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(57) Sammendrag
Injeksjonspreparat omfattende en farmakologisk effektiv
mengde av en modifisert tPA, 20 mM eller mer av en aminosyre’
ellexr et salt derav. Preparatet har forbedrede egenskaper
med hensyn til stabilitet og oppleselighet av nevnte
modifiserte tPA.

Fremstilling av preparatet er beskrevet.



178325

1

Den foreliggende oppfinnelse vedrgrer en fremgangsmate for

fremstilling av et injeksjonspreparat.

Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmate for frem-
stilling av et medisinsk‘preparat inneholdende en modifisert
vevplasminogenaktivator (i det felgende benevnt "modifisert
t-Pa"). Spesielt vedrerer den foreliggende oppfinnelse en
fremgangsmadte for fremstilling av et injeksjonspreparat
inneholdende en modifisert t-Pa kombinert med en aminosyre
eller et salt derav.

Det er vel kjent-at en modifisert t-Pa fremstilt ved &
modifisere en naturlig t-Pa reagerer pd plasminogen in vivo
og danner plasmin, som gdelegger et fibrinretikulum i en
trombe for opplesning av denne og den modifiserte t-Pa exr

. derfor nyttig ved behandling av pasienter med svkdommer i et

kretsleporgan indusert ved dannelsen av tromben.

‘Det er imidlertid ganske vanskelig & oppnd en stabil vandig
opplesning av den modifiserte t-Pa som er brukbar som et
medisinsk preparat f.eks. for injeksjon, ettersom den
modifiserte t-Pa er et vanskelig oppleselig protein som lett
deaktiveres. Dette er et stort problem pa omradet med prak~
tiske anvendelser av den modifiserte t-Pa.

Det er derfor et formdl for den foreliggende oppfinnelse a
tilveiebringe en fremgangsmate for fremstilling av et modi-
fisert t-Pa-holdig injeksjonspreparat med en vannopplgselig-
het og stabilitet som er ogket slik at preparatet er tilfreds-
stillende brukbart ved medisinsk behandling.

Etter omfattende undersgkelser med henblikk pd & oke oppleose-
ligheten av den modifiserte t-Pa i vann og stabiliteten
derav ble det i oppfinnelsens sammenheng funnet at nar en
aminosyre eller et salt derav innlemmes i den modifiserte

t-Pa blir oppleseligheten av den sistnevnte i vann og ogsa
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stabiliteten derav merkbart gket. Den foreliggende oppfin-
nelse er basert pd denne erkjennelse.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer sdledes en
fremgangsmate for fremstilling av et injeksjonspreparat, som
er kjennetegnet ved at den omfatter & formulere en farmako-
logisk effektiv mengde av en modifisert t-PA, idet den nevnte
modifiserte t-PA er forskjellig fra naturlig t-PA, 20 mM
eller mer av en eller flere aminosyrer valgt fra gruppen
bestdende av arginin, histidin, lysin, ormnitin, glycin,.
alanin, valin, leucin, serin, treonin, glutaminsyre og
asparaginsyre, eller et salt derav, og en farmakologisk

akseptabel bazrer.

Aminosyrene som er brukbare ved oppfinnelsen inkluderer
basiske, sure og nevtrale aminosyrer, og disse kan anvendes
enten enkeltvis eller som en kombinasjon av to eller flere av

disse syrer.

De basiske aminosyrer og salter derav som er brukbare ved
oppfinnelsen inkluderer arginin, histidin, lysin, ornitin og
salter derav med en uorganisk eller organisk syre (som f.eks.
syrer avledet fra sure aminosyrer). Saltene inkluderer
f.eks. hydrokloridet, acetatet, aspartatet og glutamatet.

De sure aminosyrer og salter derav som er brukbare ved den
foreliggende oppfinnelse inkluderer glutaminsyre, asparagin-
syre og salter derav som natriumglutamat og natriumaspartat.

De negytrale aminosyrer som er brukbare ved oppfinnelsen
inkluderer f.eks. glycin, alanin, wvalin, leucin, isoleucin,

serin og treonin.

For & pke stabiliteten av preparatet anvendes foretrukket

arginin eller et salt derav.
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Mengden av aminosyre eller salt derav i preparatet fremstilt
i samsvar med oppfinnelsen er minst 20 mM.

