafeny: (1) snizenim poéateéni mrazici teploty na —
45 °C nebo niz3i (jako napf. snizenim teploty na —50 nebo -55 °C); (2) zvySenim teploty na —
20 nebo —22 °C (5 °C) a potom (3) opétnym snizenim teploty na —45 °C nebo niz3i. Teplota je

15 sniZovédna nebo zvy$ovéna podle potieby o 0,5 aZasi 1,0 °C za minutu. V okam#iku dosaZeni
pozadované teploty se kompozice udrzuje pfi této teploté po dobu mezi 1 a 3 hodinami. Tento
vylepdeny mrazici cyklus je popsan v tabulce 6.

Tabulka 6

Mrazici metoda | Popis

I Zchladit na +5 °C

Zchladit na -5 °C pfi 05221 °C/minutu, udrZet po dobu 20 minut;
Zchladit na teplotu mezi  -55 a -45 °C pfi 0,5 a2 1°C/minutu,

‘ udrzet po dobu asi 1 hodiny;

Oh¥at na -22 °C (25 °C)pii0,5az 1 °C/ minutu, udrZet po dobu 1 az
1 3 hodiny;

Zchladit na -45 °C pfi0,5az 1 °C/minutu, udrZet po dobu asi 1

hodiny.

20

Pokud neni uvedeno jinak, teploty uvedené v tomto p¥iklad® a v dalsich piikladech se vztahuji na

teplotu podloZky v lyofilizéru a nikoliv na teplotu produktu per se. Nasleduje vylep$eny mrazici

cyklus, zbytek lyofilizaniho procesu miZe byt proveden jak bylo naznadeno vy3e v pfikladu 1,
25 nebo jak zde bude dale popséano, nebo podle stanoveni odbornikii v oboru.

Tento lyofiliza¢ni postup je zejména vhodny pro formulace, které obsahuji glycin, jakoZto obje-
mové ¢inidlo, a také pro formulace obsahujici mannitol. Dale se m4 za to, Ze je pouZitelny i pro
formulace tohoto vynalezu, které obsahuji jina objemova éinidla.

30

Ptiklad 3

Ma se za to, Zze pro tvorbu sublimaéné sufeného produktu s akceptovatelnym vzhledem kolace a

35 teplotou pfemény skla, je potfeba, aby objemova ¢inidla lyofilizovanych farmaceutickych
pfipravki, které obsahuji chlorid sodny, jako napf. glycin nebo mannitol, krystalizovala. Proto
byl vypracovan vylepSeny lyofilizagni postup pro krystalizaci objemovych &inidel.
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Tabulka 7a — Mrazici kroky

Krok Teplota Doba trvani kroku
Pog&ateéni mrazeni -40°C nebo méné 1 hodina
Prvni Zihani mezi -23°Ca-27°C 3 hodiny
Druhé mrazeni -55°C 1 hedina
Druhé Zihani -36°C 4 hodiny
Tteti mrazeni -50°C 1 hodina

Tabulka 7b — Kroky sublimag&niho su3eni

Krok Teplota Doba trvani kroku
Prvni sudeni -35°C do 100 hodin
Druhé sudeni: prvni krok 40°C 3 hodiny

Druhé sudeni: druhy krok 45°C 3 hodiny

Druhé sufeni: tfeti krok 50°C 3 hodiny

Zmény teplot mrazicich krokil jsou provadény v rozmezi 0,5 °C/minutu a 1°C /minutu. Oviem
ma se za to, Ze i kroky del8iho trvani by mohly byt efektivni.