De modifiserte t-Pa som anvendes ved oppfinnelsen inkluderer

f.eks.: '

(1) mutant t-Pa fremstilt ved & fjerne F og G omrader fra
naturlig t-Pa og erstatte Gly og Ser ved henholdsvis
aminosyreposisjonene nr. 183 og 186 med henholdsvis Ser
og Thr,

(2) mutant t-Pa fremstiit ved & fjerne F og G omrader fra
naturlig t-Pa og erstatte Ser ved en aminosyreposisjon
nr. 119 med Met, >‘

(3) mutant t-Pa fremstilt ved & fjerne F, G og K, omrdder
fra naturlig t-Pa og erstatte Ser ved en aminosyre-
posisjon nr. 119 med Met,

(4) mutant t-Pa fremstilt ved & erstatte K; omréddet i
naturlig t-Pa med K; omradet.av plasminogen, og

(5) mutant t-Pa fremstilt ved & erstatte Cys ved en amino-
syreposisjon nr. 84 i naturlig t-Pa med Ser.

Standardutstrekninger av omrdder er vist ved hjelp av
aminosyreposisjonsnummeret og aminosyrer ved disse posisjoner
i aminosyresekvensen av naturlig t-Pa. F-omradet strekker
seg fra nr. 4 (val) til nr. 50 (Ser), G-omradet strekker seg
fra nr. 51 (Cys) til nr. 86 (Ile), K,-omradet strekker seg
fra nr. 87 (Asp) til nr. 174 (Ser) og K,-omradet strekker seg
fra nr. 175 (Glu) til nr. 262 (Ser). Det bemerkes imidlertid
at disse omrader ikke er annet enn medianeksempler pa

posisjoner og utstrekninger av de respektive omrader.

Ved spesielt & velge nr. 4 (val) til nr. 50 (Ser) som F-
omraddet, nr. 51 (Cys) til nr. 86 (Ile) som G-omradet, nr. 87
(Asp) til nr. 174 (Ser) som K,;-omradet og nr. 175 (Glu) til
nr. 262 (Ser) som K,-omradet, vil mutant t-Pa tilsvarende de
ovennevnte punkter (1), (2), (3), (4) og (5) bli benevnt
henholdsvis t-Pa (2660), t-Pa (2663), t-Pa (2810), t-Pa
(8000) og t-Pa (9200).
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Med hensyn til formen av det ved oppfinnelsen—fremstillbare
injeksjonspreparat inkluderer det ikke bare et fast eller
vandig preparat inneholdende bade den modifiserte t-Pa og
aminosyren eller saltet derav men ogsd en tokomponent-
preparattype omfattende en emballasje av den modifiserte t-Pa
og en ytterligere emballasje av aminosyren eller et salt
derav, som f.eks. et injeksijonspreparat for fremstilling in
situ omfattende et hetteglass inneholdende en frysetorket,
modifisert t-Pa og en ampulle av et le¢sningsmiddel innehol-

dende aminosyren eller et salt derav.

Det ved oppfinnelsen fremstillbare preparat kan inneholde
vanlige hijelpestoffer anvendt ved fremstilling av medisinske
preparater som f.eks. fyllstoffer, stabiliseringsmidler,

buffermidler og isotoniserende midler.

Virkningene av aminosyrene og saltene derav til & o¢ke
oppleseligheten av den modifiserte t-Pa i vann ble bekreftet
ved hijelp av felgende forsekseksempler 1 og 2.

Kort beskrivelse av tegningene:

Figurene 1 til 6 er grafiske fremstillinger som viser resul-
tatene av forsekseksempel 1, hvori figur 1 viser resultatene
av sammenligningen oppnadd uten noen aminosyre, figur 2 viser
resultatene oppnddd med 3 % L-argininhydroklorid, figur 3
viser resultatene oppnddd med 3 % L-histidinhydroklorid,
figur 4 viser resultatene oppnddd med 3 % natrium-L-aspartat,
figur 5 viser resultatene oppnddd med 3 % natrium-L-glutamat
og figur 6 viser resultatene oppnddd med 3 % L-glycin og
resultatene oppnddd med 3 % L-alanin.

Figur 7 er en grafisk fremstilling som viser resultatene av

forsegkseksempel 2.

Figurene 8 og 9 er grafiske fremstillinger som viser resul-

tatene av forsekseksempel 3, hvori figur 8 viser resultatene
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av sammenligningen uten L-arginin-L-aspartat og figur 9 viser

resultatene oppnddd med L-arginin-L-aspartat.

Forsekseksempel 1
100 til 200 pg av hver av de modifiserte t-Pa (2663), t-Pa

(8000) og t-Pa (9200) ble anbragt i et lite reaksjonsrer.

10 til 100 pl av en 3 % vandig opplesning av L-argininhydro-
klorid, L-histidinhydroklorid, natrium-L-aspartat, natrium-
glutamat, L-glycin eller L-alanin med en pH innstilt til 5,0
til 7,0 ble tilsatt dertil og blandet grundig. Blandingen
ble sentrifugert. En spesifikk mengde av supernatantvasken
ble tatt som preve og underkastet en heytrykksvaeskekromato-
grafi for & bestemme oppleseligheten derav.