Pred prvnim mrazicim krokem je tfeba udrzet teplotu mezi asi 2 a 8 °C po dobu asi jedné hodiny,
aby viechny nadobky mély pfiblizné stejnou teplotu. Poté je lyofilizér zchlazen na teplotu -5 °C.
Prvni lyofilizaéni krok by mél byt provadén p#i teploté niz$i nez —30 °C, vyhodné pod 35 °C, a
vyhodnéji asi —40 °C. Poté nasleduje prvni zihaci krok, ktery se provadi pfi teploté mezi —30 a
=19 °C, vyhodné&ji bud’ mezi —25a-28 °C (je— li pouzit glycin jako objemové &inidlo) nebo,
mezi -21 a—24 °C (je-li pouZit mannitol jako objemové ¢&inidlo), a nejvyhodngji pfi teploté
~23 a 26 °C. Pti téchto teplotich by méla objemova Cinidla alespoii &aste&né krystalizovat. Nizsi
stupefi, asi ~27 °C, viak neni doporucovan zejména pro formulace obsahujici mannitol a arginin,
Tento krok trva po dobu asi 3 hodin.

Nasleduje prvni zihaci krok, teplota se snizi na teplotu nizsi nez asi —50 °C a vyhodnéji az na
—55 °C a niZe, po dobu asi | hodiny. Pfi této teploté chlorid sodny v pfipraveich vytvaii zarodky.

Béhem druhého zihaciho kroku se teplota farmaceutického pfipravku zvyS$i na teplotu mezi —30 a
=39 °C, vyhodna teplota pro kompozice obsahujici mannitol je —33 °C a pro kompozice obsa-
hujici glycin je tato teplota —36 °C. Pfi této teploté by mély, alespori ¢astecné, rist krystaly NaCl.
Tento krok probiha po dobu asi 4 hodin. Poté je teplota v lyofilizéru sniZena na —50 °C, vyhodné
na dobu asi | hodiny, ¢imZ se sniZi teplota pfipravkii.

V nasledujicich krocich sublimagniho sudeni se méni teplota o hodnoty 0,1 °C/minutu a
0,5 °C/minutu. Po zredukovani tlaku na asi 8,66 Pa (65 mTorr) se teplota zvysi na -32 az -35 °C
pro prvni suseni. Pfi této teploté sublimuji ledové krystaly v pfipravcich. Tento krok trva do 100
hodin, nebo do doby dokud vétsina ledu nevysublimuje z pripravki. Okamzik, ve kterém vétsina
ledu vysublimovala se da urit napf. senzorem bodu oroseni, ktery indikuje konec sublimace
poklesem kiivky (inflexni boed).

Nasleduje prvni sueni, pfi kterém se teplota zvysi na +40°C, vyhodné p#i hodnotach
0,2 °C/minutu, ¢imz se zapo¢ne druhé suseni pro odstranéni vody z ptipravku. Tuto teplotu je
vyhodné udrzovat po dobu asi 3 hodin. V druhém a tfetim sudeni nasledujicim po prvnim kroku
se teplota zvysi na teplotu asi +45 °C na dobu asi 3 hodin, a poté na teplotu asi +50 °C na dobu 3

- 10 -
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hodiny a vice. Timto se zredukuje vlhkost lyofiliza¢niho kolia¢e na hodnotu mensi nez 2 %
(hmotn/hmotn).

Priklad 4

Dalsi studie byly provadény pro zjisténi specifického efektu histidinu na lyofilizované kompozice
faktoru VIII, které obsahovaly glycin nebo mannitol jako objemové &inidlo. Pro detekei krystali-
zace téchto objemovych inidel béhem mrazeni byl pouZit nevratny tepelny tok (Modulated DSC,
mDSC). Jak teplota krystalizace tak celkové teplo byly ureny z krystaliza¢ni exotermy. Uréeny
eutekticky bod tani endotermy NaCl b&hem ohfivani byl pouZit pro uréeni krystalizace NaCl.
Pomoci mDSC a pouzitim signalu celkového tepelného toku bylo urdeno prodlouZeni krystaliza-
ce jako pomér entalpie tani pfipravku a entalpie tani &istého roztoku NaCl. Déile byla provedena
rentgenova difrakéni analyza za uicelem odhadnout krystalizaci v lyofilizovanych ptipravcich.

Zatimco koncentrace histidinu mensi nez 20 mM nema zisadni vliv na krystalizaci glycinu, .
koncentrace 50 nM histidinu redukuje rozsah krystalizace glycinu. Béhem mrazeni formulaci,
které obsahuji glycin nebyly pozorovany definované krystalizaéni exotermy NaCl. Avsak, endo-
termy eutektického tani béhem zahiivani ukazuji, Ze NaCl krystalizovala (>50 %) po mrazeni p¥i
teploté niz§i nez —50 °C a Zihani pfi —30 az 35 a —40 °C. Zahrnuti 50 mM histidinu do pripravki
obsahujicich glycin zpomaluje krystalizaci NaCl. Nasledkem toho je trojndsobné prodlouZeni
doby zihani, aby bylo dosaZeno ekvivalentni krystaliénosti.

Avsak vliv 20 mM histidinu na krystalizaci NaCl ve formulacich obsahujicich glycin byl mini-
malni. Pomoci studii sublimaéniho sufeni bylo zjist#no, Ze ve formulacich glycinu obsahujicich
50 mM histidinu, se vyskytuje viditelné zborceni lyofilizovaného kolage. Data ziskana rentgeno-
vou pragkovou difrakéni analyzou dokazuji sniZeni krystalizace NaCl ve vzorcich, které obsahuji
histidin. V piipravcich, které obsahuji mannitol, krystalizuje obvykle 83 az 90 % chloridu sodné-
ho, bez potfeby Zihani, b&hem mrazeni pfi teplotach mezi —40 a —50 °C. Zatimco zahrnuti 20 mM
histidinu do pfipravki potlaguje krystalizaci NaCl béhem mrazeni, vysledkem Zihani je piiblizné
40% krystalizace NaCl.

Proto v pFipravcich obsahujicich objemova Cinidla jako glycin a mannitol, a NaCl, miZe pfidavek
histidinu sniZovat rozsah krystalizace NaCl. Ackoliv toto miiZze vést k poniceni kolace utvofe-
ného b&hem lyofilizace, pouziti relativné nizké koncentrace histidinu mize v pfipraveich tento
efekt zmirnit. Nicméné pfijatelny kolac byl vytvoren i s koncentracemi histidinu 35 a 50 mM.
Histidin mizZe byt také pfidan do HEPES, jako objemové &inidlo v pfipraveich, které obsahuji
glycin nebo mannitol. PouZiti HEPES sniZuje Tg" ve vétSim rozsahu nez obdobné mnozstvi
histidinu.

Priklad §

Piedmétem dal3ich studii bylo méfeni fyzikalnich charakteristik nékolika moZnych formulaci
faktoru VIII, které zahrnuji sedm stabilizator pfichazejicich v ivahu a pét objemovych Cinidel.
Kromé objemového &inidla a stabilizatoru, viechny formulace uvedené v tabulce 8 niZe (kromé
formulace 11) obsahuji 10 mM Tris*HCI, 200 mM NacCl, 0,02% Tween—80,4 mM CaCl, a pfi pH
7,0. Formulace 11 obsahuje 10 mM TrissHCI, 0,02% Tween—80, a 4 mM CaCl,, také pfi pH 7,0.
Vsechna pH méfeni byla provadéna pfi teploté okoli.
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Tabulka 8
Vzorek 1.D. Objemové &inidlo Stabilizator proteinu
t 8% Mannitol 2%6 Sacharosa
2 8% Mannitol 2% Trehalosa
3 8% Mannitol 2% Rafinosa
4 8% Mannitol 2% Arginin
5 8% Mannitol 2% Lysin
6 8% Mannitol 2% Sorbitol
7 8% Mannitol 2% Glycerol
8 4% Hydroxyethylovany $krob | 2% Sacharosa
9 8% Glycin 2% Sacharosa
10 8% Glycin 2% Trehalosa
11 400 mM NaCl 2% Sacharosa
12 8% Alanin 2% Sacharosa

Pro pfeduréeni chovani b&hem sublimaéniho sufeni byly méfeny teplota zborceni, pomoci
sublima¢niho mikroskopu, a termalni pfemény pomoci DSC. DSC, rentgenova praskova difraké-
ni analyza a polarizaéni mikroskop byly také pouZity pro uréeni krystali€nosti lyofilizovanych
vzorkil. Byly také hodnoceny vzhled a rekonstituéni ¢as vzorkd. Vysledky vsech méfeni jsou
shrouty dale v tabulce 9.