En blanding av den modifiserte t-Pa med en fosfat/citrat
bufferopplesning (McIlvaine buffer) innstilt til pH 5,0 eller
7,0 som var fri for enhver aminosyre eller salt derav ble
anvendt som en sammenligning for & bestemme dens oppleselig-
het pa samme mate som beskrevet i det foregédende.

Resultatene er vist i figurene 1 til 6.

Figur 1 viser resultatene oppnadd med den aminosyrefri
sammenligning. Figur 2 viser resultatene oppnddd med 3 % L-
argininhydroklorid. Figur 3 viser resultatene oppnadd med

3 % L-histidinhydroklorid. Figur 4 viser resultatene oppnadd
med 3 % natrium-L-aspartat. Figur 5 viser resultatene opp-
nddd med 3 % natrium-L-glutamat. Figur 6 viser resultatene
oppnaddd med 3 % L-glycin og resultatene oppnddd med 3 %
L-alanin.

Det fremgdr tydelig av resultatene vist i figurene 1 til 6 at
aminosyrene og saltene derav anvendt i samsvar med oppfinnel-
sen merkbart oker oppleseligheten av den modifiserte t-Pa i

vamnn.



178325

Forsekseksempel 2 —-

For & bekrefte innvirkningen av konsentrasjonen av amino-
syrene og saltene derav utegvet pd opplgseligheten av den
modifiserte t-Pa, ble samme forsek som i forsgkseksempel 1
gjentatt med unntagelse av at L-argininhydrokloridet ble
valgt som den typiske forbindelse og at 1, 2, 3, 5 00 7 %
vandige opple¢sninger derav ble anvendt.

Resultatene er vist i figur 7.

Det fremgdr tydelig av figur 7 at jo heyvere konsentrasjonen
av L-argininhydrokloridet er, desto heyere er oppleseligheten
av den modifiserte t-Pa.

Virkningene av aminosyrene og saltene derav til & oke
stabiliteten av den modifiserte t-Pa ble bekreftet ved hjelp

av felgende forsegkseksempel 3.

Forsekseksempel 3

3 g L-arginin-L-aspartat og 5 g mannitol ble opplest 1 80 ml
destillert vann for injeksjon. pH 1 opplesningen ble inn-
stilt til 5,0 eller 7,0. Det destillerte vann for injeksjon
ble ytterligere tilsatt til opplesningen til en total mengde
pd 100 ml som ble filtrert under sterile betingelser og ga en

opplesning for anvendelse som lgsningsmiddel.

3 mg av hver av de modifiserte t-Pa (2660), t-Pa (2663), t-Pa
(2810), t~Pa (8000) og t-Pa (9200) ble opplest i 10 ml av
l¢sningsmiddelet fremstilt ovenfor. Opple¢sningen ble fil-
trert under sterile betingelser. Filtratet ble helt inn i
hetteglass hvert 1 en mengde pd 1 ml og fryseteprket. Hette-
glassene ble forseglet og lagret i en dypfryser ved -20°C, pa
et kaldt sted (5°C) eller i et termostatstyrt bad ved 45°C i

en maned.

Etter en maned ble 1 ml destillert vann for injeksjon helt
inn i hver av de lagrede prever for oppnédelse av en opples-
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ning. Aktiviteten av den modifiserte t-Pa ble--bestemt ved
hjelp av blodpropplysemetoden og graden av resterende akti-
vitet ble beregnet i sammenligning med aktiviteten av prgven
opprettholdt i en dypfryser ved -20°C som sammenligning.

Separat ble frysetorkede modifiserte t-Pa fremstilt pad samme
madte som beskrevet ovenfor med unntagelse av at L-arginin-L-
aspartat ble utelatt. De L-arginin-L-aspartat-fri produkter
fremstilt p& denne mate ble anvendt som sammenligninger og
lagret ved samme temperatur i den samme tidsperiode som
angitt ovenfor for & bestemme aktivitetene og grader av
resterende aktivitet derav pa samme madte som beskrevet i det
foregdende.

Resultatene er vist i figurene 8 og 9.

‘Figur 8 viser resultatene oppnddd uten L-arginin-L-aspartat
og figur 9 viser resultatene oppnddd med L-arginin-L-

-aspartat.

Det fremgar tydeli§ fra resultatene i1 figurene 8 og 9 at
aminosyrene og saltene derav anvendt ved den foreliggende
oppfinnelse merkbart gker stabiliteten av den modifiserte
t-Pa.

Fplgende eksempler vil ytterligere illustrere oppfinnelsen.