Tabulka 9
Vzorek 1.D. | Tpe (°C) | Tc (°C) | T (°C) |Rekonstituce | Obsah vody { Vzhled
(s) (%e)

1 -14 -10 54 64 n/c Vynikajici

2 -20 -15 53 62 1,4 TéméF zborceny

3 -15 -10 54 77 1,7 Vynikajici

4 - - - - - Casteéné
zborceny

5 - - - - - 4 Zborceny

6 n/c n/c <10°C (63 0,6 Vynikajici

7 - - <10°C |- - Vynikajici

8 - - 86 49 0,7 Vynikajici, ale
po stranach tenky

9 - - 54 22 0,8 Vynikajici

10 - - 63 18 - Vynikajici

11 - - 66 1t 0.4 Vynikajict
(vrstva na dné)

12 - - - 57 0,5 Vynikajici

-12.




20

CZ 300547 B6

Sorbitol a glycerol maji pfeménu skla p¥i <10 °C. DSC neméii teploty v tomto rozsahu

n/c = neni Cisty

Tpe = teplota ¢asteCného zborceni, mérena sublimaénim mikroskopem
T, =teplota uplné¢ho zborceni, méfena sublima¢nim mikroskopem

T, = teplota pfemény skla

S vyjimkou mannitolu:lysinu, maji viechny formulace pfiméfeny fyzikalni vzhled. Lysin zne-
snadfiuje krystalizaci jak mannitolu tak glycinu, coZ ma za nasledek sniZeni teploty pfemény skla
a zborceni lyofilizovaného kolace.

Priklad 6

Kompozice faktoru VIII popsané v tabulce 8 vyse, byly skladovany p#i —70, 25, 40 a 50 °C po
dobu raznych Casovych (sekd, ¢imz byla ovéfovana jepich stabilita. Stupné aktivity faktoru VIII
byly méfeny po 2 tydnech, 1 mésici, 2 mésicich a 3 mésicich, viechny vysledky jsou shrnuty
v tabulce 10 niZe. Dva vzorky, prvni obsahujici mannitol jako objemové &inidlo a sorbitol jako
stabilizator, a druhy obsahujici mannitol jako objemové &inidlo a glycerol jako stabilizator, vyka-
zovaly nizkou stabilitu. Viechny zbyvajici formulace vykazovaly schopnost stabilizovat faktor
VIII,

Tabulka 10

Popis sloZeni Teplota podatedni % v mésicich

8]
0 0,5 1 2 3

Glycin:Sacharéza |-70 100,00 97,43 101,71 99,89 97,97
25 100,00 85.44
40 100,00 79,87 71,52 63,06
50 100,00 76,34 67,99 52,14 47,64

Glycin:Trehal6za | -70 100,00 89,22 96,00 95,90 94,64
25 100,00 83,17
40 100,00 79,93 72,42 68,03
50 100,00 80,97 64,28 57,60 50,92

Mannitol: Trehaléza | -70 100,00 91,32 97,72 96,10 98,26
25 100,00 85,79
40 100,00 82,54 70,72 59,44
50 100,00 66,16 65,51 48,81 52,06

Mannitol:Sacharéza |-70 100,00 100,45 |100,56 105,47 (99,22
25 100,00 87,04
40 100,00 85,59 80,78 55,42
50 100,00 81,68 75,53 57,88 43,46

Mannitol: Arginin  |-70 100,00 102,26 105,53 103,72 {105,08
25 100,00 95,15
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40 100,00 91,53 80,93 69,19

50 100,00 82,28 68,06 56,32 45,94
Mannitol:Rafinéza |-70 100,00 93,88 98,41 100,68 (103,62

25 100,00 83,13

40 100,00 81,09 73,61 67,16

50 100,00 71,69 68,52 54,25 47,11
Mannitol:Glycerol {-70

25

40

50
Mannitol:Sorbitol  1-70 100,00 104,06

25 100,00

40 100,00

50 100,00 32,73
HES:Sachardza -70 100,00 102,74 103,03 100,90

25 100,00

40 100,00 76,89 77,47

50 100,00 71,47 67,40 30,02
NaCl:Sachar6za -70 100,00 88,54 88,44 95,58

25 100,00

40 100,00 71,56 58,30

50 100,00 52,71 37,90 30,34
Alanin:Sacharéza |-70 100,00 109,78 | 109,67 108,96

25 100,00

40 100,00 92,99 73,03

50 100,00 83,25 74,91 57,65
Glycin:Rafinéza -70 100,00 111,57 114,51 105,25

25 100,00

40 100,00 89,20 82,10

50 100,00 93,21 72,22 53,24
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Pfiklad 7

Na zdkladé informaci dosaZenych b&hem studii popsanych v ptikladech 5 a 6, bylo rozhodnuto,
e formulace piichazejici v iivahu, které maji vehikula popsana v tabulce 11 niZe, budou vyvijeny

CZ 300547 B6

dale.

Tabulka 11
Vehikulum Koncentrace
mannitol nebo glycin 6 az 9%
arginin nebo trehaléza 1 az 3%
tween 80 0,005 az 0,04%
NaCl 200 a2 250 mM
CaCl; 3 a2z 5 mM
TRIS 20 az30 mM
histidin nebo HEPES 10 az 50 mM
glutathion 0,15 a2 0,25 mg/ml

Na zikladé parametrd byly vyvinuty nasledujici specifické formulace:

Tabulka 12
Formulace &.1 Formulace €.2 Formulace &.3
10 mM HEPES 1¢ mM HEPES 10 mM HEPES
20 mM Tris 20 mM Tris 20 mM Tris
225 mM NacCl 225 mM NaCl 225 mM NaCl

0,03% (obj./obj.) Tween-80
8% (hmotn./obj.) mannitol
2% (hmotn./obj.) trehaléza
(3,2 mg/ml redukovaného
glutathionu

4 mM CaCly

0,03% (obj./obj.)Tween-80
8% (hmotn./obj.) glycin
2% (hmotn./obj.) trehaldza
0,2 mg/ml redukovaného
glutathionu

4 mM CacCl;

0,03% (obj./obj.)Tween-80
8% (hmotn./obj.) mannitol
2% (hmotn./obj.) arginin
0,2 mg/mi redukovaného
glutathionu

4 mM CaCl;

Formulace &.4

Formulace ¢.5

25 mM histidin

20 mM Tris

225 mM NaCl

0,03% (obj./ob).) Tween-80
8% (hmotn./obj.) mannitol
2% (hmotn./obj.} trehaléza
0,2 mg/ml redukovaného
glutathionu

4 mM CaCl,

25mM histidin
20mM Tris
225mM NaCl

0.03% (obj./obj.) Tween-80
8% (hmotn./obj.) glycin
2% (hmotn./obj.) trehaléza
0.2 mg/ml redukovaného
glutathionu

4 mM CaCl,
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice faktoru VIII, formulovana bez pfidavku albuminu k uvedené kompozici,
vyznadujici se tim, Ze kromé faktoru VIII obsahuje nasledujici formulagni vehikula:

4 % aZ 10 % hmotn./obj. objemového ¢inidla vybraného ze skupiny sestavajici z mannitolu, gly-
¢inu a alaninu;

1 % aZ 4 % hmotn /obj. stabilizatoru vybraného ze skupiny sestavajici ze sacharézy, trehaldzy,
rafindzy a argininu;

1 aZ 5 mM vépenaté soli;

100 az 300 mM NaCl; a

pufrovaci ¢inidlo pro udrzeni pH na hodnoté mezi 6 a 8.

2. Kompozice faktoru VIII podle ndroku 1, vyznalujici se tim, ze obsahuje dale
povrchové aktivni latku,

3. Kompozice faktoru VIII podle niroku2, vyznadujici se tim, Ze uvedena povr-
chové aktivni ldtka je vybrana ze skupiny sestdvajici z polysorbatu 20, polysorbatu 80, Pluronic
F68 a Brij 35.