EKSEMPEL 1

500 mg L-argininhydroklorid og 500 mg mannitol ble opplest i
8 ml destillert vann for injeksjon. pH av opplesningen ble
innstilt til 5,0. 30 mg av den modifiserte t-Pa (8000) ble
oppleost i opplesningen. Destillert vann for injeksjon ble
tilsatt opplesningen til total mengde 10 ml. Opplgsningen
ble filtrert under sterile betingelser og helt inn i hette-
glass hvert i1 en mengde pd 1 ml og fryseterket. Hette-
glassene ble forseglet.
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Separat ble det fremstilt ampuller som hver som l¢sningsmid-
del inneholdt 1 ml destillert vann for injeksjon.

EKSEMPEL 2

500 mg L-arginin-L-aspartat og 500 mg mannitol ble opplest i
8 ml destillert vann for injeksjon. pH av opplesningen ble
innstilt til 5,5. 30 mg av den modifiserte t-Pa (9200) ble
opplest 1 opplesningen. Destillert vann for injeksjon ble
tilsatt opplesningen til total mengde 10 ml. Opplesningen
ble filtrert under sterile betingelser, helt inn i hetteglass
hvert i en mengde pd 1 ml og fryseterket. Hetteglassene ble
forseglet.

Separat ble det fremstilt ampuller som hver som lgsningsmid-

del inneholdt 1 ml destillert vann for injeksjon.

EKSEMPEL 3

30 mg av den modifiserte t-Pa (2663) fremstilt under sterile
betingelser ble homogent blandet med 500 mg steril mannitol
og blandingen ble anbragt i hetteglass hvert i1 en slik mengde
at 5 mg av den modifiserte t-Pa (2663) ville bli inneholdt i
hvert hetteglass. Hetteglassene ble forseglet.

Separat ble 500 mg natrium-L-glutamat opplest i destilleft
vann for injeksjon og ga 10 ml av en opplesning. pH av opp-
lgsningen ble innstilt til 5,0. Opplesningen ble helt inn i
ampuller hver i en mengde pad 1 ml for & oppnd ampuller av

lpsningsmiddelet.

EKSEMPEL 4

5 g L-arginin-L-aspartat og 5 g mannitol ble opplest i 80 ml
destillert vann for injeksjon. pH av opplesningen ble inn-
stilt til 5,0. 200 mg av den modifiserte t-Pa (2810) ble
opplest i opplesningen. Destillert vann for injeksjon ble
tilsatt opplesningen til total mengde 100 ml. Opplesningen
ble filtrert under s-2rile betingelser og helt inn i hette-
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glass hvert i1 en mengde pad 1 ml og fryseterker.. Hette-
glassene ble forseglet.

Separat ble ampuller som hver som lesningsmiddel inneholdt
1 ml destillert vann for injeksjon fremstilt.

EKSEMPEL 5 |

300 mg L-argininhydroklorid, 50 mg L-asparaginsyre og 500 mg
mannitol ble opplegst i 8 ml destillert vann for injeksjon.
PH i opplesningen ble innstilt til 7,0. 50 mg av den modi-
fiserte t-Pa (2660) ble opplest i opplesningen. Destillert
vann for injeksjon ble tilsatt opplesningen til total mengde
10 ml. Opplesningen ble filtrert under sterile betingelser,
helt inn i1 hetteglass hvert i en mengde tilsvarende 1 ml og

frysetorket. Hetteglassene ble forseglet.

Separat ble det fremstilt ampuller som hver som lgsningsmid-

del inneholdt 1 ml destillert vann.
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for fremstilling av et injeksjonspreparat,
sert ved at den omfatter & formulere
idet

den nevnte modifiserte t-PA er forskjellig fra naturlig t-PA,

20 mM eller mer av en eller flere aminosyrer valgt fra

gruppen bestdende
glycin,
og asparaginsyre,
akseptabel barer.

2. Fremgangsmate
karakteri

aminosyre.

3. Fremgangsmdte
karakteri
gruppen bestaende

4. Fremgangsmate
karakteri
aminosyre.

5. Fremgangsmate
karakteridi

gruppen bestdende

6. Fremgangsmate
karakteri
aminosyre.

7. TFremgangsmate
karakteri

alanin, wvalin,

alanin, valin,

leucin,

av arginin, histidin, lysin, ornitin,

leucin, serin, treonin, glutaminsyre

eller et salt derav, og -en farmakologisk

som angitt i krav 1,

sert ved at aminosyren er en basisk

som angitt i krav 1,

sert ved at aminosyren velges fra
av arginin, histidin, lysin og ornitin.
som angitt i krav 1,

sert ved at aminosyren er en sur

som angitt i krav 1,
sert ved at aminosyren velges fra

av glutaminsyre og asparaginsyre.

som angitt i krav 1,
sert ved at aminosyren er en neytral

som angitt i krav 1,
sert ved at aminosyren er glycin,

serin eller treonin.
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