4. Kompozice faktoru VIII podle naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze uvedenou povr-
chové aktivni latkou je polysorbat 80, a kde uvedeny polysorbat 80 je pritomen v mnoZstvi
men3im nez 0,1 % hmotn./obj.

5. Kompozice faktoru VIII podle niroki 1a24, vyznadujici se tim, e uvedena
povrchové aktivni latka je pfitomna v mnozstvi 0,03 % hmotn./obj.

6. Kompozice faktoru VIII podle narokd 1az5, vyznadujici se tim, Ze uvedené
pufrovaci ¢inidlo je vybrano ze skupiny sestavajici z Tris, BIS — Tris Propan, histidinu, PIPES,
MOPS, HEPES, MES a ACES.

7. Kompozice faktoru VIII podle niroku6, vyznaéujici se tim, 3z uvedenym
pufrovacim &inidlem je Tris.

8. Kompozice faktoru VIII podle naroku 7, vyzna&ujici se tim, e Tris je pritomen
v mnoZstvi 20 mM.

9. Kompozice faktoru VIII podle narokué, vyznaéujici se tim, e pufrovaci
¢inidlo obsahuje od 10 do 50 mM histidinu.

10. Kompozice faktoru VIII podle naroku9, vyznaéujici se tim, Ze histidin je
pfitomen v mnozstvi 25 mM.

11. Kompozice faktoru VIII podle nirokii 1az10, vyznadujici se tim, Ze¢ dale
obsahuje antioxidant.

12. Kompozice faktoru VIII podle naroku 11, vyznadujici se tim, Ze uvedenym
antioxidantem je glutathion.

13. Kompozice faktoru VI podle naroku 12, vyzna&ujici se tim, Ze glutathion je
pritomen v mnozstvi od 0,05 do 1,0 mg/ml.
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14. Kompozice faktoru VIII podle narokG 1az 13, vyzna&ujici se tim, Ze uvedené
objemové &inidlo je pFitomno v mnoZstvi 8 % hmotn./obj.

15. Kompozice faktoru VIII podle narokii | az 14, vyznaéujici se tim, Ze uvedenym
objemovym &inidlem je mannitol.

16. Kompozice faktoru VIII podle narokii | a2z 14, vyzna&ujici se tim, Ze uvedenym
objemovym éinidlem je glycin.

17. Kompozice faktoru VIII podle narokd 1 a2 16, vyznadujici se tim, Ze uvedeny
stabilizator je pfitomen v mnozstvi 2 % hmotn./obj.

18. Kompozice faktoru VIII podle naroki 1 az 17, vyznaéujici se tim, Ze uvedenym
stabilizatorem je sachardza.

19. Kompozice faktoru VIII podle naroka 1 aZ 17, vyznaéujici se tim, Ze uvedenym
stabilizitorem je arginin,

20. Kompozice faktoru VIII podle narokii 1 az 17, vyznadujici se tim, 7e uvedenym
stabilizatorem je trehaloza.

21. Kompozice faktoru VIII podle narokit 1a220, vyznadujici se tim, Ze uvedeny
NaCl je pritomen v mnoZstvi od 200 do 250 mM.

22. Kompozice faktoru VIII podle naroku 21, vyznadujici se tim, Ze uvedeny NaCl
je pfitomen v mnoZstvi 225 mM.

23. Kompozice faktoru VIII podle narokd 1 az22, vyznacéujici se tim, Ze uvedenou
vapenatou soli je chlorid vapenaty.

24, Kompozice faktoru VIII podle narokii 1 az23, vyznadujici se tim, Ze uvedend
kompozice je vhodna pro lyofilizaci.

25. Lyofilizovana kompozice faktoru VIII ziskatelna lyofilizaci kompozice faktoru VIII podle
naroku 24.

26. Pouziti kompozice faktoru VIII podle kteréhokoliv z narokii 1 aZ 25 pro ptipravu léCiva na
léceni hemofilie.

Konec dokumentu
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